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I. Wstęp 

 

I.1. Zakażenia układu moczowego  

Zakażenia układu moczowego (ZUM) to obecnie jedne z najczęstszych infekcji 

bakteryjnych występujących u ludzi, które corocznie dotykają nawet 150 milionów 

społeczeństwa na całym świecie [1]. Na rozwój tych zakażeń ma wpływ wiele 

czynników o charakterze anatomicznym, genetycznym oraz fizjologicznym m.in. płeć 

(częściej zakażenia układu moczowego rozwijają się u kobiet), wiek, kontakty seksualne, 

wady wrodzone, nietrzymanie moczu, neurogenna dysfunkcja pęcherza moczowego, 

cewnikowanie, wady wrodzone dróg moczowych oraz choroby towarzyszące jak 

cukrzyca [2,3]. Zakażenia dróg moczowych mogą obejmować zakażenia dolnego 

odcinka układu moczowego, gdy mamy do czynienia z zapaleniem pęcherza moczowego 

lub zapaleniem cewki moczowej oraz zakażenia górnego odcinka dróg moczowych, gdy 

zakażenie objęło nerki [1]. ZUM można również sklasyfikować na infekcje powikłane 

oraz niepowikłane. Niepowikłane ZUM to infekcje obserwowane u pacjentów bez 

czynników ryzyka, które zwiększałyby podatność pacjentów na rozwój zakażeń. 

Najczęstszym patogenem w tym przypadku jest bakteria Escherichia coli, która jest 

odpowiedzialna za nawet 80% tych zakażeń. Z kolei powikłane zakażenia układu 

moczowego rozwijają się w przypadku nieprawidłowości strukturalnych oraz 

funkcjonalnych układu moczowego, głownie u osób z wadami anatomicznymi, po 

zabiegach chirurgicznych lub cewnikowaniu. Jednym z głównych patogenów 

odpowiadających za powikłaną postać ZUM jest Proteus mirabilis [4], ale są to również 

takie drobnoustroje jak Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Enterobacter spp. 

oraz Enterococcus spp. [5]. P. mirabilis to Gram-ujemna pałeczka, należąca do rodziny 

Morganellaceae [6], występująca naturalnie w wodzie, glebie oraz stanowiąca 

mikrobiotę komensalną układu pokarmowego człowieka i zwierząt. Jednocześnie jako 

patogen oportunistyczny, odpowiada za różnorodne zakażenia m.in. zakażenia ran, 

zakażenia szpitalne, zakażenia dróg oddechowych oraz jak wspomniano, zakażenia 

układu moczowego [7]. Drobnoustroje P. mirabilis odpowiadają za około 44% zakażeń 

związanych z cewnikowaniem (CAUTIs), a nieleczone infekcje mogą prowadzić do 

niebezpiecznych powikłań, takich jak: zatrzymywanie moczu w niedrożnych cewnikach, 

posocznica czy zapalenie pęcherza i odmiedniczkowe zapalenie nerek [8].  
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Zakażenie układu moczowego bakteriami P. mirabilis najczęściej 

zapoczątkowuje kolonizacja cewki moczowej. Ze względu na fakt, że P. mirabilis jest 

mikroorganizmem występującym w przewodzie pokarmowym, przypuszcza się, że 

infekcje układu moczowego rozpoczynają się najczęściej od zakażenia okolicy 

okołocewkowej. Mnogość czynników chorobotwórczości umożliwiają skuteczną 

kolonizację dalszych odcinków dróg moczowych, pęcherza moczowego a nawet i nerek. 

Wskazuje się, że w 0,34% przypadków ZUM, uropatogeny mogą prowadzić do 

zakażenia w obrębie nerek, a następnie rozprzestrzeniać się do krwioobiegu co 

skutkować może ogólnoustrojową reakcją zapalną i posocznicą. Te wartości wzrastają 

jednak u pacjentów hospitalizowanych, gdzie aż 42% pacjentów z sepsą stanowią 

pacjenci, u których infekcja rozpoczęła się poprzez układ moczowy [9]. 

Zalecanym leczeniem zakażeń układu moczowego pałeczkami P. mirabilis jest  

3 dniowa kuracja antybiotykiem SXT (trimetoprim-sulfametoksazol), 

fluorochinolonami, nitrofurantoiną lub fosfomycyną [10]. Jednakże, rosnącą 

antybiotykooporność drobnoustrojów P. mirabilis udokumentowano na wiele 

chemioterapeutyków jak cefalosporyny i penicyliny należące do β-laktamów, 

fluorochinolony, nitrofurantoinę, fosfomycynę, aminoglikozydy, tetracykliny oraz SXT 

[11–13]. Zakażenia układu moczowego mają bardzo często charakter nawracający,  

a leczenie antybiotykami wiąże się z wieloma skutkami, w tym jak już wspomniano, 

rosnącą antybiotykoopornością bakterii. Nadzieję stanowią alternatywne środki 

wspomagające leczenie ZUM. Przykładem jest fitoterapia, czyli wykorzystywanie 

wyrobów leczniczych powstałych z naturalnych produktów roślinnych. Najlepiej 

zbadanym naturalnym środkiem o potencjale w leczeniu i zapobieganiu rozwojowi 

infekcji jest żurawina. Jej dobrze poznany skład chemiczny obejmuje kwasy fenolowe, 

antocyjany, flawony, flawonoidy i kwasy organiczne [14]. Jej skuteczność w tym 

zakresie nadal jest szeroko badana w badaniach in vitro [15] oraz badaniach klinicznych 

[16,17]. Żurawina ma działanie antybakteryjne oraz wykazuje działanie hamujące 

adhezję patogenów do nabłonka dróg moczowych [14]. Kolejnym alternatywnym 

środkiem może być stosowanie preparatów probiotycznych zawierających gatunki 

Lactobacillus. Lactin-V to preparat zawierający szczep L. crispatus CTV-05, 

produkujący H2O2, wyizolowany z pochwy, wykorzystywany w leczeniu oraz 

wspomaganiu leczenia bakteryjnego zapalenia pochwy. Badania Stapleton i in. [18] 

wykazały, że powyższy preparat z sukcesem może być wykorzystywany również  
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w nawracających zakażeniach układu moczowego. W powyższych badaniach, infekcje 

układu moczowego występowały w mniejszym stopniu w grupie badanej, której 

podawano probiotyk ze szczepem L. crispatus dopochwowo (15%) w porównaniu do 

grupy kontrolnej, gdzie obserwowano nawracające ZUM na poziomie 27%. Szczepy 

probiotyczne wykorzystywane w preparatach wspomagających leczenie infekcji układu 

moczowo-płciowego działają na patogeny poprzez wiele mechanizmów 

antagonistycznych, m.in. wykazują działanie przeciwbakteryjne, hamują tworzenie 

biofilmów przez patogeny oraz hamują adhezję patogenów do nabłonka. Kolejną 

możliwością leczenia nawracających infekcji dróg moczowych jest stosowanie 

preparatów dostępnych na rynku jak szczepionka Uromune, składająca się  

z inaktywowanych bakterii najczęściej powodujących ZUM oraz kapsułek 

immunostymulujących Uro-Vaxom. Badania kliniczne tych preparatów są obiecujące  

i stanowią alternatywę konwencjonalnego leczenia infekcji układu moczowego [19]. 

 

I.2. Czynniki chorobotwórczości P. mirabilis 

Skuteczną kolonizację wielu środowisk w organizmie gospodarza pałeczkom  

P. mirabilis zapewniają różnorodne czynniki wirulencji oraz mechanizmy, które 

wpływają na ich chorobotwórczość. Najważniejsze z nich zostały przedstawione na 

Rycinie 1.  

Pałeczki P. mirabilis posiadają fimbrie oraz produkują adhezyny, które 

warunkują skuteczną adhezję do komórek nabłonkowych oraz do powierzchni 

abiotycznych np. cewników urologicznych. Najszerzej poznane i scharakteryzowane 

fimbrie i adhezyny P. mirabilis to fimbrie MR/P (mannose resistant Proteus like 

fimbriae), MR/K (mannose resistant Klebsiella like fimbriae), PMF (P. mirabilis 

fimbriae), ATF (ambient temperature fimbriae), NAF (nonagglutinating fimbriae) oraz 

PMP (P. mirabilis P-like fimbriae) [7,20]. 

P. mirabilis wytwarzają hemolizynę (HpmA), toksyczną agglutyninę (Pta- 

Proteus toxic agglutinin) oraz metaloproteazę (ZapA). HpmA tworzy pory w błonie 

komórkowej, co skutkuje wypływem jonów sodu, uszkadzając komórki nabłonka dróg 

moczowych oraz komórki układu odpornościowego gospodarza. Z kolei toksyna Pta, 

uszkadza błonę komórkową komórek gospodarza, co prowadzi do wycieku cytoplazmy, 

zaburzenia ciśnienia osmotycznego oraz depolimeryzacji włókien aktynowych. ZapA 

produkowana przez P. mirabilis może natomiast rozkładać przeciwciała IgG i IgA, 
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składniki dopełniacza, białka cytoszkieletowe oraz peptydy przeciwdrobnoustrojowe, 

 co znacznie obniża skuteczne działanie wrodzonych mechanizmów odpowiedzi 

immunologicznej gospodarza podczas infekcji [8,20].  

Na ich chorobotwórczość wpływa również zdolność tworzenia biofilmu na 

powierzchniach abiotycznych, głównie cewnikach urologicznych oraz powierzchniach 

biotycznych, w układzie moczowym. Struktura biofilmu zapewnia drobnoustrojom 

większą oporność na chemioterapeutyki, składniki o aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej oraz komórki odpornościowe gospodarza [8].  

Patogenność P. mirabilis warunkuje również zdolność do wzrostu rozpełzłego za 

pomocą bakteryjnych rzęsek. Zjawisko to polega na przekształcaniu krótkich pałeczek  

z kilkoma rzęskami do bardzo długich form (20-80 µm) ze zwielokrotnioną liczbą rzęsek 

rozmieszczonych peritrichalnie. Krótsze formy, z większą ilością fimbrii są bardziej 

skuteczne w adhezji, natomiast u dłuższych form stwierdzono silniejsze właściwości 

inwazyjne komórek nabłonka dróg moczowych, wytwarzanie hemolizyny HpmA, 

ureazy i metaloproteazy ZapA [10,20]. 

W ścianie komórkowej drobnoustrojów Gram-ujemnych, w tym pałeczek  

P. mirabilis, występuje lipopolisacharyd (LPS) składający się z części O- swoistej 

(antygen O), rdzenia oraz lipidu A. Część O-swoista zbudowana jest z powtarzających 

się jednostek polisacharydowych i charakteryzuje się dużą zmiennością struktury 

chemicznej, co wykorzystywane jest do klasyfikacji serologicznej drobnoustrojów  

z rodzaju Proteus. Zmienność części O-swoistej jest uzależniona od rodzaju obecnych 

cukrów, reszt cukrowych oraz połączeń między nimi, natomiast charakterystyczną  

cechą jest obecność u drobnoustrojów z rodzaju Proteus kwasów uronowych. Z kolei 

lipid A zakotwicza LPS w błonie zewnętrznej bakterii i jest związany kowalencyjnie  

z częścią rdzeniową. LPS jest endotoksyną, uwalnianą z komórek bakteryjnych  

w następstwie ich namnażania, lizy oraz śmierci. Wykazuje działanie prozapalne  

i immunostymulujące. Wywołuje szerokie spektrum efektów toksycznych wobec 

organizmu gospodarza m.in. podwyższenie temperatury ciała, zmiany w liczbie białych 

krwinek, niedociśnienie oraz może prowadzić do wstrząsu septycznego. Ponadto, 

odgrywa istotną rolę w zakażeniu, m.in. chroniąc bakterie przed składnikami układu 

immunologicznego gospodarza [20–22].  

Glikokaliks bakteryjny tworzą nierozpuszczalne, ujemnie naładowane 

polisacharydy. Nie występuje u wszystkich szczepów Proteus. Umożliwia wzrost 

bakterii w postaci biofilmu, chroni bakterie przed działaniem bakteriofagów oraz 



13 
 

fagocytów oraz może brać udział w tworzeniu infekcyjnych kamieni moczowych 

[20,23].  

Kolejnym czynnikiem chorobotwórczości P. mirabilis jest enzym ureaza, który 

rozkłada mocznik do dwutlenku węgla i amoniaku. Jest to kluczowy enzym  

w powstawaniu infekcyjnych kamieni moczowych, gdyż alkalizuje środowisko moczu 

co w konsekwencji prowadzi do jego przesycenia mineralnymi składnikami moczu 

i powstawania kryształów apatytu i struwitu [7]. Ureaza P. mirabilis to enzym 

zawierający w centrum aktywnym jony niklu, składający się z trzech podjednostek: 

PmUreA lub PmUreγ (11 kDa), PmUreB lub PmUreβ (12,2 kDa) oraz PmUreC lub 

PmUreα (66 kDa) zorganizowane w oligomer (αβγ)3 [24].  

 

 

 
Rycina 1. Wybrane czynniki wirulencji P. mirabilis. Opracowano na podstawie [7], przy 

użyciu Biorender.com 

 

I.3. Infekcyjna kamica moczowa 

Powstawanie kamieni moczowych może mieć różną etiologię. Kamica moczowa 

stanowi jedną z najczęstszych chorób układu moczowego, z częstością występowania  

1-13% w zależności od regionu geograficznego [25]. Ze względu na skład chemiczny 

wyróżnia się kamienie szczawianowo-wapniowe (50-70%), kamienie fosforanowo-

wapniowe (40%), kamienie moczanowe (10-20%), cystynowe (1-2%) oraz struwitowe 

(5-15%). Na ich powstawanie ma wpływ wiele czynników jak wiek, płeć, nawyki 
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żywieniowe, czynniki społeczno-ekonomiczne oraz infekcje dróg moczowych [26,27]. 

Infekcje układu moczowego drobnoustrojami P. mirabilis mogą prowadzić do 

powstawania kamieni struwitowych nazywanych również infekcyjnymi kamieniami 

moczowymi. Drobnoustroje z rodzaju Proteus stanowią jeden z głównych czynników 

etiologicznych infekcyjnej kamicy moczowej i jak wskazują dane literaturowe, są 

izolowane nawet z 70% tych kamieni [28]. Może mieć to związek z faktem, że 

drobnoustroje z rodzaju Proteus charakteryzują się wysoką aktywnością ureazy i 100% 

szczepów tego rodzaju produkują ten enzym. Obok Proteus, ureazo-dodatnimi 

bakteriami są również bakterie z rodzaju Klebsiella, Pseudomonas oraz Staphylococcus. 

Tymczasem, najczęstszy patogen wywołujący niepowikłane ZUM, E. coli, wytwarza ten 

enzym rzadko. Nie wszystkie infekcje ureazo-dodatnimi bakteriami prowadzą do 

powstawania infekcyjnych kamieni moczowych. Są czynniki, które predysponują do ich 

tworzenia, najczęściej zastój moczu spowodowany niedrożnością dróg układu 

moczowego oraz obecność ciał obcych np. cewników [29]. Infekcyjna kamica moczowa 

jest częściej spotykana u osób starszych oraz częściej u kobiet niż u mężczyzn, co 

związane jest z większą skłonnością kobiet do infekcji układu moczowego ze względu 

na ich budowę anatomiczną [30]. 

 

I.3.1. Tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych 

Powstawanie infekcyjnych kamieni moczowych można podzielić na kilka 

głównych etapów, które zostały zobrazowane na Rycinie 2. Pierwszy z nich rozpoczyna 

się od adhezji bakterii do nabłonka dróg moczowych. Drobnoustroje P. mirabilis mogą 

skutecznie kolonizować tkanki oraz unikać odpowiedzi immunologicznej gospodarza 

dzięki szeregowi czynników wirulencji. Ureaza, kluczowy enzym produkowany przez 

P. mirabilis biorący udział w tworzeniu infekcyjnych kamieni moczowych, rozkłada 

mocznik do dwutlenku węgla (CO2) oraz amoniaku (NH3). Powstałe jony amonowe 

podwyższają pH, a co za tym idzie podwyższa się również stężenie jonów amonowych, 

węglanowych oraz fosforanowych, które wraz z jonami wapnia i magnezu tworzą 

kryształy węglanu apatytu (Ca10(PO4)6CO3) i kryształy struwitu (MgNH4PO4x6H2O) 

[31]. Mocz naturalnie ma pH lekko kwaśne (5,8-6,0) i w takim środowisku, powstałe 

kryształy mogą być rozpuszczane. Jednakże, gdy pH moczu na skutek zachodzących 

reakcji staje się alkaliczne, kryształy struwitu oraz apatytu z łatwością rosną 

i zatrzymują w drogach moczowych. Etap krystalizacji składników moczu 
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spowodowany jest nadmiernym stężeniem soli magnezowych i wapniowych w stosunku 

do ich rozpuszczalności. Kryształy apatytu tworzą się w pH wynoszącym 6,8, natomiast 

kryształy struwitu wytrącają się przy nieco wyższym pH, od wartości 7,2 [32]. 

Amoniak powstały w wyniku hydrolizy mocznika dodatkowo niszczy ochronną 

warstwę glikozaminoglikanów nabłonka dróg moczowych, co dodatkowo wspomaga 

skuteczną adhezję kryształów do nabłonka i prowadzi do ich agregacji [29]. Kryształy 

struwitu tworzą różne morfologicznie formy, kształtem mogą przypominać trumnę 

„coffin lids” lub mogą przybierać formy dendrytyczne. Ich powstawanie oraz 

zatrzymywanie się w drogach moczowych prowadzi do uszkadzania nabłonka dróg 

moczowych, co stanowić może miejsce zarodkowania dla krystalizacji struwitu [33].  

