
 

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu 

Wydział Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii 

Katedra Biochemii i Biotechnologii 

 

 

mgr inż. Jakub Michalski 

 

 

Wykorzystanie wybranych cieczy jonowych do zwalczania 

lekoopornych bakterii z gatunku Pseudomonas aeruginosa  

The use of selected ionic liquids for the control of drug-resistant bacteria 

Pseudomonas aeruginosa  

 

 

PRACA DOKTORSKA 

 

Dyscyplina naukowa: Rolnictwo i ogrodnictwo 

Promotor: prof. UPP dr hab. Dorota Narożna 

Promotor pomocniczy: dr inż. Tomasz Cłapa 

 

Poznań, 2024 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dziękuję Promotorom pracy, 

Współautorom publikacji, 

Współpracownikom z Katedry Biochemii i Biotechnologii, 

bez których ta praca nie mogłaby powstać 

oraz Rodzinie i Bliskim za wsparcie w trakcie jej tworzenia. 



3 
 

Spis treści 

Wykaz publikacji naukowych wchodzących w skład pracy doktorskiej pod tytułem 

„Wykorzystanie wybranych cieczy jonowych do zwalczania lekoopornych bakterii z 

gatunku Pseudomonas aeruginosa”: ................................................................................ 5 

Wykaz skrótów ................................................................................................................. 6 

1. Streszczenie .................................................................................................................. 8 

2. Abstract ....................................................................................................................... 11 

3. Wprowadzenie ............................................................................................................ 14 

3.1. Antybiotykooporność ........................................................................................... 14 

3.2. Pseudomonas aeruginosa..................................................................................... 15 

3.3. Ciecze jonowe ...................................................................................................... 17 

4. Cel pracy ..................................................................................................................... 22 

5. Materiały i metody ...................................................................................................... 24 

5.1. Szczepy Pseudomonas aeruginosa ...................................................................... 24 

5.2. Ciecze jonowe ...................................................................................................... 24 

5.3. Antybiotyki .......................................................................................................... 25 

5.4. Przygotowanie kultur bakteryjnych ..................................................................... 25 

5.5. Ocena antybakteryjnego działania cieczy jonowych ........................................... 25 

5.5.1. Wyznaczanie wartości MIC .......................................................................... 26 

5.5.2. Wyznaczanie wartości MBC ......................................................................... 26 

5.6. Ilościowe oznaczanie piocyjaniny........................................................................ 26 

5.7. Pomiar aktywności dehydrogenaz ........................................................................ 27 

5.8. Oznaczanie biofilmu bakteryjnego ...................................................................... 28 

5.9. Ocena występowania efektu synergii ................................................................... 29 

5.10. Aktywność hemolityczna ................................................................................... 29 

6. Omówienie uzyskanych wyników .............................................................................. 31 

6.1. Minimalne stężenie hamujące oraz minimalne stężenie bakteriobójcze dla 

cieczy jonowych wobec P. aeruginosa – Publikacja 1 ............................................... 31 

6.2. Zmiany aktywności dehydrogenaz bakteryjnych P. aeruginosa po traktowaniu 

cieczami jonowymi – Publikacja 1 ............................................................................. 32 

6.3. Oznaczenie zawartości piocyjaniny w kulturach traktowanych cieczami 

jonowymi – Publikacja 1 ............................................................................................. 33 

6.4. Wyznaczenie minimalnego stężenia hamującego antybiotyków – Publikacja 3 . 34 



4 
 

6.5. Oznaczenie ilości i aktywności metabolicznej biofilmów bakteryjnych – 

Publikacja 3 ................................................................................................................. 35 

6.6. Analiza zależnego od stężenia wpływu cieczy jonowych na tworzenie 

biofilmu przez P. aeruginosa – Publikacja 3 .............................................................. 37 

6.7. Ocena występowania efektów synergii w kombinacjach cieczy jonowych 

i antybiotyków – Publikacja 3 ..................................................................................... 38 

6.8. Analiza zmian wrażliwości P. aeruginosa na antybiotyki w obecności cieczy 

jonowych – Publikacja 3 ............................................................................................. 40 