W wielu przypadkach powstałe kryształy są wypłukiwane przez mocz, a dopiero proces 

agregacji wielu kryształów struwitu oraz apatytu prowadzi do tworzenia większych 

form- kamieni moczowych, które stanowią poważne zagrożenie dla zdrowia [34]. Proces 

agregacji kryształów zachodzi bardzo szybko, co skutkuje powstawaniem kamieni 

moczowych w pęcherzu lub nerkach. Składniki komórkowe bakterii P. mirabilis jak 

polisacharydy tworzące glikokaliks, w tym część O-swoista lipopolisacharydu ściany 

komórkowej, mogą mieć wpływ na proces tworzenia kryształów i ich agregacji.  

W zależności od składu struktury chemicznej polisacharydów i powinowactwa do 

wiązania przez nie kationów jonów Ca2+ i Mg2+, mogą intensyfikować lub hamować 

procesy tworzenia kamieni moczowych [35,36].  

Na powstawanie kamieni moczowych ma również wpływ odpowiedź obronna 

organizmu gospodarza. Jak wykazali Reyes i in. [37] reakcja zapalna tocząca się  

w organizmie oraz znacznie podwyższony poziom cytokin prozapalnych (GRO/KC, IL-

1α, IL-1β) przyczyniały się do intensyfikacji procesu formowania się kamieni 

moczowych a tym samym sprzyjaniu uszkodzenia tkanek układu moczowego. 
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Rycina 2. Etapy tworzenia się infekcyjnych kamieni moczowych. Opracowano na podstawie 

[38], przy użyciu Biorender.com 

 

I.3.2. Leczenie infekcyjnej kamicy moczowej 

Infekcyjna kamica moczowa to rodzaj kamicy wyjątkowo wymagający  

w leczeniu oraz charakteryzujący się częstymi nawrotami. Ten typ kamicy, cechuje się 

szybkim przyrostem kryształów, a w rezultacie powstawaniem kamieni moczowych, 

które w warunkach klinicznych tworzą się w przeciągu nawet 4-6 tygodni [39]. 

Dodatkowo, skuteczne leczenie utrudnia obecność żywych drobnoustrojów we wnętrzu 

kamienia, które są bardziej oporne na działanie środków przeciwdrobnoustrojowych, co 

prowadzi do częstszych nawrotów choroby. W rezultacie, nieleczona infekcyjna kamica 

moczowa może prowadzić do ciężkich powikłań, a śmiertelność w takich przypadkach 

osiąga nawet 30% [29]. 

Leczenie infekcyjnej kamicy moczowej rozpoczyna się od zdiagnozowania oraz 

rozpoznania typu kamicy wywołującej objawy. Umożliwia to dokładny wywiad, który 

przeprowadza się z pacjentem, który koncentruje się na symptomach oraz historii chorób 

układu moczowego. Następnie obrazowanie USG oraz badanie radiologiczne umożliwia 

uwidocznienie złogów mogących znajdować się w górnych lub dolnych odcinkach dróg 
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moczowych. Jednocześnie prowadzi się badanie mikrobiologiczne moczu, które 

umożliwia izolację patogenu, który wywołał infekcję oraz mierzy się pH moczu. Jeśli 

pH jest zasadowe, może to świadczyć o rozwoju kamicy moczowej związanej z ureazo-

dodatnimi drobnoustrojami [29]. Po etapie rozpoznania patogenu, pierwszym krokiem 

jest włączenie antybiotykoterapii, w celu eliminacji drobnoustroju, który wywołał 

zakażenie. Na tym etapie wykorzystuje się antybiotyki stosowane w leczeniu ZUM, 

głównie SXT, fluorochinolony, nitrofurantoinę lub fosfomycynę.  

W następnym etapie usuwa się kamień, obecnie najczęściej stosowanymi 

metodami jest przezskórna nefrolitotrypsja (PCNL) oraz litotrypsja falą uderzeniową 

(SWL). Metoda SWL polega na bezinwazyjnym rozkruszeniu kamienia, co w rezultacie 

umożliwia ich łatwiejsze wydalanie. Zastosowanie tej metody ma jednak pewne 

ograniczenia i zależy od rozmiaru kamienia oraz jego lokalizacji w organizmie pacjenta. 

Ta metoda stanowi jednak bardzo często leczenie uzupełniające. PCNL polega natomiast 

na kruszeniu kamieni z wykorzystaniem przezskórnego nakłucia nerki i jest metodą 

bardziej inwazyjną [29,30]. 

Ostatni etap ma na celu zapobieganie nawrotom i w tej fazie stosuje się głównie 

inhibitory ureazy, środki mające na celu zakwaszenie moczu oraz podaje się antybiotyki, 

w celu eliminacji bakterii które mogły uwolnić się z rozkruszonego kamienia podczas 

zabiegów ich usuwania. Leczenie antybiotykami jest długotrwałe i może trwać nawet 

kilka miesięcy. Najczęściej stosowanymi środkami zakwaszającymi mocz jest kwas 

askorbinowy oraz L- metionina. Z kolei stosowanym w leczeniu infekcyjnej kamicy 

moczowej inhibitorem ureazy jest kwas acetohydroksamowy (AHA). Jest to środek, 

który podawany jest doustnie, mający aktywność hamowania ureazy, enzymu 

kluczowego w powstawaniu kamieni moczowych. Badania wskazują, że może on 

osiągać w moczu wysokie stężenia oraz wnika do wnętrza komórek bakteryjnych przez 

ścianę komórkową. Ma on możliwość zmniejszania przyrostu kamienia, ale nie ma 

wpływu na już powstałe kamienie, dlatego jest dobrym środkiem uzupełniającym 

terapię. Udokumentowano jednak, szereg skutków ubocznych w stosowaniu tego 

preparatu. Wielu pacjentów doświadcza problemów ze strony układu pokarmowego, 

neurologicznego oraz objawy hematologiczne, występujące nawet u 20% pacjentów 

[29,30,40]. Wytyczne Amerykańskiego Towarzystwa Urologicznego jasno wskazują, że 

AHA ze względu na niepożądane efekty, może być stosowany jedynie po wyczerpaniu 

wszystkich innych możliwości leczenia, głównie u osób z nawracającą postacią tej 
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choroby [41]. Skutki uboczne obecnych metod leczenia infekcyjnej kamicy moczowej 

oraz poważne powikłania występujące przy nieleczonej postaci tej choroby, wymagają 

pilnej alternatywy dla obecnie stosowanej terapii.  

Szybka diagnoza, całkowita eradykacja kamienia oraz skuteczna 

antybiotykoterapia eliminująca patogen wywołujący chorobę, są kluczowe w leczeniu 

infekcyjnej kamicy moczowej [42]. Większość prac naukowych dotyczy jednak 

wykorzystania alternatywnych metod w leczeniu innych typów kamicy moczowej,  

w szczególności, najbardziej rozpowszechnionej kamicy szczawianowo-wapniowej. 

Mimo tego, są pewne obiecujące doniesienia o wykorzystaniu chemicznych bądź 

ziołowych składników o potencjale hamującym procesy tworzenia infekcyjnych kamieni 

moczowych. Hamowanie ich powstawania może odbywać się na różnych etapach ich 

tworzenia i poprzez kilka mechanizmów. Pierwszą z możliwości jest niedopuszczenie 

do przesycenia moczu składnikami mineralnymi poprzez zahamowanie aktywności 

ureazy. Wzrost i agregacja kryształów mogą być również zahamowane przez powlekanie 

powierzchni kryształów różnymi substancjami na przykład pirofosforanem sodu [43]. 

Kolejną możliwością jest tworzenie kompleksów z jonami wapnia i magnezu oraz 

jonami amonowymi, co hamuje krystalizację składników mineralnych moczu. Jednym  

z takich składników, jest organiczny związek EDTA, który jak wykazano w pracy 

Prywer i in. [44] ma działanie hamujące tworzenie kamieni moczowych, gdzie jak 

zaobserwowano w jego obecności kryształy były mniejsze w porównaniu do kontroli, 

bez tego związku. Podobne właściwości wykazuje cytrynian trisodowy, który wiąże się 

z jonami amonowymi oraz magnezowymi tworząc kompleksy w pH od 7 do 9,5 czyli  

w zakresie pH w którym tworzą się kryształy struwitu [39]. Właściwości hamujące 

krystalizację w warunkach in vitro wykazuje również wiele ekstraktów ziołowych. 

Mniejszą liczbę oraz wielkość kryształów struwitu obserwowano w przypadku 

ekstraktów ziołowych pozyskanych z roślin: Commiphora wightii [45], Boerhaacia 

diffusa, Rotula aquatica [46] i Phyllanthus emblica [47], które jak wykazano, wpływały 

hamująco na zarodkowanie kryształów struwitu. 

W ostatnim czasie przybywa badań naukowych dotyczących wpływu 

probiotyków oraz potencjalnie probiotycznych mikroorganizmów w leczeniu  

i zapobieganiu kamicy moczowej. Jednakże, większość badań dotyczy roli 

drobnoustrojów z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium rozkładających szczawiany  

w terapii pacjentów z kamicą szczawianowo-wapniową [48]. Ze względu na rosnące 
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zainteresowanie wykorzystaniem probiotyków w leczeniu zakażeń układu moczowego, 

interesującym aspektem jest wpływ naturalnej mikrobioty dróg moczowych na 

uropatogeny, zakażenia układu moczowego oraz tworzenie infekcyjnych kamieni 

moczowych. Poszerzenie wiedzy z tego zakresu umożliwi zrozumienie interakcji 

pomiędzy drobnoustrojami komensalnymi a patogenami w tym środowisku oraz 

przeanalizowanie mechanizmów zachodzących w układzie moczowym, co w rezultacie 

może przynieść korzyści w leczeniu, bądź też zapobieganiu chorób układu moczowego. 

 

I.4. Naturalna mikrobiota dróg moczowych 

Jeszcze do niedawna sądzono, że górny odcinek dróg moczowych zdrowych osób 

jest sterylny. Drogi moczowe to specyficzne środowisko o niskim pH (około 6,0), 

wysokim stężeniu mocznika oraz innych substancji, które działają hamująco, a czasami 

bakteriobójczo wobec większości drobnoustrojów. Standardowe metody posiewu moczu 

opracowane w latach pięćdziesiątych XX wieku uniemożliwiały izolację oraz 

identyfikację drobnoustrojów należących do naturalnej mikrobioty dróg moczowych,  

a nawet wielu uropatogenów [49]. Standardowy posiew moczu opierał się głównie na 

wykorzystaniu podłoża MacConkeya lub agaru z krwią i inkubację w warunkach 

tlenowych, przez 24 godziny. Wdrożenie ulepszonej ilościowej hodowli moczu 

(EQUOC) obejmującej posiew większej ilości materiału, większą różnorodność 

stosowanych podłóż, dłuższą inkubację czy inkubację w warunkach beztlenowych, oraz 

postęp technik niezależnych od prowadzenia kultur bakteryjnych jak sekwencjonowanie 

DNA dało możliwość poznania tego bogatego mikrobiologicznie środowiska i lepszej 

diagnostyki zakażeń dróg moczowych. Analiza metagenomiczna z wykorzystaniem 

sekwencjonowania nowej generacji (NGS) usprawniła identyfikację drobnoustrojów 

bytujących w tym środowisku oraz umożliwiła odkrycie mikroorganizmów 

niehodowlanych. Z kolei obecnie rekomendowany do badania mikrobiologicznego 

moczu protokół EQUOC wykorzystuje podłoże agarowe z krwią, agar czekoladowy oraz 

agar CNA z kolistyną, kwasem nalidyksowym oraz 5% krwią. Próby zaleca się 

inkubować w warunkach tlenowych, mikroaerofilnych oraz beztlenowych, w 35 °C 

przez 48 godzin [50,51]. Dodatkowo, w rozszerzonym protokole posiewu moczu, 

wykorzystuje się większe objętości, i posiewa się nie tylko 1 µl jak w przypadku 

standardowego posiewu, a również objętość 10 µl i 100 µl [52]. Porównanie 
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standardowego posiewu moczu a rozszerzonego protokołu posiewu jest zobrazowane na 

Rycinie 3.  

Ważnym aspektem przy badaniu moczu jest sposób jego pobrania. Wyróżnia się 

trzy główne techniki pobierania tego materiału. Pierwsza z nich, najczęściej stosowana 

w badaniach naukowych, ze względu na małą inwazyjność, polega na pobraniu moczu 

ze środkowego strumienia. Metoda ta, w szczególności źle wykonana, może nieść za 

sobą ryzyko zanieczyszczenia takiej próby drobnoustrojami komensalnymi dróg 

płciowych lub nabłonka dróg moczowych. Kolejna technika polega na pobraniu próby 

moczu przez cewnik urologiczny. Metoda ta, mimo iż bardziej inwazyjna, nadal nie daje 

pewności braku zanieczyszczenia próby. Ostatnia metoda to metoda aspiracji 

nadłonowej, polegająca na nakłuciu pęcherza za pomocą igły przez podbrzusze  

i aspirację moczu do strzykawki. Z oczywistych przyczyn jest to jednak metoda rzadko 

wykorzystywana do badania naturalnej mikrobioty dróg moczowych, a większość prac 

naukowych opiera się na metodzie pobraniu moczu ze środkowego strumienia [50,53]. 

 

 

Rycina 3. Metody izolacji drobnoustrojów z moczu za pomocą standardowego posiewu moczu 

oraz protokołu rozszerzonego EQUOC. Opracowano na podstawie [50], przy użyciu 

Biorender.com 
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Mikrobiota dróg moczowych zdrowych osób nie jest aż tak liczna i zróżnicowana 

w drobnoustroje jak mikrobiota innych środowisk, przykładowo jelit, i zawiera średnio 

od 104 do 105 CFU/ml bakterii w moczu [50]. Mikrobiota ta składa się głównie  

z drobnoustrojów należących do rodzaju Lactobacillus, Prevotella, Streptococcus, 

Gardnerella, Enterococcus czy Staphylococcus [54–56]. Skład mikrobioty jest zależny 

od wielu zmiennych, takich jak płeć, rasa czy czynniki geograficzne [50]. Według 

danych literaturowych najbardziej dominującym rodzajem bakterii u kobiet są 

drobnoustroje należące do rodzaju Lactobacillus [54,57,58], a u mężczyzn dominują 

Corynebacterium i Streptococcus [57,58], jednakże różnice w składzie pomiędzy 

płciami są niewielkie [59]. Wśród gatunków Lactobacillus, najczęściej izolowanych  

z dróg moczowych wymienia się natomiast L. crispatus, L. gasseri, L. iners oraz  

L. jensenii [60,61].  

Na skład mikrobioty dróg moczowych wpływa również wiek. Wraz z upływem 

lat obserwuje się spadek różnorodności gatunków bakterii oraz spadek liczebności 

drobnoustrojów z rodzajów Lactobacillus, Bifidobacterium, Sneathia oraz Bacillus [50]. 

Z kolei drobnoustroje należące do rodzajów Jonquetella, Parvimonas, Proteiniphilum  

i Saccharofermentans w drogach moczowych są charakterystyczne dla osób powyżej 70 

roku życia [62]. Dodatkowo, drobnoustroje z rodzaju Escherichia znacznie częściej  

i liczniej kolonizują drogi moczowe osób starszych, podczas gdy u osób młodszych 

dominującym i charakterystycznym rodzajem jest Gardnerella [50]. 

Wciąż jeszcze nie ma jednoznacznej odpowiedzi na to jakie jest pochodzenie 

bakterii obecnych w drogach moczowych. Pierwsza z hipotez zakłada, że pochwa jest 

głównym źródłem bytujących tam drobnoustrojów. Thomas-White i in. [63] wykazali, 

że wiele szczepów komensalnych, w tym szczepy Lactobacillus, występują zarówno  

w pęcherzu jak i w pochwie tych samych kobiet. Nie wyjaśnia to jednak pochodzenia 

urobiomu mężczyzn. Najnowsze badania sugerują, że drobnoustroje dróg moczowych 

mogą pochodzić z jelit. Dubourg i in. [64] wykazali, że aż 64% gatunków 

zidentyfikowanych w moczu pokrywa się z gatunkami należącymi do mikrobioty 

jelitowej a jedynie 31% z gatunkami należącymi do mikrobioty pochwy.  

Drobnoustroje należące do naturalnej mikrobioty dróg moczowych 

charakteryzują się występowaniem specyficznych cech umożliwiającym im kolonizację 

oraz bytowanie w tym środowisku. Czynniki te obejmują zdolność adhezji komórek 

bakteryjnych do nabłonka, mechanizmy odporności na warunki stresowe, zdolność 
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przystosowywania się do specyficznego środowiska żywieniowego gospodarza  

i sprawną obronę przed konkurującymi z nimi patogenami i systemem 

immunologicznym gospodarza [65,66]. Ponadto, niektóre drobnoustroje należące do 

naturalnej mikrobioty dróg moczowych jak Lactobacillus czy Streptococcus wytwarzają 

enzymy zdolne do metabolizowania glikozaminoglikanów otaczających nabłonek dróg 

moczowych, co sprzyja lepszej dostępności cukrów dla przeprowadzania procesów 

biochemicznych drobnoustrojom komensalnym dróg moczowych [50].  

 

I.5. Charakterystyka Lactobacillus spp. 

Jednym z głównych przedstawicieli mikrobioty dróg moczowych są 

drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus. Są to Gram-dodatnie pałeczki, należące do 

bakterii fermentacji mlekowej (LAB). To pałeczki mikroaerofilne lub beztlenowe, 

wymagające pod względem zapotrzebowania na substancje odżywcze. Są organizmami 

fermentacyjnymi i można je podzielić na szczepy obligatoryjnie homofermentatywne, 

fakultatywnie heterofermentatywne oraz obligatoryjnie heterofermentatywne. Pierwsze 

z nich w procesie fermentacji cukru produkują kwas mlekowy (L. crispatus, L. iners), 

druga grupa produkuje kwas mlekowy oraz dodatkowo może wytwarzać kwas octowy, 

etanol i dwutlenek węgla (L. jensenii, L. plantarum), natomiast produktami fermentacji 

trzeciej grupy jest zawsze kwas mlekowy, kwas octowy, etanol i dwutlenek węgla  

(L. vaginalis, L. reuteri)  [67,68]. 

Ściana komórkowa Lactobacillus spp. przedstawiona schematycznie na Rycinie 

4, jest zbudowana z wielu warstw peptydoglikanu, który otacza błonę komórkową, 

kwasy tejchojowe, lipotejchojowe i tejchuronowe oraz polisacharydy i białka. 

Peptydoglikan, który tworzy warstwę sztywną ściany komórkowej, to polimer 

zbudowany z peptydów oraz cukrów. Część cukrową tworzą reszty  

N-acetyloglukozaminy oraz kwasu N-acetylomuraminowego połączonych wiązaniem 

glikozydowym ß-(1,4). Utworzone długie łańcuchy polisacharydowe są usieciowane 

mostkami peptydowymi. Ta struktura pełni kluczowe funkcje, warunkuje integralność 

komórki bakteryjnej, przyczynia się do utrzymywania zdefiniowanego kształtu komórki, 

pełni rolę ochronną oraz umożliwia zakotwiczanie białek oraz kwasów tejchojowych 

[69]. 
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Warstwę plastyczną ściany komórkowej Lactobacillus tworzą kwasy tejchojowe, 

tejchuronowe oraz lipotejchojowe, Są one elementem ściany komórkowej bardzo 

zróżnicowanym pod kątem struktury, w zależności od szczepu bakteryjnego, pH podłoża 

oraz źródeł węgla. Mogą stanowić nawet 50% całości ściany komórkowej, zapewniając 

jej funkcjonalność. Kwasy tejchojowe są polimerami fosforanów glicerolu lub rybitolu, 

podstawionych resztami glukozy bądź D-alaniny. Zakotwiczone są z peptydoglikanem 

ściany komórkowej poprzez jednostkę glikozydową, w przeciwieństwie do kwasów 

lipotejchojowych, które są przyłączone do błony cytoplazmatycznej przez fragment 

lipidowy. Kwasy tejchuronowe są natomiast zbudowane z powtarzających się 

podjednostek cukrowych oraz charakteryzują się brakiem reszt fosforanowych [69,70]. 

Najbardziej zewnętrzną osłonę, występującą u większości gatunków 

Lactobacillus, tworzy warstwa S, zbudowana z wielu identycznych podjednostek białek 

charakteryzujących się niskimi masami cząsteczkowymi (25-71 kDa) oraz wysokimi 

wartościami punktu izoelektrycznego pI (9,35-10,40), co nadaje im silnie zasadowy 

charakter [71]. Ta struktura komórkowa zapewnia kształt komórce, bierze udział  

w adhezji bakterii do komórek nabłonkowych, autoagregacji oraz koagregacji, stanowi 

o zmienności antygenowej oraz chroni komórkę bakteryjną przed działaniem 

dopełniacza oraz fagocytozą. Dodatkowo, chroni komórkę przed stresem osmotycznym, 

działaniem czynników o charakterze przeciwdrobnoustrojowym, promieniowaniem oraz 

bakteriofagami. Mechanizm autoagregacji drobnoustrojów probiotycznych, czyli 

zdolność do tworzenia agregatów pomiędzy komórkami bakteryjnymi tych samych 

szczepów, umożliwia skuteczną adhezję i kolonizację organizmu gospodarza 

drobnoustrojom komensalnym. Dodatkowo, zapewnia również skuteczną barierę 

przeciwko adhezji bakterii patogennych do nabłonka. Z kolei, mechanizm koagregacji, 

polegający na tworzeniu agregatów pomiędzy komórkami różnych szczepów oraz 

gatunków bakterii, umożliwia drobnoustrojom komensalnym skuteczniejsze usuwanie 

patogenów oraz niedopuszczanie do ich adhezji do komórek nabłonka [72]. W tych 

procesach pośredniczą białka promujące koagregację Cpf oraz białka Apf, biorące udział 

w procesach autoagregacji [73]. Białka Lactobacillus są podstawowym składnikiem 

ściany komórkowej pałeczek kwasu mlekowego i nie są one zawsze związane z warstwą 

S. Mogą być one kowalencyjnie połączone z peptydoglikanem lub połączone z błoną 

cytoplazmatyczną. Stanowią one receptory dla bakteriocyn oraz bakteriofagów, są 

zaangażowane w adhezję komórek do powierzchni biotycznych oraz abiotycznych [74]. 
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Polisacharydy są kolejnym składnikiem ściany komórkowej Lactobacillus, 

warunkujące jej właściwości i duże zróżnicowanie w obrębie tego rodzaju. Ze względu 

na ich położenie wyróżnia się polisacharydy, które są luźno związane z powierzchnią 

komórki i uwalniane do otaczającego środowiska (EPS), polisacharydy otoczkowe, które 

są trwale związane z komórką oraz polisacharydy ściany komórkowej. Polisacharydy 

bakteryjne charakteryzują się dużą różnorodnością wśród szczepów Lactobacillus 

[69,74]. Dzieli się je ze względu na skład cukrów na homopolisacharydy, składające się 

z jednego rodzaju monosacharydów oraz na heteropolisacharydy, składające się z 

powtarzających się jednostek zawierających różne monosacharydy. Pełnią one liczne 

funkcje w interakcjach z gospodarzem, wpływając na adhezję i kolonizację różnych 

środowisk przez Lactobacillus czy immunomodulację. Ponadto wykazują one działanie 

przeciwbakteryjne a nawet wirusobójcze [75]. Badania Sungur i in. [76] wykazały, że 

egzopolisacharydy L. gasseri izolowane z pochwy mają działanie przeciwzapalne oraz 

przeciwnowotworowe poprzez indukcję apoptozy komórek raka szyjki macicy. 

 

 

Rycina 4. Struktura ściany komórkowej Lactobacillus spp. Wykonano przy użyciu 

Biorender.com 

 

Ta zróżnicowana grupa drobnoustrojów występuje powszechnie na powierzchni 

roślin, psującej się żywności, w odchodach, ściekach, nabłonku ludzkim i zwierzęcym. 

Lactobacillus spp. kolonizują wiele obszarów ludzkiego ciała, w szczególności jamę 

ustną, jelito kręte, okrężnice czy żeńskie narządy płciowe [67]. Agencja Żywności  

i Leków Stanów Zjednoczonych nadała im status GRAS (Generaly Recognised As Safe), 

a  Europejski Urząd ds. Bezpieczeństwa Żywności (EFSA) status „kwalifikowanego 
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domniemania bezpieczeństwa” (QPS). Z tego względu znalazły one swoje zastosowanie 

w przemyśle spożywczym, do produkcji żywności fermentowanej oraz przy produkcji 

probiotyków [77]. Aby dany szczep mógł zostać określony mianem probiotycznego musi 

spełniać kilka warunków, między innymi musi zostać uznany za skuteczny oraz 

bezpieczny, być zdolny do przetrwania w przewodzie pokarmowym i w niskim pH 

żołądka oraz musi wykazywać korzystne działanie dla gospodarza. Obecnie, najszerzej 

stosowane gatunki probiotyczne to między innymi: L. acidophilus, L. brevis, L. casei czy 

L. gasseri [67].  

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus posiadają szereg właściwości  

o charakterze antybakteryjnym czy immunomodulującym. Ich zdolność antagonistyczna 

wobec patogenów jest ważnym czynnikiem, obejmującym zdolność adhezji do nabłonka 

lub zmniejszanie stopnia adhezji bakterii chorobotwórczych, agregację i koagregację 

oraz wytwarzanie substancji o charakterze przeciwdrobnoustrojowym [78]. 

Powszechnie wiadomo, że szczepy Lactobacillus wykazują dobroczynne działanie na 

układ pokarmowy i żeński układ rozrodczy i odnalazły one swoje zastosowanie  

w profilaktyce i leczeniu chorób tych układów. Przynoszą one liczne, korzystne efekty 

a należą do nich m.in. łagodzenie nietolerancji laktozy, obniżenie poziomu cholesterolu 

we krwi, stosuje się je również przy leczeniu chorób biegunkowych czy wrzodów 

żołądka. Oprócz wyżej wymienionych właściwości, pałeczki kwasu mlekowego 

wpływają na czynniki wirulencji drobnoustrojów poprzez hamowanie różnych genów 

kodujących białka, które mają fundamentalne znaczenie w zjadliwości bakterii oraz 

wykazują działanie przeciwwirusowe poprzez zapobieganie adhezji i namnażaniu się 

wirusa [79]. Ponadto, ich zastosowanie według wielu danych literaturowych jest jeszcze 

bardziej wszechstronne i skuteczne w leczeniu takich schorzeń jak atopowe zapalenie 

skóry [80], czy infekcje górnych dróg oddechowych [81].  

W ostatnim czasie coraz szerzej wykorzystywane są również postbiotyki, czyli 

preparaty zawierające inaktywowane mikroorganizmy i ich produkty metaboliczne,  

w szczególności wydzielane peptydy, bakteriocyny, krótkołańcuchowe kwasy 

tłuszczowe, kwasy organiczne czy egzopolisacharydy. Takie środki mają wiele zalet  

w porównaniu do stosowania probiotyków m.in. brak ryzyka translokacji 

drobnoustrojów probiotycznych z jelita do krwi u osób z obniżoną odpornością i nabycia 

genów oporności na antybiotyki. Wyróżniają się również dobrą stymulacją komórek 

nabłonkowych oraz łatwiejszą ekstrakcją, standaryzacją, transportem  
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i przechowywaniem. Obecnie te preparaty są coraz częściej obiektem zainteresowań jako 

skuteczna alternatywa dla probiotyków. [67,82].   

 

I.6. Właściwości antagonistyczne Lactobacillus wobec patogenów 

Lactobacillus spp. posiadają szereg właściwości, które mają na celu zapewnienie 

homeostazy w danym środowisku. Główne mechanizmy działania pałeczek kwasu 

mlekowego wobec bakterii chorobotwórczych zostały zobrazowanie na Rycinie 5. 

Drobnoustroje te oprócz wymienionych już wcześniej właściwości takich jak: 

wydzielanie substancji o charakterze antybakteryjnym czy wpływ na adhezję 

patogenów, wykazują mnogość innych czynników, które czynią je drobnoustrojami 

skutecznymi w walce z patogenami.  

Jednym z głównych mechanizmów działania drobnoustrojów z rodzaju 

Lactobacillus na patogeny jest wydzielanie cząsteczek o charakterze 

przeciwbakteryjnym, głównie bakteriocyn, nadtlenku wodoru, biosurfaktantów oraz 

kwasów organicznych.  

Bakteriocyny to substancje peptydowe o charakterze antybakteryjnym działające 

w wąskim spektrum swojej aktywności, hamując wzrost jedynie blisko spokrewnionych 

gatunków bakterii. Bakteriocyny dzieli się na trzy klasy, pierwsze z nich- lantybiotyki 

charakteryzują się masą cząsteczkową < 5 kDa i obecnością aminokwasu-lantioniny, 

druga klasa- to nielantybiotyki, termostabilne peptydy, o masie cząsteczkowej < 10 kDa, 

trzecia klasa natomiast to bakteriocyny o dużej masie cząsteczkowej, termostabilne,  

o masie > 30 kDa [83]. W warunkach in vitro, bakteriocyny Lactobacillus wykazują 

działanie antagonistyczne wobec wielu patogenów m.in. wobec drożdży Candida 

albicans [84], Staphylococcus aureus MRSA [85], Pseudomonas aeruginosa oraz 

Salmonella typhi [86]. Powszechnie wykorzystywaną bakteriocyną jest nizyna, 

wytwarzana przez kilka szczepów Lactococcus lactis, stosowana jako środek 

konserwujący żywność, zwłaszcza przy produkcji serów, gdyż hamuje rozwój bakterii 

produkujących kwas masłowy [87,88]. Antagonistyczne działanie bakteriocyn opiera się 

m.in. na zaburzaniu procesu biosyntezy peptydoglikanu, przerywania ciągłości błony 

komórkowej oraz hamowaniu biosyntezy białek [74,89]. Synergistyczne działanie 

bakteriocyn w połączeniu z antybiotykami w leczeniu wielu chorób infekcyjnych jest 

alternatywną metodą terapii, umożliwiającą dużo skuteczniejsze leczenie. [90].  
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Nadtlenek wodoru to substancja, która pełni rolę czynnika hamującego rozwój 

bakterii, które nie posiadają mechanizmów ochronnych takich jak wytwarzanie katalazy 

czy peroksydazy. Pałeczki kwasu mlekowego wytwarzające H2O2, działają bójczo na 

szerokie spektrum mikroorganizmów jak Streptococcus agalactiae [91], Gardnerella 

vaginalis [92] czy Candida albicans [93] dzięki zdolności do przenikania przez błony 

komórkowe. 

Biosurfaktanty to związki powierzchniowo czynne, wytwarzane 

zewnątrzkomórkowo przez Lactobacillus lub związane z komórką, mające właściwości 

przeciwbakteryjne, przeciwbiofilmowe, przeciwadhezyjne i przeciwutleniające. Należą 

do nich glikolipidy, fosfolipidy, lipopeptydy, kompleksy polisacharydowo-białkowe  

i wolne kwasy tłuszczowe [94]. Ich właściwości są szeroko badane m.in. w kontekście 

hamowania tworzenia biofilmów bakteryjnych m.in. na implantach chirurgicznych na 

modelach in vivo [95]. Biosurfaktanty pałeczek kwasu mlekowego określane są jako 

surlaktyny [96].  

Kolejne substancje produkowane przez Lactobacillus zewnątrzkomórkowo to 

kwasy organiczne. Charakteryzują się one działaniem przeciwdrobnoustrojowym  

w szerokim spektrum oraz są bezpiecznym dodatkiem do żywności, co wykorzystuje się 

w przemyśle spożywczym. Kwasy organiczne oddziałują na patogeny poprzez 

zwiększanie przepuszczalności błony bakteryjnej, zakwaszanie cytoplazmy, 

zwiększanie wewnątrzkomórkowego ciśnienia osmotycznego oraz hamowanie syntezy 

biomolekuł co prowadzi do śmierci komórek patogenów [97]. Kwas mlekowy jest 

wytwarzany przez wszystkie pałeczki kwasu mlekowego, jednocześnie drobnoustroje te 

mogą wytwarzać również kwas cytrynowy, octowy, mrówkowy, bursztynowy, 

propionowy oraz masłowy [98]. Stężenie oraz rodzaje produkowanych kwasów przez 

pałeczki kwasu mlekowego jest ściśle zależne od gatunku, warunków oraz środowiska 

wzrostu. Analiza profilu kwasów organicznych w większości prac obejmuje szczepy 

Lactobacillus izolowane z żywności [99,100], bądź też dotyczy jedynie kwasu 

mlekowego [101]. Niewiele doniesień naukowych koncentruje się na kwasach 

wytwarzanych w drogach moczowych. Jednakże, są badania, które wykazały, że kwasy 

organiczne (kwas cytrynowy, jabłkowy, propionowy, migdałowy, mlekowy, 

benzoesowy, hipurowy) wykazują działanie bakteriobójcze wobec najczęstszych 

uropatogenów (Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa) zarówno na formy planktoniczne jak i na biofilm [102]. 
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Szczepy probiotyczne, w tym pałeczki kwasu mlekowego, wpływają również na 

odpowiedź immunologiczną gospodarza, poprzez aktywację limfocytów T, B, 

makrofagów i komórek NK. Mogą one rekrutować komórki odpornościowe do miejsca 

zakażenia i indukować specyficzne markery odporności. Stymulują one również 

komórki odpornościowe do wydzielania czynników prozapalnych (TNF-α, IFN-γ,  

IL-12) oraz cytokin przeciwzapalnych (IL-10) w sposób specyficzny dla szczepu [103]. 

Doniesienia na temat działania immunomodulującego szczepów Lactobacillus 

koncentrują się głównie na środowisku jelit. Jednakże i w układzie moczowym, bakterie 

kwasu mlekowego istotnie wpływają na odpowiedź immunologiczną gospodarza. 

Komórki nabłonkowe dróg moczowych w odpowiedzi na patogen, wytwarzają 

substancje rekrutujące komórki odpornościowe jak makrofagi co prowadzi do rozwoju 

miejscowej odpowiedzi zapalnej, aktywacji kompleksu białkowego NF-κB, działającego 

jako czynnik transkrypcyjny i uwolnienia cytokin, między innymi: czynnika martwicy 

nowotworu TNF-α oraz IL-6, pobudzających procesy zapalne. Karlsson i in. [104] 

wykazali, że przy jednoczesnej stymulacji komórek pęcherza moczowego E. coli oraz  

L. rhamnosus GR-1 aktywacja NF-κB oraz poziom TNF-α były istotnie wyższe,  

a uwalnianie cytokiny IL-6 niższe w porównaniu do kontroli. Dodatkowo, badany szczep 

Lactobacillus wpływał na wzrost poziomu receptorów TLR4 rozpoznających wzorce jak 

LPS Gram-ujemnych patogenów. Wykazano, że pałeczki kwasu mlekowego mogą 

stymulować układ odpornościowy poprzez ułatwianie rozpoznawania patogenów  

i pośrednio uczestniczą w eliminacji infekcji. 

Pałeczki Lactobacillus mogą również wydzielać neurotransmitery takie jak kwas 

gamma-aminomasłowy (GABA), acetylocholinę czy serotoninę, co oddziałuje na układ 

nerwowy człowieka. Większość badań dotyczących regulacji produkcji 

neurotransmiterów dotyczy mikrobioty jelitowej i jej wpływie na regulację aktywności 

mózgu za pośrednictwem osi jelitowo-mózgowej. Ostatnim trendem są badania nad 

wpływem mikrobiomu na rozwój chorób neurodegeneracyjnych jak choroba Alzheimera 

i Parkinsona [105].  

Kolejnym mechanizmem Lactobacillus o działaniu antagonistycznym wobec 

patogenów jest hamowanie ich adhezji do nabłonka co uniemożliwia im skuteczną 

kolonizację różnych środowisk, w tym układu moczowego. Wyniki wielu prac wykazują 

wpływ szczepów Lactobacillus na hamowanie adhezji patogenów zarówno do 

powierzchni abiotycznych jak cewniki [106], jak i do komórek pęcherza moczowego 



29 
 

[107]. Hamowanie tego procesu może zachodzić w trzech wariantach. Pierwszy z nich 

zakłada mechanizm tzw. wykluczenia, gdy szczepy Lactobacillus przylegając do 

receptorów nabłonkowych blokują miejsca adhezji patogenom. Konkurencja zachodzi 

wtedy, gdy pałeczki kwasu mlekowego konkurują o miejsca adhezji do nabłonka  

z patogenem. Z kolei mechanizm wypierania obserwujemy, gdy Lactobacillus wypierają 

patogeny, które już były związane z receptorami komórek nabłonkowych [108].  

Lactobacillus wpływają również na tworzenie biofilmu przez patogeny. 

Hamowanie tworzenia lub wzrostu biofilmu wielu patogenów przez te drobnoustroje, 

wykazano wobec Pseudomonas aerugionsa [109], Streptococcus mutans [110], Listeria 

monocytogenes [111], Staphylococcus aureus [112] czy Proteus mirabilis [94]. Te 

właściwości mogą być wykorzystywane w ograniczaniu i eliminowaniu biofilmów 

bakteryjnych na różnych materiałach medycznych np. cewnikach urologicznych.   

 

 

 

Rycina 5. Wybrane właściwości antagonistyczne Lactobacillus wobec patogenów. 1- produkcja 

neurotransmiterów, 2- produkcja substancji przeciwdrobnoustrojowych, 3- hamowanie adhezji 

patogenów do nabłonka, 4- hamowanie wzrostu oraz tworzenia biofilmu, 5- stymulacja układu 

immunologicznego gospodarza. Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus oznaczone zostały 

kolorem niebieskim, a uropatogeny kolorem różowym. Opracowano na podstawie [119], przy 

użyciu Biorender.com 
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Oprócz wymienionych powyżej właściwości antagonistycznych wobec 

patogenów, drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus posiadają również zdolność do 

oddziaływania i wchodzenia w interakcję z wieloma metalami ciężkimi, pestycydami, 

monomerami tworzyw sztucznych i związkami organicznymi. Wyniki wskazują, że są 

one zdolne do usuwania i degradowania takich toksyn jak mykotoksyny [113], 

aflatoksyny [114], ochratoksyny [115] oraz metali ciężkich jak: rtęć, ołów, kadm, miedź, 

cynk, żelazo [116–118].  

 

I.7. Dysbioza mikrobiomu układu moczowego  

Naturalna mikrobiota dróg moczowych poprzez wiele mechanizmów działania 

na patogeny wpływa na utrzymanie homeostazy i prawidłowego funkcjonowania tego 

środowiska. Mikrobiota dróg moczowych bogata w drobnoustroje z rodzaju 

Lactobacillus jest powiązana z prawidłowo funkcjonującym układem moczowym co 

warunkuje ochronę przed ZUM i chorobami związanymi z układem moczowym [120]. 

Zaburzenia składu naturalnej mikrobioty dróg moczowych objawiające się w postaci 

spadku różnorodności oraz liczności drobnoustrojów komensalnych może prowadzić do 

nadmiernego rozwoju bakterii chorobotwórczych i rozwoju chorób układu moczowego. 

Może być wiele przyczyn rozwoju dysbiozy mikrobioty dróg moczowych a jedną z nich 

jest powszechnie stosowana przy infekcjach układu moczowego, antybiotykoterapia. 

Zjawisko wpływu antybiotyków na skład drobnoustrojów mikrobioty jelit jest dobrze 

poznane, z kolei temat wpływu leków przeciwdrobnoustrojowych na mikrobiotę dróg 

moczowych nadal pozostaje tematem szerokich rozważań [121]. Mimo to, badania 

wskazują, że antybiotykoterapia istotnie ogranicza liczebność drobnoustrojów z rodzaju 

Lactobacillus, co prowadzi do rozwoju patogenów m.in. E. coli, który stanowi 

najliczniejszy gatunek bakterii w drogach moczowych po zażywaniu leków 

przeciwdrobnoustrojowych [122]. Badania przeprowadzone przez Ceprnja i in. [123] 

potwierdziły negatywny wpływ antybiotyków na różnorodność mikrobioty dróg 

moczowych, w szczególności na liczebność Lactobacillus oraz wykazały większe 

predyspozycje do zapaleń pęcherza moczowego przy dysbiozie tego środowiska. Mimo 

tego, antybiotykoterapia jest przepisywana przez lekarzy w leczeniu ZUM najczęściej 

bez posiewów mikrobiologicznych moczu, co skutkuje nieskutecznym leczeniem  

i wzrostem oporności bakterii na antybiotyki. Kolejnymi czynnikami wpływającymi na 

spadek różnorodności oraz liczebności drobnoustrojów komensalnych w drogach 
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moczowych jest wiek oraz poziom estrogenów [78]. Wysoki poziom tych hormonów 

wspiera rozwój drobnoustrojów z rodzaju Lactobacillus w młodym wieku oraz podczas 

ciąży [60].  

Dysbioza urobiomu jest powiązana z wieloma chorobami układu moczowego jak 

ZUM, przewlekła choroba nerek, nietrzymanie moczu, rak pęcherza czy kamica nerkowa 

[50,121]. Wykazano, że liczba pałeczek kwasu mlekowego w drogach moczowych  

u kobiet z nawracającymi infekcjami układu moczowego jest istotnie niższa niż u kobiet 

zdrowych [124]. Jednakże, co ciekawe nie wszystkie gatunki Lactobacillus można 

zawsze powiązać ze zdrowym składem mikrobioty dróg moczowych. Wskazuje się, że 

L. crispatus jest charakterystycznym gatunkiem w przypadku zdrowej mikrobioty,  

z kolei L. gasseri występuje częściej przy stanach chorobowych UM jak nietrzymanie 

moczu [50], a przewaga L. iners ze zwiększoną podatnością na zakażenia układu 

moczowego [60]. 

Dysbiozie naturalnej mikrobioty dróg moczowych przypisuje się również udział 

w rozwoju raka pęcherza, gdyż jednym z czynników ryzyka są nawracające i nieleczone 

infekcje układu moczowego. Badania Wu i in. [125] wykazały w moczu pacjentów 

chorujących na raka pęcherza, dominację drobnoustrojów patogennych, głównie 

Acinetobacter, Anaerococcus, Herbaspirillum, Porphyrobacter, Bacteroides  

i Staphylococcus, które promują stan zapalny, co może odgrywać rolę w karcynogenezie. 

Warto jednak podkreślić, że obecna wiedza dotycząca wpływu zaburzenia równowagi 

naturalnej mikrobioty na raka pęcherza moczowego nadal jest znikoma, a większość 

opublikowanych badań została przeprowadzona na małej grupie uczestników. 

Badania dotyczące znaczenia naturalnej mikrobioty dróg moczowych w rozwoju 

kamieni moczowych, dotyczą głównie kamicy szczawianowo-wapniowej lub 

fosforanowo-wapniowej. Spadek różnorodności i liczebności naturalnej mikrobioty dróg 

moczowych może promować rozwój uropatogenów a tym samym rozwój różnych typów 

kamicy moczowej. Co ciekawe, drobnoustroje z rodziny Enterobacteriaceae  

i Morganellaceae, są izolowane ze wszystkich typów kamieni, nie tylko struwitowych, 

ale również szczawianowo-wapniowych oraz fosforanowo-wapniowych [126]. Badania 

Barr-Beare i in. wykazały, że bakterie, najczęściej E.coli, są izolowane nawet z 32% 

wszystkich kamieni szczawianowo-wapniowych. Zaobserwowano również, że u myszy 

z tym typem kamicy zainfekowanych E. coli, drobnoustroje te intensyfikowały agregację 

kryształów [127]. Antybiotykoterapia, która jest konieczna w leczeniu kamieni 
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struwitowych ma ogromny wpływ na skład urobiomu i nasila dysbiozę tego środowiska. 

Prowadzi to do częstszych nawrotów choroby i tworzenia się kamieni moczowych na 

nowo. 

 

I.8. Drobnoustroje  Lactobacillus w leczeniu ZUM oraz chorób związanych z 

układem moczowym  

Szczepy probiotyczne, w tym drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus są tematem 

szeroko omawianym w kontekście ich wykorzystania w alternatywnym leczeniu chorób 

układu moczowego. Standardowe metody leczenia ZUM, wykorzystujące jedynie 

antybiotykoterapię do zwalczania patogenów, skutkują zniszczeniem naturalnej bariery 

w postaci komensalnej mikrobioty dróg moczowych. Z tego względu, poszukuje się 

innych, naturalnych możliwości leczenia chorób związanych z tym układem.  

Wykorzystanie szczepów Lactobacillus we wspomaganiu leczenia chorób 

układu moczowego bada się pod wieloma aspektami, zarówno w badaniach in vitro i in 

vivo. Trwają badania nad ich wykorzystaniem w leczeniu lub wspomaganiu terapii takich 

chorób jak zakażenia układu moczowego, rak pęcherza czy kamica moczowa. Testuje 

się również ich skuteczność w połączeniu z innymi środkami na przykład antybiotykami 

czy żurawiną. Istotny wydaje się również aspekt ich drogi podania, co może mieć wpływ 

na skuteczność kolonizacji danego środowiska.  

Właściwości antagonistyczne drobnoustrojów z rodzaju Lactobacillus są 

wykorzystywane w walce z patogenami różnych środowisk. Drobnoustroje te oddziałują 

na mikroorganizmy chorobotwórcze w warunkach in vitro, co zostało szeroko 

udokumentowane, ale wykazują również skuteczność w badaniach na modelach 

zwierzęcych. Zespół badawczy Fraga i in. [128] wykazał, że w warunkach in vivo, 

zwierzęta poddane suplementacji szczepami L. murinus, wykazywały mniejszą liczbę  

P. mirabilis w nerkach oraz pęcherzu moczowym w porównaniu do myszy nieleczonych. 

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus można również stosować w połączeniu z obecnie 

używanymi terapeutykami, wykorzystując zjawisko synergizmu. Szczepy Lactobacillus 

wykazujące działanie antagonistyczne wobec patogenów, w połączeniu z terapią 

antybiotykową powodują zmniejszenie częstości nawrotów zakażeń układu moczowego 

[129]. Jednakże, co ciekawe, szczepy Lactobacillus w połączeniu z suplementacją 

żurawiną, której właściwości zapobiegające rozwojowi zakażeń dróg moczowych 
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zostały już dobrze poznane, okazują się być w wielu przypadkach nieskuteczne,  

w kontekście zapobiegania rozwojowi ZUM [130,131]. Interesujące wyniki  

dotyczące wpływu bakterii probiotycznych oraz wytwarzanych przez nie składników 

zewnątrzkomórkowych na zapalenie pęcherza moczowego przyniosły badania 

Swidsinski i in. [132]. Wyniki tej pracy wskazały, że aplikowany dopochwowo żel  

z kwasem mlekowym, czyli jednym z głównych substancji wytwarzanych 

zewnątrzkomórkowo przez Lactobacillus, wykazuje działanie bakteriostatyczne wobec 

E. coli oraz ma wpływ na zmianę ich morfologii, co skutkowało zmniejszeniem objawów 

zapalenia pęcherza moczowego u ponad połowy pacjentów. Podobne wyniki przedstawił 

zespół Diebold i in. [133] który wykazał, że stosowanie żelu z kwasem mlekowym 

korzystnie wpływa na zdrowie dróg moczowych i obniża częstość infekcji tego układu. 

Wiele doniesień naukowych wykazuje również skuteczność Lactobacillus  

w leczeniu raka pęcherza czy kamicy nerkowej. Wykazano, że szczepy L. rhamnosus 

GG i L. casei Shirota posiadają zdolność zabijania komórek nowotworowych raka 

pęcherza poprzez indukowanie apoptozy, z kolei L. acidophilus wykazuje 

synergistyczne działanie wraz z terapią BCG zwiększając ekspresję cytokiny TNF-α oraz 

ekspresję pro-apoptotycznego białka Bax [134]. Stosowanie organizmów 

probiotycznych, w tym drobnoustrojów z rodzaju Lactobacillus w leczeniu oraz 

zapobieganiu kamicy moczowej również przynosi korzystne efekty. Badania dotyczą 

jednak głównie kamicy szczawianowo-wapniowej, brak jest rzetelnych danych 

dotyczących wpływu pałeczek kwasu mlekowego na powstawanie infekcyjnych kamieni 

moczowych. 

Sposób podania szczepów potencjalnie probiotycznych ma również istotny 

wpływ na kolonizację układu moczowego oraz efektywność w leczeniu lub też 

wspomaganiu leczenia chorób układu moczowego. Badania wskazują, że zarówno 

podanie doustne jak i podanie dopochwowe badanych szczepów umożliwia długotrwałą 

kolonizację układu moczowego przez bakterie komensalne, co zmniejszało częstość 

występowania ZUM [135,136]. Alternatywną drogą podania organizmów 

probiotycznych jest bezpośrednie wkroplenie do pęcherza moczowego, przykładowo 

przez cewnik. Mimo iż jest to metoda najskuteczniejsza, umożliwiająca bezpośrednią 

kolonizację tego środowiska, jednocześnie jest możliwa do wykonania przede 

wszystkim w warunkach klinicznych, co stanowi znaczne ograniczenie stosowania tej 
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metody [137]. Jak wykazały badania Forster i in. [138] ten rodzaj terapii jest bezpieczną 

metodą w leczeniu dysfunkcji pęcherza neurogennego. 
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II. Cel pracy 

 

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus należą do naturalnej mikrobioty dróg 

moczowych zdrowych ludzi. Pomimo coraz szerszej wiedzy na temat wpływu 

Lactobacillus spp. na zdrowie układu moczowego, nadal wiele pytań pozostaje bez 

odpowiedzi. W szczególności, brak jest doniesień dotyczących wpływu drobnoustrojów 

komensalnych dróg moczowych na patogeny P. mirabilis, powodujące zakażenia układu 

moczowego oraz odpowiadające za tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych.  

Celem eksperymentalnej części pracy była ocena wpływu drobnoustrojów  

z rodzaju Lactobacillus, należących do naturalnej mikrobioty dróg moczowych na 

patogenność P. mirabilis oraz tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych in vitro.  

W toku badań analizowano wpływ szczepów Lactobacillus na każdy etap ich tworzenia: 

adhezję uropatogenów do nabłonka, wrażliwość na czynniki antybakteryjne 

Lactobacillus, krystalizację składników mineralnych moczu oraz agregację powstałych 

kryształów. 

 

II.1. Realizacja zadań badawczych 

 

1. Izolacja oraz identyfikacja bakterii z rodzaju Lactobacillus z dróg moczowych 

zdrowych ludzi oraz ocena ich właściwości antybakteryjnych wobec P. mirabilis.  

 

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus izolowano z moczu zdrowych osób  

i identyfikowano za pomocą metody spektrometrii mas MALDI/TOF. Szczepy 

P. mirabilis należały do Kolekcji Szczepów Katedry Biologii Bakterii  

i wyizolowane zostały z moczu osób ze zdiagnozowaną kamicą moczową oraz  

z kamieni moczowych. Działanie antybakteryjne dziewięciu klinicznych oraz 

dwóch referencyjnych szczepów Lactobacillus  wobec ośmiu badanych 

szczepów P. mirabilis oceniano za pomocą metody mikrorozcieńczeń oraz 

metody dyfuzji, wykorzystując supernatanty Lactobacillus. Supernatanty były 

alkalizowane do pH 6,0, poddane działaniu katalazy bądź wysokiej temperatury, 

a jeden z nich pozostał niczym nietraktowany co umożliwiło wskazanie jakie 

substancje wydzielane przez Lactobacillus mają najsilniejsze działanie 
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antybakteryjne wobec badanych szczepów P. mirabilis. Analizy LC-MS/MS 

oraz metoda kolorymetryczna umożliwiły zidentyfikowanie jakościowe oraz 

ocenę ilościową kwasów organicznych wytwarzanych przez szczepy 

Lactobacillus. W toku badań, oceniano również wpływ kwasów organicznych na 

wzrost P. mirabilis za pomocą metody spektrofotometrycznej oraz ich wpływ na 

tworzenie biofilmu za pomocą testu MTT. Ponadto, w celu wykazania 

mechanizmu działania kwasów organicznych w kontekście ich 

przeciwbakteryjnych właściwości, oceniano stan błony komórkowej P. mirabilis 

po inkubacji z kwasami z użyciem metody spektrofotometrycznej z jodkiem 

propidyny.  

Wyniki tej części pracy zostały opublikowane w Publikacji 1.  

 

2. Ocena intensywności krystalizacji mineralnych składników moczu w hodowlach 

mieszanych P. mirabilis i Lactobacillus. 

 

Krystalizacja składników moczu wraz z tworzeniem kryształów struwitu 

oraz apatytu jest jednym z pierwszych etapów powstawania infekcyjnych 

kamieni moczowych. Ocenę intensywności krystalizacji oceniano na modelu in 

vitro, z użyciem moczu syntetycznego w wybranych punktach czasowych (0, 3, 

6, 8 i 24 godz.). Stopień krystalizacji w układach kontrolnych, z czystymi 

hodowlami P. mirabilis, oraz badanych, ze szczepami Lactobacillus, określano 

za pomocą stężenia jonów wapnia i magnezu, metodą absorpcyjnej spektrometrii 

atomowej oraz za pomocą obserwacji kryształów pod mikroskopem 

kontrastowo-fazowym. Dodatkowo, oceniano również żywotność bakterii  

P. mirabilis (CFU/ml), mierzono pH oraz uwalnianie amoniaku za pomocą 

metody fenolowo-podchlorynowej.  

Wyniki tej części pracy zostały opublikowane w Publikacji 2. 

 

3. Ocena wpływu szczepów Lactobacillus na aktywność ureazy P. mirabilis. 

 

Wpływ szczepów Lactobacillus i kwasu mlekowego na aktywność ureazy 

oceniano za pomocą metod spektrofotometrycznych, z użyciem moczu 

syntetycznego z czerwienią fenolową oraz ureazą z fasoli Canavalia ensiformis. 
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Typ inhibicji enzymu określono w badaniach kinetyki enzymatycznej, które 

wykonywane były za pomocą pomiaru uwalniania amoniaku metodą fenolowo-

podchlorynową, w układzie z szerokim zakresem stężeń mocznika, ureazą  

z fasoli oraz kwasem mlekowym, którego stężenia odpowiadały wartościom IC25, 

IC50 i IC75. Dokowanie in silico kwasu mlekowego, przeprowadzono  

w programie Autodoc 4.2.6 dla modelu 3D kwasu L(+) mlekowego i modelu 

struktury krystalograficznej ureazy Canavalia ensiformis. 

Wyniki tej części pracy zostały opublikowane w Publikacji 2. 

 

4. Ocena wpływu substancji zewnątrzkomórkowych Lactobacillus na krystalizację, 

adhezję bakterii i kryształów do nabłonka pęcherza moczowego oraz 

cytotoksyczność indukowaną szczepami P. mirabilis wobec komórek pęcherza 

moczowego. 

 

Wpływ substancji zewnątrzkomórkowych Lactobacillus na krystalizację, 

adhezję oraz cytotoksyczność oceniano z użyciem insertów z poliwęglanową 

membraną o średnicy porów 0,4 µm, która umożliwiała swobodną dyfuzję 

produktów przemiany materii Lactobacillus, jednocześnie zapobiegając 

mieszaniu się komórek bakteryjnych. Intensywność krystalizacji oceniano za 

pomocą analizy stężenia jonów Ca2+, Mg2+ z użyciem metody absorpcyjnej 

spektrometrii atomowej oraz obserwacji kryształów pod mikroskopem 

kontrastowo fazowym. Dodatkowo, oceniano stężenia uwalnianego amoniaku, 

metodą fenolowo-podchlorynową. Powyższe metody zostały użyte również do 

określenia wpływu substancji zewnątrzkomórkowych Lactobacillus na 

krystalizację związaną z nabłonkiem pęcherza moczowego (HCV-29), gdzie 

dodatkowo wykonano szerszą analizę mikroskopową, wykonując barwienia Von 

Kossa oraz obrazując zjawisko autofluorescencji kryształów z użyciem 

mikroskopii konfokalnej. Cytotoksyczność wobec komórek pęcherza 

moczowego indukowaną szczepami P. mirabilis oceniano za pomocą testów 

LDH oraz MTT. Wpływ substancji wydzielanych przez Lactobacillus na adhezję 

pałeczek P. mirabilis do komórek nabłonka pęcherza oceniano za pomocą 

wartości CFU/ml po lizie komórek eukariotycznych oraz metod 

mikroskopowych z użyciem fioletu krystalicznego. Oceniano również stężenie 
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kwasu L-mlekowego, D- mlekowego oraz bursztynowego przez L. jensenii oraz 

L. gasseri za pomocą metod spektrofotometrycznych, z użyciem zestawów 

komercyjnych.  

Wyniki tej części pracy zostały opublikowane w Publikacji 3.  

 

5. Ocena agregacji kryształów struwitu w obecności substancji 

zewnątrzkomórkowych Lactobacillus oraz rola w tym procesie substancji 

pochodzenia bakteryjnego.  

 

Wpływ wyizolowanych zewnątrzkomórkowych białek oraz cukrów  

L. jensenii oraz L. gasseri na agregację kryształów struwitu oceniano za pomocą 

pomiaru potencjału zeta oraz zliczeniu pól powierzchni otrzymanych agregatów 

z użyciem metod mikroskopowych. Białka izolowano za pomocą metody  

z siarczanu amonu, a polisacharydy wytrącano 96% etanolem. Kryształy struwitu 

otrzymywano metodą chemiczną, z użyciem 1,2 M NH3. 

Wyniki tego celu szczegółowego stanowią wyniki nieopublikowane, opisane  

w Rozdziale IV niniejszej rozprawy. 
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III. Publikacje stanowiące podstawę rozprawy doktorskiej  
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Szczerbiec D., Piechocka J., Głowacki R., Torzewska A. Organic acids secreted by 

Lactobacillus ssp. isolated from urine and their antimicrobial activity against 

uropathogenic Proteus mirabilis. Molecules. 2022, 27, 5557. 

doi:10.3390/molecules27175557 
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III.2. Publikacja 2 
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and urease suppresion ability of Lactobacillus inhibit the development of infectious 

urinary stones caused by Proteus mirabilis. Sci Rep. 2024, 14, 934.  
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III.3. Publikacja 3 
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From the Urinary Tract Microbiota Play a Protective Role against Proteus 

mirabilis Infections and Their Complications. Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 103.  
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IV. Wyniki nieopublikowane 

 

IV.1. Materiały i metody 

 

IV.1.1. Otrzymywanie supernatantów pohodowlanych Lactobacillus 

Badane szczepy L. jensenii oraz L. gasseri wyizolowane z dróg moczowych 

zdrowych ludzi, były hodowane na pożywce płynnej APT (BD Difco) w 37 °C przez 48 

godzin w inkubatorze z zawartością 5% CO2. Następnie hodowle bakteryjne były 

wirowane (3300 × g, 30 min, 4 °C). Otrzymane supernatanty były filtrowane przez filtr 

o średnicy porów 0,22 µm (Sartorious).  

 

IV.1.2. Izolacja zewnątrzkomórkowych białek oraz polisacharydów Lactobacillus 

Izolację polisacharydów przeprowadzono w oparciu o metodę Kwon i in. [139]. 

W celu izolacji polisacharydów z supernatantów Lactobacillus, których otrzymywanie 

opisano w rozdziale IV.1.1., dodawano 15% kwas trichlorooctowy (v/v), a następnie 

inkubowano próby 1 godzinę w 37 °C. W kolejnym etapie próby wirowano (10,000 × g, 

10 min, 4 °C) i dodawano 96% etanol na lodzie w stosunku 1:2, w celu wytrącenia 

polisacharydów Lactobacillus. Próby inkubowano 24 godziny w 4 °C i po tym czasie 

ponownie wirowano (10,000 × g, 20 min, 4 °C). Powstały osad rozcieńczano w wodzie 

destylowanej.  

Izolację białek przeprowadzono metodą z użyciem siarczanu amonu [140]. 

Supernatanty pohodowlane L. jensenii i L. gasseri otrzymywano w tych samych 

warunkach jak w przypadku izolacji cukrów. Do uzyskanych supernatantów dodawano 

siarczan amonu (80% nasycenia) i inkubowano przez noc w 4 °C. Następnie próby 

odwirowano (10,000 ×g, 20 min, , 4 °C) a powstały osad rozpuszczono w PBS. 

Uzyskane próby polisacharydów oraz białek dializowano odpowiednio, wobec 

wody destylowanej oraz wobec PBS, przez 4 dni w temperaturze 4 °C. Zawartość 

cukrów oznaczono metodą Dubois [141] a białek, metodą Lowry’ego [142]. Próby 

następnie liofilizowano przez noc (FreeZone Plus 6, Labconco).  
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IV.1.3. Otrzymywanie kryształów struwitu  

Mocz syntetyczny sporządzono według Griffith i in. [143] z pewnymi 

modyfikacjami. Mocz zawierał [g/l]: MgCl2 x 6H2O, 0,651; NaCl, 4,6; Na2SO4, 2,3; 

cytrynian sodu 0,65; szczawian sodu 0,02; KH2PO4, 2,8; KCl, 1,6; NH4Cl, 1,0; mocznik 

25,0; kreatynina, 1,1 oraz TSB, 10,0 (Sigma). Do moczu syntetycznego nie dodawano 

jonów wapnia, ponieważ na tym etapie badań oceniano jedynie agregację kryształów 

struwitu. Otrzymany mocz sterylizowano za pomocą filtrów strzykawkowych o średnicy 

porów 0,2 µm (Sartorious).  

Mocz syntetyczny doprowadzano do pH 8,5, za pomocą 1,2 M NH3, w ściśle 

kontrolowanych warunkach. Amoniak był dodawany do moczu w ilości około 8µl/  

1 min, co umożliwiało uzyskanie małych kryształów struwitu. W celu otrzymania 

jednorodnych kryształów mocz syntetyczny był dodatkowo mieszany (100 obr/min),  

z wykorzystaniem mieszadła magnetycznego w stałej temperaturze 37 °C (Edmund 

Bühler). 

Dodatkowo, sporządzono również roztwór moczu syntetycznego bez kryształów 

struwitu. W tym celu do moczu syntetycznego dodawano 1,2 M NH3 do pH 8,5, bez 

mieszania, natomiast nadal w stałej temperaturze 37 °C. Następnie otrzymany roztwór 

wirowano (3300 × g, 20 min). Osad zebrano, a supernatant wykorzystywano do dalszych 

etapów badań. Tak przygotowany roztwór syntetycznego moczu stanowił 

rozpuszczalnik kryształów struwitu, a sposób jego przygotowania nie dopuszczał do 

dalszego wzrostu kryształów w trakcie trwania doświadczenia. 

 

IV.1.4. Pomiar potencjału zeta kryształów struwitu 

Agregację kryształów regulują ładunki powierzchniowe, które określić można za 

pomocą potencjału zeta. Próby do pomiaru potencjału zeta stanowiły 4 ml moczu bez 

kryształów, 25 µl kryształów struwitu, których przygotowanie zostało opisane  

w Rozdziale IV.2.3. oraz zewnątrzkomórkowe białka i cukry otrzymane z supernatantów 

pohodowlanych szczepów L. jensenii i L. gasseri, których izolacja została opisana  

w Rozdziale IV.2.2. Białka oraz polisacharydy dodawano w takim samym stężeniu jakie 

wytwarzały szczepy Lactobacillus do podłoża. Do prób dodawano 100 µg/ml cukrów 

wyizolowanych z L. jensenii i L. gasseri oraz  6,5  mg/ml białek L. jensenii i 5 mg/ml  

L. gasseri. Kontrolę stanowiła próba bez białek oraz polisacharydów. Tak otrzymane 
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próby przed dodaniem do celek (A.P. Instruments) były poddane sonifikacji w łaźni 

wodnej z ultradźwiękami przez 3 minuty, w celu zapewnienia odpowiedniego 

rozproszenia cząstek. Wszystkie doświadczenia przeprowadzono w stałej  temperaturze 

37 °C oraz pH 8,5. Potencjał zeta mierzono za pomocą aparatu Zetasizer Nano-ZS 

(Malvern Instruments). Parametry ustawiono na temperaturę 37 °C oraz pH wynoszące 

8,5. Wykonano trzy niezależne pomiary tego doświadczenia.    

 

IV.1.5. Ocena pola powierzchni agregatów struwitu 

Wpływ białek oraz cukrów Lactobacillus na agregację kryształów struwitu 

oceniano również za pomocą obserwacji pod mikroskopem Olympus IX50. Na płytki ze 

szklanym dnem (Greiner) dodawano 990 µl moczu bez kryształów, 10 µl kryształów 

struwitu, których przygotowanie opisano w Rozdziale IV.2.3 oraz wyizolowane białka 

oraz cukry Lactobacillus, których izolacje opisano w Rozdziale IV.2.2. Kontrolę 

stanowiła próba bez dodatku białek oraz cukrów Lactobacillus. Obserwacje 

wykonywano niezwłocznie po naniesieniu prób na płytki. Pola powierzchni 

obserwowanych agregatów zliczano z 24 zdjęć pola widzenia mikroskopu, za pomocą 

oprogramowania Olympus cellSens Standard.  

 

IV.1.6. Analiza statystyczna 

Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o test t-studenta oraz test 

Kruskala-Wallisa. Przeprowadzono również analizę korelacji pomiędzy wynikami 

potencjału zeta a polami powierzchni agregatów. Do analizy statystycznej użyto 

oprogramowania TIBCO Software Inc. (2017) Statistica wersja 13. Wyniki uznano za 

istotnie statystycznie przy wartości p<0.05. Do wizualizacji wyników wykorzystano 

oprogramowanie GraphPad Prism w wersji 8 (GraphPad Software, USA).  
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IV.2. Wyniki 

 

IV.2.1. Wpływ zewnątrzkomórkowych białek oraz polisacharydów Lactobacillus na 

potencjał zeta kryształów struwitu 

Na agregację kryształów struwitu ma wpływ ładunek powierzchniowy i siły 

odpychania elektrostatycznego pomiędzy kryształami. Pomiar potencjału zeta 

umożliwia ich oznaczenie. Na jego wartość wpływa wiele czynników, m.in. temperatura 

oraz wartość pH, dlatego też, te wartości w badanych próbach podczas doświadczenia, 

były stale kontrolowane. Rycina 6 przedstawia wartości potencjału zeta otrzymane dla 

próby kontrolnej bez cukrów oraz białek Lactobacillus oraz dla prób badanych  

z wyizolowanymi cukrami i białkami L. jensenii i L. gasseri. Przyjmuje się, że im 

potencjał zeta bliższy wartości 0, tym większe agregaty tworzą się w badanej próbie. 

Wynika z tego, że w obecności polisacharydów L. jensenii, agregaty kryształów struwitu 

były istotnie większe w porównaniu do kontroli, moczu syntetycznego z zawieszonymi 

kryształami. Zeta potencjał dla próby z cukrami L. jensenii wynosił -9,885 mV ± 1,03, 

podczas gdy w kontroli, wartość ta wynosiła -13,894 mV ± 2,5 (Tabela 1). Nie 

zaobserwowano natomiast istotnych różnic pomiędzy wartościami potencjału zeta  

z użyciem białek badanych szczepów Lactobacillus oraz cukrów L. gasseri  

w porównaniu do kontroli. 

 

Tabela 1. Średnie pola powierzchni agregatów kryształów struwitu oraz wartości potencjału zeta 

w próbach badanych, z wyizolowanymi cukrami lub białkami Lactobacillus oraz w próbach 

kontrolnych.  

 

Próba Średnie pole powierzchni [µm2] Potencjał zeta [mV] 

Kontrola 604,544 ± 133 -13,894 ± 2,5 

Cukry L. jensenii 624,095 ± 167 -9,885 ± 1,03 

Cukry L. gasseri 549,87 ± 147 -13,629 ± 1,64 

Białka L. jensenii 677,40 ± 202 -11,723 ± 1,98 

Białka L. gasseri 543,16 ± 137 -14,257 ± 1,42 
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Rycina 6. Potencjał zeta agregatów kryształów struwitu [mV], w próbach badanych  

z wyizolowanymi cukrami oraz białkami L. jensenii i L. gasseri oraz w próbie kontrolnej. Wyniki 

przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe z trzech eksperymentów. *p < 0,05 dla 

wartości potencjału zeta w próbie kontrolnej w porównaniu do próby badanej z cukrami lub 

białkami Lactobacillus, test Kruskala-Wallisa. 

 

IV.2.2. Wielkość agregatów struwitu w obecności zewnątrzkomórkowych białek 

oraz polisacharydów Lactobacillus  

Analizę agregacji w próbach badanych oraz kontroli prowadzono również za 

pomocą obserwacji mikroskopowej i zliczaniu pól powierzchni agregatów za pomocą 

oprogramowania Olympus cellSens Standard. Przykładowe zdjęcie dla próby  

z dodatkiem wyizolowanych białek L. jensenii 22.2 i widocznymi agregatami kryształów 

struwitu przedstawia Rycina 7. Analizy statystyczne wykazały dodatnią korelację 

pomiędzy wartościami potencjału zeta a średnimi polami powierzchni agregatów Tabela 

1), co świadczy o tym, że wraz ze wzrostem potencjału zeta, rosło również pole 

powierzchni agregatu. Jednocześnie, nie wykazano istotnie statystycznych różnic 

pomiędzy średnią wielkością agregatów w badanych układach a kontrolą. Mimo tego, 

warto podkreślić, że w obecności cukrów oraz białek L. jensenii agregaty były większe 

w porównaniu do kontroli, podczas gdy w obecności białek oraz cukrów L. gasseri, 

agregaty były mniejsze. Ten etap badań wymaga jednak dalszych analiz, które jasno 

wskażą rolę i wpływ białek oraz cukrów Lactobacillus na proces agregacji kryształów 

struwitu.   
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Rycina 7. Przykładowe zdjęcie agregatów struwitu dla próby z dodatkiem 

zewnątrzkomórkowych białek L. jensenii. Wskaźnik skali odpowiada długości 50 µm. 

 

IV.3. Podsumowanie wyników stanowiących nieopublikowaną część pracy 

Agregacja kryształów stanowi kluczowy etap powstawania infekcyjnych kamieni 

moczowych. Proces ten zachodzi bardzo szybko i zależy od wielu czynników jak 

temperatura, pH i obecności innych substancji chemicznych. W celu dopełnienia wiedzy 

na temat składników zewnątrzkomórkowych Lactobacillus i ich wpływu na agregację 

kryształów, przeprowadzono analizy wpływu białek oraz cukrów tych drobnoustrojów 

na ten proces. Według danych literaturowych, substancje te mogą wpływać na potencjał 

zeta, poprzez tworzenie bardziej hydrofilowej powierzchni komórek bakteryjnych, co 

wpływa na procesy agregacji oraz adhezji [144]. Ten mechanizm jest omawiany głównie 

pod kątem wpływu na procesy autoagregacji drobnoustrojów komensalnych oraz 

koagregacji Lactobacillus z patogenami [72,144]. Jak wykazały wyniki tej części pracy 

doświadczalnej, w obecności cukrów L. jensenii tworzą się większe agregaty struwitu  

w porównaniu do kontroli, bez dodatku substancji zewnątrzkomórkowych Lactobacillus. 

Jednakże, nie potwierdziły tego wyniki otrzymane ze średnich pól powierzchni 

agregatów. Ten etap wymaga dalszych badań, które przede wszystkim scharakteryzują 

zewnątrzkomórkowe białka oraz polisacharydy wydzielane przez L. jensenii oraz L. 

gasseri oraz mechanizm ich działania w kontekście ich wpływu na agregację kryształów. 

Warto podkreślić, że polisacharydy wykazują duże zróżnicowanie w składzie 
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chemicznym, co może mieć wpływ na procesy agregowania kryształów struwitu. Wyniki 

tej części pracy sugerują, że skład polisacharydów szczepów L. jensenii oraz L. gasseri 

różnią się od siebie, co wpływa na intensywność agregacji. Jak wskazuje literatura, 

rzeczywiście polisacharydy wytwarzane przez Lactobacillus mogą różnić się pod kątem 

składu cukrów, w zależności od warunków środowiskowych czy dostępności substratów. 

Badania Giordani i in. [75] wskazały, że badany szczep L. crispatus zawierał więcej D-

mannozy i D-fukozy, z kolei szczep L. gasseri charakteryzował się większą zawartością 

D-glukozy. Jednakże, co istotne, były to szczepy Lactobacillus wyizolowane z dróg 

rodnych. Niewiele jest danych dotyczących białek oraz polisacharydów wytwarzanych 

przez szczepy Lactobacillus wyizolowanych z dróg moczowych.  
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V. Podsumowanie wyników i wnioski 

 

W toku badań eksperymentalnych wyizolowano 9 szczepów Lactobacillus  

(L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii oraz L. saermineri), należących do naturalnej 

mikrobioty dróg moczowych. Powyższe szczepy, wykazywały działanie 

przeciwbakteryjne, hamując wzrost patogenów P. mirabilis z różną intensywnością. 

Supernatanty niczym nietraktowane wykazywały najsilniejsze właściwości 

antagonistyczne wobec szczepów P. mirabilis, co wskazuje na kwasy organiczne jako 

główne substancje wydzielane przez Lactobacillus o charakterze antybakteryjnym. 

Analiza profilu wytwarzanych kwasów organicznych wykazała, że wszystkie badane 

szczepy Lactobacillus wydzielają kwas mlekowy oraz bursztynowy. Zidentyfikowano 

również szczepy wytwarzające kwas cytrynowy (L. crispatus 13.2, L. crispatus 40 oraz  

L. gasseri ATCC 33323). Badane kwasy organiczne hamowały wzrost bakterii oraz 

tworzenie biofilmu badanych szczepów P. mirabilis. Wraz ze wzrostem stężenia użytego 

kwasu, te właściwości były silniejsze. Ponadto, wyniki wykazały, że mechanizm 

działania badanych kwasów organicznych w kontekście ich antybakteryjnych 

właściwości wobec P. mirabilis, polega na przenikaniu przez ich błonę i zakłócaniu 

funkcji komórek. Powyższe wyniki, zawarte w publikacji 1, wskazują, że kwasy 

organiczne wydzielane przez Lactobacillus mają potencjał w zapobieganiu i leczeniu 

ZUM oraz mogą mieć wpływ na choroby związane z infekcjami dróg moczowych, jak 

rozwój infekcyjnych kamieni moczowych.   

Wybrane szczepy Lactobacillus (L. crispatus 1.2, L. crispatus 4, L. jensenii 22.2 

oraz L. gasseri 35.3) hamowały krystalizację mineralnych składników moczu  

w obecności badanych szczepów P. mirabilis. Wskazywały na to niższe stężenia wapnia 

i magnezu, pierwiastków budujących kryształy apatytu i struwitu, w obecności szczepów 

Lactobacillus, w szczególności L. gasseri 35.3, w porównaniu do kontroli bez ich 

dodatku. Obserwacje pod mikroskopem kontrastowo-fazowym potwierdziły te wyniki. 

Kryształy struwitu i apatytu w obecności szczepów Lactobacillus były mniejsze niż te 

obserwowane w kontroli, bądź nie było ich wcale. Wartości pH, stężenia amoniaku oraz 

żywotności bakterii P. mirabilis w próbach w obecności szczepów Lactobacillus, 

również były niższe w porównaniu do kontroli. Spośród badanych szczepów 

Lactobacillus, L. gasseri 35.3 charakteryzował się najsilniejszymi zdolnościami 
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hamującymi krystalizację, w przeciwieństwie do szczepu L. jensenii 22.2. Wyniki tej 

części pracy, opublikowane w publikacji 2, dowodzą, że szczepy Lactobacillus mają 

predyspozycje do hamowania procesu krystalizacji składników moczu indukowanych 

szczepami P. mirabilis i ma to związek z ich właściwościami przeciwbakteryjnymi na 

co wskazuje spadek żywotności badanych uropatogenów.  

Kolejny mechanizm związany z hamowaniem tworzenia infekcyjnych kamieni 

moczowych powiązany jest z wpływem wytwarzanego przez szczepy Lactobacillus 

kwasu mlekowego na aktywność ureazy. Wyniki kinetyki reakcji enzymatycznej, 

opublikowane w publikacji 2, wykazały, że kwas mlekowy hamuje aktywność ureazy 

poprzez oddziaływania kompetycyjne z centrum aktywnym enzymu. Badania in silico 

potwierdziły te oddziaływania, a ponadto wykazały prawie dwukrotnie silniejsze 

oddziaływanie kwasu L-mlekowego z enzymem niż mocznik. Wyniki tej części pracy 

sugerują, że to składniki zewnątrzkomórkowe Lactobacillus, głównie kwas mlekowy 

wpływa na proces krystalizacji, a hamowanie aktywności ureazy to jeden  

z mechanizmów ich działania na ten proces, który może zachodzić jednocześnie  

z pozostałymi, jak na przykład działaniem antybakteryjnym Lactobacillus wobec 

patogenów. 

Do dalszej analizy wpływu substancji zewnątrzkomórkowych Lactobacillus, 

wybrano dwa szczepy, L. gasseri 35.3 oraz L. jensenii 22.2, różniące się od siebie 

zdolnością hamowania krystalizacji oraz działaniem przeciwbakteryjnym wobec 

badanych szczepów P. mirabilis. Wyniki opublikowane w publikacji 3, wykazały, że 

substancje wydzielane przez L. gasseri 35.3 hamują adhezję badanych szczepów  

P. mirabilis KP i 5628 do nabłonka pęcherza moczowego nawet do 70%. Dodatkowo, 

substancje zewnątrzkomórkowe Lactobacillus, głównie L. gasseri 35.3 hamują 

cytotoksyczność wobec komórek HCV-29, indukowaną szczepami P. mirabilis. 

Ponadto, mają one również wpływ na krystalizację składników moczu indukowaną 

szczepami P. mirabilis. L. gasseri 35.3 hamował ten proces intensywniej niż L. jensenii 

22.2 zarówno w układzie bez nabłonka dróg moczowych jak i w obecności komórek 

pęcherza moczowego. W tym etapie badań dowiedziono, że L. gasseri 35.3 wyróżnia się 

wytwarzaniem wysokich stężeń kwasu L-mlekowego, który jak wykazano we 

wcześniejszych doświadczeniach ma właściwości hamujące aktywność ureazy.  

W toku badań wykazano również, że składniki zewnątrzkomórkowe, głównie 

polisacharydy wytwarzane przez badany szczep L. jensenii 22.2 wpływają na proces 
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agregacji struwitu, czyli łączenia się małych kryształów struwitu w większe aglomeraty. 

Potencjał zeta kryształów struwitu w obecności cukrów L. jensenii wzrasta, 

powodując powstawanie większych agregatów kryształów struwitu w porównaniu do 

kontroli, bez dodatku polisacharydów tego szczepu. 

 

 

Wnioski końcowe 

 

1. Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus, należące do naturalnej mikrobioty dróg 

moczowych mają wpływ na patogenność P. mirabilis poprzez działanie 

antybakteryjne, hamowanie tworzenia biofilmu do powierzchni abiotycznych, 

hamowanie adhezji oraz cytotoksyczności wobec komórek pęcherza moczowego. 

 

2. Badane szczepy Lactobacillus hamują krystalizację składników moczu, co jest 

pierwszym etapem tworzenia infekcyjnych kamieni moczowych. Dowiedziono, że 

za ten efekt odpowiadają substancje zewnątrzkomórkowe, głównie kwas  

L-mlekowy, a mechanizm związany jest z właściwościami antybakteryjnymi oraz 

hamowaniem aktywności ureazy. 

 

3. Substancje zewnątrzkomórkowe Lactobacillus mają wpływ na agregację kryształów 

struwitu. Jak wykazały wyniki, polisacharydy szczepu L. jensenii mogą wzmagać ten 

proces poprzez tworzenie większych agregatów. 

 

4. W świetle powyższych wyników można uznać szczepy Lactobacillus oraz 

wytwarzany przez nie kwas L-mlekowy jako potencjalny środek mogący  

w przyszłości wspomagać leczenie ZUM oraz infekcyjnej kamicy moczowej lub być 

skutecznym środkiem prewencji tych chorób. 
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VI. Dyskusja 

 

Zakażenie dróg moczowych to jedna z najczęstszych chorób zakaźnych 

występujących u ludzi, tuż po infekcjach górnych dróg oddechowych. Szacuje się, że 

ponad 50 % kobiet oraz 12 % mężczyzn zachoruje na ZUM chociaż raz w swoim życiu. 

[145,146]. Standardowo leczenie powikłanych jak i niepowikłanych ZUM jest leczeniem 

empirycznym i rozpoczyna się od antybiotykoterapii. Jednakże, warto podkreślić, że 

nieodpowiedzialne stosowanie antybiotyków prowadzi do pojawiania się szczepów 

opornych, a trend ten wzrasta z roku na rok. Dane literaturowe podkreślają, że obecnie 

nawet 10-80% uropatogenów jest opornych na fluorochinolony, 10-70% na 

cefalosporyny trzeciej generacji a 5-35% na karbapenemy [5]. Co więcej, stosowanie 

antybiotyków prowadzić może do dysbiozy składu urobiomu, co paradoksalnie pogłębia 

problem nawracających infekcji dróg moczowych. Nieskuteczna terapia bądź brak 

jakichkolwiek metod leczenia infekcji układu moczowego, może prowadzić do ciężkich 

powikłań zdrowotnych jak rozwój zapalenia gruczołu krokowego u mężczyzn, sepsa czy 

rozwój infekcyjnych kamieni moczowych [147,148]. Wskazuje się, że ze względu na 

wysoką aktywność ureazy szczepów P. mirabilis, są one jednym z najczęstszych 

patogenów związanych z powstawaniem infekcyjnych kamieni moczowych. 

W rozwoju ZUM kluczową rolę odgrywa naturalna mikrobiota tego środowiska, 

która w ostatnim czasie stanowi temat badań wielu doniesień naukowych. Obecnie, 

skuteczne metody diagnostyczne umożliwiają izolację mikroorganizmów stanowiących 

komensalną mikrobiotę dróg moczowych co prowadzi do pogłębiania wiedzy na temat 

interakcji tych drobnoustrojów z patogenami. Jednakże wciąż brakuje informacji 

dotyczących wpływu naturalnej mikrobioty dróg moczowych na infekcje układu 

moczowego wywołane pałeczkami P. mirabilis oraz na powikłania, do których 

prowadzą, jak rozwój infekcyjnej kamicy moczowej. Dlatego też, w ramach pierwszego 

etapu niniejszej rozprawy doktorskiej, dokonano oceny właściwości antybakteryjnych 

szczepów Lactobacillus izolowanych z dróg moczowych wobec P. mirabilis oraz  

scharakteryzowano substancje wydzielane przez pałeczki kwasu mlekowego, 

jednocześnie określając ich mechanizm działania na uropatogenne P. mirabilis 

(Publikacja 1).  
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Szczepy Lactobacillus należące do gatunków L. crispatus, L. saerimneri,  

L. gasseri oraz L. jensenii, wyizolowane zostały z moczu zdrowych ludzi. Jak wskazują 

dane literaturowe, są to jedne z najczęściej izolowanych gatunków bakterii tego 

środowiska wśród rodzaju Lactobacillus [60,61]. Mimo wielu doniesień naukowych 

dotyczących działania przeciwbakteryjnego Lactobacillus wobec patogenów, większość 

prac naukowych dotyczy szczepów wyizolowanych z żywności lub dróg rodnych kobiet 

[149–151]. Właściwości przeciwbakteryjne Lactobacillus zostały już wykazane wobec 

uropatogennych szczepów P. mirabilis [152,153], niemniej jednak, nie dotyczą one 

mikrobioty komensalnej dróg moczowych i wskazuje na brak wystarczających 

informacji na temat interakcji między bakteriami w tym środowisku. Wyniki tej 

rozprawy doktorskiej wykazały, że badane szczepy Lactobacillus hamują wzrost 

szczepów P. mirabilis, izolowanych z kamieni moczowych lub z moczu ze 

współistniejącą kamicą. Głównymi substancjami zewnątrzkomórkowymi 

produkowanymi przez drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus są kwasy organiczne, 

nadtlenek wodoru oraz bakteriocyny [154]. W niniejszej pracy wykazano, że to głównie 

kwasy organiczne hamują wzrost badanych szczepów Proteus, a analizy 

chromatograficzne wskazały, że wszystkie badane szczepy produkują kwas mlekowy 

oraz bursztynowy, a jedynie kilka z nich kwas cytrynowy. Rodzaj wytwarzanego kwasu 

oraz jego stężenie jest zależne od gatunku a nawet szczepu bakterii, ale również od 

innych czynników jak pH, temperatury czy użytego podłoża. Wskazuje się, że pałeczki 

kwasu mlekowego produkują głównie kwas mlekowy, octowy, bursztynowy, 

cytrynowy, mrówkowy oraz propionowy, jednakże to kwas mlekowy jest dominującym 

kwasem wytwarzanym przez te bakterie w najwyższych stężeniach [155]. Kwasy 

organiczne wytwarzane przez Lactobacillus, obniżają pH danego środowiska, tworząc 

je silnie kwasowym, co ogranicza wzrost bakterii patogennych a tym samym stanowi 

jeden z mechanizmów tych drobnoustrojów, zapewnianiający homeostazę w środowisku 

pochwy lub w drogach moczowych. Zdecydowana większość prac naukowych 

koncentruje się na charakterystyce kwasów organicznych produkowanych przez 

Lactobacillus w drogach rodnych, szczególnie na kwasie mlekowym, dlatego też wyniki 

niniejszej pracy stanowią istotny element uzupełniający wiedzę na ten temat. Badania 

Chung i in. [156] wykazały, że izolaty Lacticaseibacillus rhamnosus (dawniej 

Lactobacillus rhamnosus) z pochwy, wytwarzają kwas mlekowy, cytrynowy oraz 

mrówkowy, z czego to kwas mlekowy był produkowany w najwyższych stężeniach. 

Podobne wyniki uzyskano w niniejszej pracy. Badane szczepy Lactobacillus 
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produkowały kwas mlekowy w stężeniach od 7,59 mmol do 25,09 mmol. Jest to podobne 

stężenie, które występuje w pochwie (średnio 20 mmol) [157] z kolei w drogach 

moczowych stężenie kwasu mlekowego jest już zdecydowanie niższe i wynosi od 0,6 

mmol do 2 mmol [158]. Warto jednak podkreślić, że zagadnienia związane z analizą 

profilu kwasów organicznych w drogach rodnych oraz moczowych nadal nie są w pełni 

scharakteryzowane a aspekt ten wymaga dalszej analizy i może przynieść wiele 

informacji na temat ich dobroczynnego wpływu na układ moczowo-płciowy. 

W toku badań wykazano również, że badane kwasy organiczne hamują wzrost  

P. mirabilis oraz tworzenie biofilmu przez te patogeny a efekt ten jest zależny od stężenia 

i rodzaju użytego kwasu. Kwas cytrynowy hamował wzrost oraz tworzenie biofilmu  

P. mirabilis najefektywniej. Podobne wyniki otrzymał zespół Amrutha i in. [159] który 

wykazał, że  spośród kwasów: octowego, cytrynowego oraz mlekowego, to te dwa 

ostatnie hamują tworzenie biofilmu E. coli i Salmonella spp. najintensywniej. 

Właściwości hamujące różnych kwasów organicznych zostały wykazane wobec 

biofilmów tworzonych przez wiele patogenów m.in. E. coli, L. monocytogenes [159],  

w tym też uropatogenów, np. P. mirabilis [102]. Powszechnym zjawiskiem jest 

tworzenie przez patogeny biofilmów na cewnikach, co chroni drobnoustroje przed 

odpowiedzią immunologiczną gospodarza oraz działaniem antybiotyków. Wyjątkowo 

niebezpieczny wydaje się być fakt tworzenia biofilmów krystalicznych przez  

P. mirabilis, które mogą prowadzić do inkrustacji a w konsekwencji do zablokowania 

cewników [160].  

Mechanizmy działania kwasów organicznych na bakterie obejmują zwiększanie 

wewnątrzkomórkowego ciśnienia osmotycznego, zwiększanie przepuszczalności 

bakteryjnej błony zewnętrznej, hamowanie syntezy różnych biomolekuł czy 

zakwaszanie cytoplazmy [97]. Mechanizm ten potwierdzono w tej pracy doktorskiej, 

gdyż wskazano, że kwas cytrynowy, mlekowy oraz bursztynowy wnikają przez błonę 

komórkową P. mirabilis i zaburzają ich funkcję komórkowe. Podobne wyniki, działania 

kwasów organicznych na błonę komórkową bakterii wykazały m.in. badania zespołu Ji 

i in. [97] którzy wykazali, że kwas octowy, mlekowy, masłowy, cytrynowy  

i jabłkowy uszkadzają błonę komórkową E. coli oraz hamują tworzenie biofilmu przez 

ten patogen.  
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Wyniki tej części pracy wskazują, że działanie drobnoustrojów z rodzaju 

Lactobacillus  na patogeny jest złożone i jednym z mechanizmów ich działania jest 

wydzielanie kwasów organicznych, które uszkadzają błonę komórkową uropatogenów, 

prowadząc do ich śmierci. Ten etap umożliwił poznanie i zrozumienie interakcji jakie 

zachodzą w drogach moczowych pomiędzy drobnoustrojami komensalnymi  

a patogenami. Wyniki tego etapu, stanowią punkt wyjścia do dalszych rozważań, przede 

wszystkim analiz związanych z działaniem szczepów Lactobacillus na rozwój 

infekcyjnych kamieni moczowych spowodowanych infekcjami P. mirabilis. 

P. mirabilis, patogen dróg moczowych, charakteryzuje się wysoką aktywnością 

ureazy co czyni go drobnoustrojem zaangażowanym w procesy tworzenia infekcyjnych 

kamieni moczowych. Stąd też, w ramach drugiego etapu badań dokonano oceny wpływu 

badanych szczepów Lactobacillus na tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych 

(Publikacja 2). Do badań wybrano szczepy Lactobacillus, które najefektywniej 

hamowały krystalizację składników moczu indukowaną przez P. mirabilis: L. crispatus 

1.2, L. crispatus 4, L. gasseri 35.3 oraz szczep L. jensenii 22.2, który wykazywał słabsze 

właściwości hamujące proces krystalizacji.  Podobnie, do tego etapu wykorzystano 

cztery szczepy P. mirabilis. P. mirabilis KP i K8/MC, w których obecności, krystalizacja 

była najintensywniejsza, oraz P. mirabilis 5628 i 608/221, które wykazywały słabsze 

zdolności krystalizacji mineralnych składników moczu. Wyniki wykazały, że badane 

szczepy L. crispatus, L. jensenii i L. gasseri hamują proces krystalizacji w obecności 

badanych szczepów P. mirabilis, z różną intensywnością. L. gasseri wyróżniał się 

spośród pozostałych jako szczep, w obecności którego zawartość jonów wapnia oraz 

magnezu, pH, wytwarzanie amoniaku było najniższe. Zdjęcia z mikroskopu 

kontrastowo-fazowego również wykazały, że w jego obecności, po 6 godzinach 

inkubacji ze szczepami P. mirabilis, kryształy struwitu i apatytu były mniejsze  

w porównaniu do kontroli lub nie było ich wcale. Nie ma wielu danych literaturowych 

dotyczących wpływu drobnoustrojów z rodzaju Lactobacillus na tworzenie infekcyjnych 

kamieni moczowych, stąd też wyniki tej pracy uzupełniają wiedzę na ten temat. 

Wcześniejsze wyniki dotyczące wpływu Lactobacillus na krystalizację, dały odmienne 

rezultaty [149]. Badania wykazały, że szczepy Lactobacillus izolowane z żywności 

mogą nasilać procesy krystalizacji. W próbach w obecności L. brevis oraz  

L. plantarum kryształy stuwitu były większe w porównaniu do kontroli, z czystą 

hodowlą P. mirabilis w moczu syntetycznym. Porównując te wyniki do wyników 
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uzyskanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, można przypuszczać, że szczepy 

Lactobacillus wyizolowane z dróg moczowych mają pewne specyficzne cechy, które 

warunkują im właściwości antagonistyczne wobec uropatogenów, co ma również wpływ 

na rozwój chorób związanych z tym układem. Rzeczywiście, drobnoustroje tego samego 

gatunku lub rodzaju mogą się od siebie znacznie różnić w zależności od miejsca 

bytowania. Badania Petrova i in. [161] pokazały, że Lactobacillus posiadają zdolności 

adaptacyjne, umożliwiające bytowanie w różnych  środowiskach jak jelita czy układ 

moczowo-płciowy. W powyższych badaniach w izolatach Lactobacillus z pochwy 

zidentyfikowano locus spaCBA, odpowiadający za skuteczną adhezję bakterii do 

nabłonka jelitowego za pomocą fimbrii, z kolei nie wykryto go w izolatach z produktów 

mlecznych oraz z cewki moczowej. 

Jednym ze wskazanych mechanizmów działania Lactobacillus na P. mirabilis 

jest ich działanie przeciwbakteryjne. Właściwości te, mogą również wpływać na 

powstawanie kamieni moczowych, poprzez hamowanie żywotności patogenów, co 

wykazano w niniejszej pracy. Jednakże, wyniki tej części pracy wskazały na jeszcze 

jeden mechanizm działania szczepów Lactobacillus. Badania kinetyki reakcji 

enzymatycznej oraz badania in silico, wykazały, że kwas L-mlekowy produkowany 

przez szczepy Lactobacillus ma wpływ na aktywność ureazy poprzez oddziaływania 

kompetycyjne z centrum aktywnym ureazy, enzymu niezbędnego w procesie tworzenia 

infekcyjnych kamieni moczowych. Stanowi to pierwsze doniesienie naukowe 

wykazujące hamowanie aktywności ureazy przez wspomniany kwas mlekowy. 

Poszukiwanie skutecznych i bezpiecznych inhibitorów ureazy jest celem wielu autorów 

prac naukowych. Obecna terapia leczenia infekcyjnych kamieni moczowych, oprócz 

antybiotykoterapii oraz chirurgicznych metod usuwania kamieni, opiera się również na 

zakwaszaniu moczu lub stosowaniu inhibitorów ureazy, najczęściej kwasu 

acetohydroksamowego (AHA). AHA zmniejsza wzrost kamieni oraz częstość nawrotów 

tej choroby. Wykazuje działanie synergistyczne wraz z antybiotykami. Jednakże, 

mnogość efektów ubocznych, stanowi zagrożenie w skutecznym i bezpiecznym 

stosowaniu tego środka. Wskazuje się, że nawet 30% pacjentów przyjmujących ten 

środek, odczuwa efekty uboczne takie jak: drżenie, ból głowy, objawy żołądkowo-

jelitowe. Dodatkowo, u 3-15% pacjentów pojawić się może niedokrwistość 

hemolityczna [162]. Stąd też, niezbędne wydaje się odkrycie bezpiecznego środka, 

hamującego aktywność ureazy, będącego alternatywą dla obecnie stosowanego kwasu 
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acetohydroksamowego. Wydaje się to być również priorytetem dla badaczy, stąd też 

wiele prac naukowych skupia się na tym zagadnieniu. Milo i in. [163] wykazali 

oddziaływania konkurencyjne substancji niskocząsteczkowej 2-MA z ureazą  

w badaniach kinetycznych oraz analizach dokowania in silico, co jak podkreślili autorzy 

mogłoby zapobiegać inkrustacji i blokowaniu cewników moczowych. Z kolei Li i in. 

[164] dowiedli, że pochodne związki tiomocznika hamują aktywność ureazy 

Helicobacter pylori, przy stężeniach niższych niż stosowany klinicznie kwas AHA. 

Mimo wszystko, badania dotyczące cytotoksyczności potencjalnych inhibitorów wobec 

komórek eukariotycznych w celu oceny ich bezpieczeństwa oraz badania analizujące ich 

skuteczność w warunkach in vivo, muszą stanowić kolejnym kluczowy etap badań, 

podobnie jak badania dotyczące kwasu L-mlekowego jako inhibitora ureazy P. mirabilis 

i jego roli w tworzeniu infekcyjnych kamieni moczowych.  

Biorąc pod uwagę powyższe wyniki, w kolejnym etapie oceniono wpływ 

substancji zewnątrzkomórkowych Lactobacillus na krystalizację składników moczu 

oraz patogenność P. mirabilis (Publikacja 3). Do tego zadania badawczego wybrano dwa 

szczepy Lactobacillus. L. gasseri jako szczep, który hamował krystalizację 

najintensywniej oraz L. jensenii który wykazywał najsłabsze właściwości hamujące ten 

proces. Do doświadczeń wykorzystano system insertów o średnicy porów 0,4 µm które 

umożliwiły swobodną dyfuzję produktów przemiany materii Lactobacillus, 

jednocześnie zapobiegając mieszaniu się komórek. W toku analiz, badano wpływ 

substancji wydzielanych przez  Lactobacillus na krystalizację, adhezję bakterii  

i kryształów do nabłonka pęcherza moczowego oraz cytotoksyczność indukowaną 

szczepami P. mirabilis wobec komórek pęcherza moczowego.  

Tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych rozpoczyna się od adhezji bakterii 

do nabłonka dróg moczowych. Patogeny P. mirabilis charakteryzują się wysokimi 

zdolnościami adhezyjnymi zarówno do nabłonka dróg moczowych jak i powierzchni 

abiotycznych, które zapewniają im adhezyny oraz fimbrie [8]. W czasie badań 

wykazano, że substancje zewnątrzkomórkowe L. gasseri istotnie hamują adhezję 

szczepów P. mirabilis KP i 5628 do nabłonka pęcherza moczowego. Podobne wyniki 

wykazały analizy zespołu Osset i in. [107], którzy wykazali, że hamowanie adhezji wielu 

uropatogenów, w tym P. mirabilis do komórek nabłonka pochwy jest zależne od szczepu 

Lactobacillus. Różne szczepy Lactobacillus hamowały adhezję tych pałeczek do 

komórek eukariotycznych do nawet 83,2%.  
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Substancje zewnątrzkomórkowe Lactobacillus, a w szczególności substancje 

wytwarzane przez szczep L. gasseri, hamują również cytotoksyczność wobec komórek 

pęcherza moczowego indukowaną szczepami P. mirabilis, nawet do 35% w obecności 

szczepu P. mirabilis 5628. Zespół Banerjee i in. [165] przedstawił podobne wyniki. 

Zarówno szczep bakteryjny Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B-30892, jak  

i supernatant bezkomórkowy, hamowały cytotoksyczność Clostridium difficile  

w stosunku do komórek Caco-2. Autorzy tej pracy sugerują, że badany szczep 

Lactobacillus hamuje cytotoksyczność poprzez inaktywację toksyn C. difficile. Z kolei 

badania Maudsotter i in. [166] pokazały, że kwas mlekowy produkowany przez 

Lactobacillus obniża cytotoksyczność wobec komórek nabłonkowych gardła 

indukowaną paciorkowcami grupy A, poprzez degradację kwasu lipotejchojowego tych 

bakterii. Podsumowując wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie oraz wyniki innych 

autorów, pałeczki kwasu mlekowego oraz wytwarzany przez nie kwas mlekowy mogą 

hamować cytotoksyczność indukowaną wieloma patogenami wobec komórek 

eukariotycznych za pomocą wielu mechanizmów działania.  

Wyniki niniejszej dysertacji przyniosły również wiele informacji na temat 

wpływu substancji zewnątrzkomórkowych na krystalizację indukowaną szczepami  

P. mirabilis. L. gasseri intensywnie hamował te procesy , w przeciwieństwie do szczepu 

L. jensenii, który wykazywał słabsze właściwości inhibujące ten proces. Potwierdziły to 

badania oceny ilości wytwarzania amoniaku, zawartości jonów Ca2+ i Mg2+ oraz 

obrazowanie mikroskopowe, gdzie w obecności substancji zewnątrzkomórkowych  

L. gasseri nie obserwowano kryształów struwitu, w porównaniu do kontroli, gdzie 

osiągały wielkość nawet 150 µm. Podobne wyniki zaobserwowano w przypadku badania 

krystalizacji związanej z nabłonkiem, z wykorzystaniem linii komórkowej pęcherza 

moczowego. L. gasseri hamował krystalizację związaną z nabłonkiem intensywniej niż 

L. jensenii, a w jego obecności obserwowano niższą zawartość jonów budujących 

kryształy apatytu oraz niższe stężenie wytwarzanego amoniaku. Dobrze zobrazowały to 

barwienia wykonane podczas tego zadania badawczego. Szczególnie w układzie ze 

szczepem P. mirabilis 5628 oraz substancjami zewnątrzkomórkowymi L. gasseri 

obserwowano mniej złogów wapnia wewnątrz komórek eukariotycznych jak i na 

zewnątrz, natomiast w obrazowaniu konfokalnym w ogóle nie obserwowano kryształów 

w tym układzie badawczym. Wyniki tej części pracy przyniosły wiele informacji, przede 

wszystkim wykazały, że substancje zewnątrzkomórkowe Lactobacillus, mogą hamować 
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adhezję, cytotoksyczność komórek pęcherza moczowego oraz krystalizację indukowaną 

szczepami P. mirabilis. 

W pierwszych etapach badań niniejszej rozprawy scharakteryzowano, że 

głównymi substancjami wydzielanymi przez Lactobacillus, o charakterze 

przeciwbakteryjnym wobec P. mirabilis są kwasy organiczne. W kolejnych etapach 

badań, dodatkowo wykazano, że kwas L-mlekowy może hamować aktywność 

kluczowego enzymu P. mirabilis- ureazy. Stąd też, w ramach dalszych doświadczeń 

oznaczono zawartość L i D kwasu mlekowego oraz kwasu bursztynowego 

wytwarzanych przez badane szczepy L. jensenii oraz L. gasseri. Kwas mlekowy może 

być produkowany w postaci dwóch izomerów: kwasu L-mlekowego oraz D-mlekowego. 

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus mogą wytwarzać oba izomery tego kwasu [167]. 

Jednakże badania Witkin i in. [168] wykazały, że stężenie kwasu L-mlekowego oraz  

D-mlekowego w pochwie kobiet zdominowanej przez L. gasseri jest wyższe  

w porównaniu do stężenia tych kwasów w pochwie zdominowanej przez inne gatunki  

jak L. crispatus lub L. jensenii i wynosiło 2,92 mM dla kwasu D-mlekowego oraz 2,23 

mM dla kwasu L-mlekowego. Dla porównania, w pochwie kobiet z dominującym 

gatunkiem L. jensenii wartości te wynosiły 0,45 mM dla kwasu D-mlekowego oraz 0,85 

mM dla kwasu L-mlekowego. Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej są 

podobne, jednakże stężenia kwasów wytwarzanych przez szczepy Lactobacillus 

znacznie wyższe. Tutaj również szczep L. gasseri wyróżniał się wytwarzaniem wysokich 

stężeń kwasu L-mlekowego (średnio w 6 godzinie 17,47 mM), z kolei stężenia kwasu 

D-mlekowego były znacznie niższe (średnio w 6 godzinie 3,0 mM). Z kolei, L. jensenii 

wytwarzał wysokie stężenia kwasu bursztynowego (średnio w 6 godzinie 3,5 mM) oraz 

wyższe stężenia kwasu D-mlekowego (średnio w 6 godzinie 3,6 mM) niż kwasu  

L-mlekowego, którego stężenie w 6 godzinie wynosiło średnio 0,6 mM. 

L. gasseri 35.3 wyróżniał się na tle innych badanych szczepów Lactobacillus 

najsilniejszymi właściwościami hamowania krystalizacji, adhezji czy cytotoksyczności 

komórek eukariotycznych indukowanych P. mirabilis. Co istotne, cechuje go również 

zdolność do produkowania wysokich stężeń kwasu L-mlekowego w środowisku moczu 

syntetycznego. Wskazuje to, że kwas L-mlekowy może odpowiadać za te właściwości, 

poprzez hamowanie aktywności ureazy. Co ciekawe, zespół badawczy Witkin i in. [168], 

wskazał, że to głównie izomer D kwasu mlekowego świadczy o zdrowiu dróg rodnych 
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kobiet. Autorzy pracy zasugerowali, że kobiety w których pochwie dominuje L. insers, 

produkujący głównie kwas L-mlekowy, są bardziej podatne na infekcje tego układu.  

Zazwyczaj powstałe w procesie krystalizacji kryształy struwitu i apatytu są na 

tyle małe, że z łatwością zostają wypłukiwane wraz z moczem, nie uszkadzając przy tym 

komórek nabłonka dróg moczowych. Sam proces powstawania kryształów struwitu  

i apatytu nie wystarczy, aby w warunkach fizjologicznych utworzyły się kamienie 

moczowe. W kolejnym etapie musi zajść ich agregacja, czyli inaczej łączenie się wielu 

kryształów w większy aglomerat co prowadzi do tworzenia się kamienia i jego 

zatrzymywania w drogach moczowych. Etap ten jest kluczowy oraz zachodzi niezwykle 

szybko [169]. Stąd też, w kolejnym etapie, który stanowi część wyników 

nieopublikowanych niniejszej rozprawy, oceniano wpływ substancji 

zewnątrzkomórkowych L. jensenii oraz L. gasseri na agregację kryształów struwitu. 

Według danych literaturowych, polisacharydy oraz białka Lactobacillus, mogą wpływać 

na ładunek komórkowy, hydrofobowość komórki [144] oraz mają zdolność do wiązania 

jonów wapnia oraz magnezu [170], co może mieć wpływ na procesy krystalizacji oraz 

agregacji kryształów. Wyniki niniejszej pracy wykazały, że w obecności polisacharydów 

wyizolowanych ze szczepu L. jensenii, rzeczywiście tworzą się większe agregaty 

kryształów struwitu w porównaniu do kontroli, bez ich dodatku. Potwierdził to pomiar 

potencjału zeta, który wykazał, że układ koloidalny w obecności cukrów L. jensenii jest 

mniej stabilny, a kryształy struwitu w nim obecne mają większą tendencję do agregacji 

i tworzenia większych agregatów w porównaniu do kontroli. Kryształy struwitu 

otrzymywane w tym etapie badań zostały uzyskane za pomocą metody chemicznej,  

z użyciem amoniaku, co eliminowało wykorzystanie drobnoustrojów P. mirabilis, które 

również mają wpływ na proces agregacji. Pałeczki P. mirabilis, mogą agregować  

z kryształami i wbudowywać się w strukturę kamienia moczowego. Umożliwia to 

skuteczną ochronę patogenów przed odpowiedzią immunologiczną gospodarza oraz 

antybiotykami, jednocześnie umożliwiając dostęp do składników odżywczych [33]. 

Bakterie mogą również służyć jako miejsca przylegania kryształów i w ten sposób 

intensyfikować agregację [32]. Substancje pochodzenia bakteryjnego P. mirabilis jak 

polisacharydy czy białka również mają wpływ na procesy agregacji. Badania Prywer  

i in. [171] wskazały, że lipopolisacharyd P. mirabilis nasila agregację kryształów 

apatytu. Z kolei późniejsze badania Prywer i in. [34] wykazały, że intensywność 

agregacji jest zależna od stężenia LPS P. mirabilis. Wyniki tej pracy wykazały, że 
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stężenia, które odpowiadają stężeniom wykazywanym podczas infekcji bakteryjnych 

dróg moczowych przez P. mirabilis zwiększają agregację kryształów apatytu. 

Tymczasem, wyższe stężenia LPS (360 µg/ml, 440 µg/ml) hamowały tworzenie 

agregatów. Zaproponowany przez powyższych autorów mechanizm hamowania 

agregacji przez LPS sugeruje, że wysokie stężenia lipopolisacharydu, zbudowanego  

z lipidów oraz długich łańcuchów polisacharydów, pokrywają kryształy apatytu, co 

hamuje tworzenie większych agregatów. Podobny mechanizm wykazali Ou i in. [172] 

badając polisacharyd- heparynę na agregację kryształów szczawianów wapnia. W toku 

badań dowiedziono, że heparyna może być adsorbowana na powierzchni kryształów 

szczawianów wapnia, co prowadzi do wzrostu wartości potencjału zeta a tym samym 

wzrostu sił odpychania elektrostatycznego pomiędzy nimi. Prowadzi to do zmniejszonej 

podatności do agregowania kryształów. Wyniki tego etapu badań wskazują, że składniki 

zewnątrzkomórkowe Lactobacillus mogą mieć wpływ na proces agregacji kryształów 

struwitu. W kolejnych etapach warto byłoby dokładnie scharakteryzować różnice  

w składzie polisacharydów wytwarzanych przez oba badane szczepy, L. jensenii oraz  

L. gasseri oraz wskazać mechanizm ich działania. Na skład polisacharydów 

Lactobacillus może mieć wpływ wiele czynników jak miejsce bytowania czy gatunek 

lub nawet szczep drobnoustroju. Przykładowo badania Petrova i in. [161] wykazały, że 

szczep L. rhamnosus wyizolowany z cewki moczowej, wytwarza inne egzopolisachrydy, 

niż izolat L. rhamnosus z pochwy. Polisacharydy wytwarzane przez ten drugi szczep, 

bogate były w glukozę i pozbawione ramnozy, co powiązano z lepszą odpornością na 

stres oksydacyjny. Stąd też, przypuszczenie, że szczep L. jensenii być może ma inny 

profil wytwarzanych polisacharydów niż L. gasseri, które sprzyjają procesom agregacji 

kryształów struwitu. 

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej są 

kompleksową analizą wpływu szczepów Lactobacillus izolowanych z moczu na 

wszystkie etapy powstawania infekcyjnych kamieni moczowych oraz patogenność  

P. mirabilis. Wyniki wskazują, że Lactobacillus spp, należące do naturalnej mikrobioty 

dróg moczowych, mają zdolność hamowania krystalizacji składników moczu poprzez 

działanie przeciwbakteryjne wobec szczepów P. mirabilis oraz, co udało się udowodnić 

po raz pierwszy, wytwarzany przez Lactobacillus kwas L-mlekowy może hamować 

aktywność ureazy poprzez oddziaływania kompetycyjne. Dodatkowo, wyniki niniejszej 

dysertacji sugerują, że substancje zewnątrzkomórkowe Lactobacillus mają wpływ na 
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agregację kryształów struwitu, natomiast ten etap badań wymaga dalszych analiz. 

Wiedza ta może się przyczynić do lepszego zapobiegania oraz wspomagania leczenia 

ZUM oraz chorób z nią związanych jak zakażenia układu moczowego związane  

z cewnikowaniem czy rozwój infekcyjnej kamicy moczowej. Ważnym proponowanym 

rozwinięciem badań nad interakcjami drobnoustrojów z rodzaju Lactobacillus  

i wytwarzanych przez nie składników na infekcje P. mirabilis oraz tworzenie 

infekcyjnych kamieni moczowych byłoby wykorzystanie modeli zwierzęcych  

w badaniach in vivo.  
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VII. Streszczenie w języku polskim 

 

Zakażenia układu moczowego (ZUM) to jedne z najczęstszych chorób 

infekcyjnych występujących u ludzi. Proteus mirabilis to częsty patogen dróg 

moczowych, szczególnie zakażeń związanych z długotrwałym cewnikowaniem. 

Infekcje tymi drobnoustrojami mogą prowadzić do wielu powikłań, w tym powstawania 

infekcyjnych kamieni moczowych. Ich tworzenie można podzielić na kilka głównych 

etapów. W pierwszej kolejności dochodzi do adhezji patogenów do nabłonka dróg 

moczowych. Następnie zachodzi krystalizacja składników mineralnych moczu, pod 

wpływem bakteryjnego enzymu- ureazy, która rozkłada mocznik do amoniaku  

i dwutlenku węgla. W kolejnym etapie dochodzi do agregacji kryształów i tworzenia 

infekcyjnych kamieni moczowych, które zatrzymują się w drogach moczowych. Ze 

względu na nieskuteczne metody leczenia oraz prewencji chorób związanych  

z infekcjami dróg moczowych, ciekawym aspektem może być wykorzystanie naturalnej 

mikrobioty dróg moczowych we wspomaganiu terapii ZUM i poznanie mechanizmów 

ich działania wobec uropatogenów. Lactobacillus spp. to pałeczki bytujące w tym 

środowisku. Zapewniają one homeostazę poprzez wydzielanie wielu substancji  

o charakterze przeciwbakteryjnym jak kwasy organiczne, bakteriocyny czy nadtlenek 

wodoru. Ponadto, wykazują one wiele właściwości antagonistycznych wobec 

patogenów, jak na przykład konkurencja z patogenami o składniki odżywcze oraz 

hamowanie adhezji patogenów do komórek nabłonka. 

Celem pracy była ocena wpływu drobnoustrojów z rodzaju Lactobacillus, 

należących do naturalnej mikrobioty dróg moczowych na patogenność P. mirabilis oraz 

tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych. W toku badań analizowano wpływ 

szczepów Lactobacillus na każdy etap ich tworzenia. Badano ich wpływ na adhezję  

P. mirabilis do nabłonka, wrażliwość tych patogenów na substancje przeciwbakteryjne 

Lactobacillus, krystalizację składników mineralnych moczu oraz na agregację 

powstałych kryształów. 

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus zostały wyizolowane z dróg moczowych 

zdrowych ludzi, natomiast szczepy P. mirabilis pochodziły z moczu osób ze 

współistniejącą kamicą oraz z kamieni moczowych. W badaniach wykazano, że 

substancje zewnątrzkomórkowe Lactobacillus hamują patogenność szczepów  
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P. mirabilis poprzez wielokierunkowe działanie. L. crispatus, L. gasseri, L. saerimneri 

oraz L. jensenii wykazywały silne działanie przeciwbakteryjne wobec badanych 

szczepów P. mirabilis. Analizy chromatograficzne wykazały, że to głównie kwasy 

organiczne odpowiadają za te właściwości. Kwas mlekowy, kwas bursztynowy oraz 

kwas cytrynowy oznaczone jako kwasy produkowane przez badane szczepy 

Lactobacillus hamowały wzrost oraz tworzenie biofilmu P. mirabilis. Określono 

również, że zachodzi to poprzez niszczenie błony komórkowej P. mirabilis co prowadzi 

do śmierci tych komórek. Ponadto, substancje zewnątrzkomórkowe Lactobacillus 

hamowały adhezję P. mirabilis do nabłonka dróg moczowych oraz cytotoksyczność 

wobec komórek pęcherza moczowego indukowaną tymi uropatogenami. 

W kolejnych etapach badań wykazano, że wyizolowane szczepy należące do 

drobnoustrojów komensalnych układu moczowego oraz substancje zewnątrzkomórkowe 

które wytwarzają, hamują krystalizację składników mineralnych moczu indukowaną 

szczepami P. mirabilis, czyli jeden z pierwszych etapów powstawania infekcyjnych 

kamieni moczowych. Wskazano, że ma to związek z ich właściwościami 

przeciwbakteryjnymi oraz dowiedziono, co stanowi pierwsze takie doniesienie, że 

wytwarzany przez Lactobacillus, kwas L-mlekowy ma wpływ na kluczowy czynnik 

wirulencji P. mirabilis- ureazę. Umożliwiły to analizy kinetyki reakcji enzymatycznej 

oraz badania dokowania molekularnego, które wykazały oddziaływania kompetycyjne 

kwasu L-mlekowego z centrum aktywnym tego enzymu.  

Agregacja kryształów struwitu i apatytu to kolejny etap tworzenia infekcyjnych 

kamieni moczowych. Wyniki niniejszej pracy sugerują, że substancje 

zewnątrzkomórkowe Lactobacillus, głównie polisacharydy mają wpływ również i na ten 

proces. Okazało się, że cukry L. jensenii wzmagają ten proces, poprzez tworzenie 

większych agregatów kryształów struwitu. 

Podsumowując, w świetle powyższych wyników można uznać szczepy 

Lactobacillus oraz wytwarzany przez nie kwas L-mlekowy jako potencjalny środek 

mogący w przyszłości wspomagać leczenie ZUM oraz infekcyjnych kamicy moczowej 

lub być skutecznym środkiem prewencji tych chorób. 
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VIII. Streszczenie w języku angielskim 

 

Urinary tract infections (UTIs) are one of the most frequent infectious diseases 

occurring in humans. Proteus mirabilis is a common pathogen of the urinary tract, 

especially infections associated with long-term catheterization. Infections with these 

microorganisms can lead to many complications, including the formation of infectious 

urinary stones. Their formation can be divided into several main stages. The first stage 

is the adhesion of pathogens to the urinary tract epithelium. Subsequently, due to the 

activity of the urease enzyme which hydrolyzes urea into ammonia and carbon dioxide, 

crystallization of urine mineral components occurs. In the next stage, crystals aggregate 

which causes the formation of urinary stones and their retention in the urinary tract. Due 

to the ineffective methods of treatment and prevention of diseases related to UTI, an 

interesting aspect may be the use of the natural microbiota of the urinary tract to support 

the treatment of UTI, and understanding the mechanisms of their action against 

uropathogens. Lactobacillus spp. are bacteria belonging to this habitat. They ensure 

homeostasis by secreting many antibacterial substances, such as organic acids, 

bacteriocins, and hydrogen peroxide. Moreover, they exhibit many antagonistic 

properties against pathogens, such as competition with pathogens for nutrients and 

inhibition of pathogens adhesion to epithelial cells.  

The aim of the study was to assess the influence of microorganisms of the 

Lactobacillus genus, belonging to the natural microbiota of the urinary tract, on the 

pathogenicity of P. mirabilis and the formation of infectious urinary stones. During the 

research, the impact of Lactobacillus strains at each stage of their development was 

analyzed. Their influence on the adhesion of P. mirabilis to the epithelium, the sensitivity 

of these pathogens to substances produced by Lactobacillus, the crystallization of urine 

mineral components, and the aggregation of crystals were examined.  

Microorganisms of the Lactobacillus genus were isolated from the urinary tract 

of healthy people, while P. mirabilis strains were collected from the urine of individuals 

with diagnosed infectious urolithiasis and from urinary stones. Studies have shown that 

extracellular substances of Lactobacillus inhibit the pathogenicity of P. mirabilis strains 

through multidirectional action. L. crispatus, L. gasseri, L. saerimneri, and L. jensenii 

showed strong antibacterial activity against the tested strains of P. mirabilis. 
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Chromatographic analyses showed that organic acids are mainly responsible for these 

properties. Lactic acid, succinic acid, and citric acid produced by the tested Lactobacillus 

strains inhibited the growth and formation of P. mirabilis biofilm. It was also determined 

that this occurs by destroying the cell membrane of P. mirabilis, which leads to the death 

of these cells. Moreover, extracellular substances of Lactobacillus inhibited the adhesion 

of P. mirabilis to the urinary tract epithelium and the cytotoxicity of bladder cells 

induced by these uropathogens.  

Furthermore, the next stages of research showed that isolated strains belonging 

to the commensal microbiota of the urinary tract and the produced extracellular 

substances inhibit the crystallization of urine mineral components induced by  

P. mirabilis strains, which is one of the first stages of the formation of infectious urinary 

stones. It was indicated that this is related to their antibacterial properties. Moreover, it 

was proven, which is the first such report, that L-lactic acid produced by Lactobacillus, 

suppresses the activity of urease, the main virulence factor of P. mirabilis. This was made 

possible by analyses of the kinetics of the enzymatic reaction and molecular docking 

studies, which showed competitive interaction of L-lactic acid with the active center of 

this enzyme.  

Aggregation of struvite and apatite crystals is the next stage in the formation of 

infectious urinary stones. The results of this study suggest that extracellular substances 

of Lactobacillus, mainly polysaccharides, also influence this process. It turned out that 

the extracellular polysaccharides of L. jensenii enhance this process by creating larger 

aggregates of struvite crystals. 

In conclusion, Lactobacillus strains and the L-lactic acid produced by them can 

be considered as a potential agent that may support the treatment of UTI and infectious 

urolithiasis in the future, or be an effective agent for preventing these diseases. 
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