6.9. Oznaczanie hemolitycznej aktywności cieczy jonowych – Publikacja 3 ............ 41 

7. Podsumowanie i wnioski ............................................................................................ 43 

8. Literatura ..................................................................................................................... 45 

Oświadczenia współautorów .......................................................................................... 57 

Publikacje wchodzące w skład rozprawy doktorskiej .................................................... 66 

Publikacja 1 ................................................................................................................. 67 

Publikacja 2 ................................................................................................................. 80 

Publikacja 3 ................................................................................................................. 96 

 



5 
 

Wykaz publikacji naukowych wchodzących w skład pracy doktorskiej 

pod tytułem „Wykorzystanie wybranych cieczy jonowych do 

zwalczania lekoopornych bakterii z gatunku Pseudomonas 

aeruginosa”: 

 

Publikacja 1 

Cłapa T., Michalski J., Syguda A., Narożna D., van Oostrum P., Reimhult E. 2021 

Morpholinium- based ionic liquids show antimicrobial activity against clinical isolates 

of Pseudomonas aeruginosa. Research in Microbiology, 172, 3. 

DOI: 10.1016/j.resmic.2021.103817 

IF: 3,946 ; punkty MNiSW: 70 

 

Publikacja 2 

Michalski J., Odrzygóźdź C., Mester P., Narożna D., Cłapa T., 2023 Defeat 

undefeatable: Ionic liquids as novel antimicrobial agents. Journal of Molecular Liquids, 

369. 

DOI: 10.1016/j.molliq.2022.120782 

IF: 5,3 ; punkty MNiSW: 100  

 

Publikacja 3 

Michalski J., Cłapa T., Syguda A., Narożna D., van Oostrum P., Reimhult E. 2024 

Morpholinium- based ionic liquids as potent antibiofilm and sensitizing agents for the 

control of Pseudomonas aeruginosa. Journal of Molecular Biology, 436, 13. 

DOI: 10.1016/j.jmb.2024.168627 

IF: 4,7 ; punkty MNiSW: 140 

 

 

Sumaryczny Impact Factor: 13,946 

Sumaryczna liczba punktów MNiSW: 210 

 

  



6 
 

Wykaz skrótów 

 

[2,4-D] - 2,4-dichlorofenoksyoctan 

[4-CPA] - 4-chlorofenoksyoctan 

[Chlopyralid] - dichloropirydyno-2-karboksylan 

[Dec2Mor] - 4,4-didecylomorfolina 

[DecEtMor] - 4-decylo-4-etylomorfolina 

[Dikamba] - 3,6-dichloro-2-metoksybenzoesan 

[MCPA] - 4 chloro-2-metylofenoksyoctan 

[MCPP] - (±)-2-(4-chloro-2-metylofenoksy)propionian 

AMK - amikacyna 

ATM - aztreonam 

CAZ - ceftazydym 

CFP - cefoperazon 

CIP - cyprofloksacyna 

CST - kolistyna 

CV - fiolet krystaliczny (ang. crystal violet) 

EPS – polimery zewnątrzkomórkowe (ang. extracellular polymeric substances) 

ESKAPE - Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. 

EUCAST - Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrażliwości (ang. European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 

FICI - indeks frakcyjnego stężenia hamującego (ang. fractional inhibitory 

concentration index) 

HAI - zakażenia wewnątrzszpitalne (ang. healthcare-associated infections) 

HCl - kwas solny 

HGT - horyzontalny transfer genów (ang. horizotnal gene transfer) 

IL - ciecz jonowa (ang. ionic liquid) 

jtk - jednostka tworząca kolonię 

LPS - warstwa lipopolisacharydowa (ang. lipopolysaccharide structure) 

LVX – lewofloksacyna 
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MBC - minimalne stężenie bakteriobójcze (MBC ang. minimum bactericidal 

concentration) 

MDR - wielolekooporny (ang. multidrug-resistant) 

MEM - meropenem 

MIC - minimalne stężenie hamujące (MIC ang. minimum inhibitory concentration) 

OD600 - gęstość optyczna dla 600 nm 

OFX - ofloksacyna 

PBS - sól fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate buffered saline) 

PCN - piocyjanina 

PDR - całkowicie oporny (ang. pandrug-resistant) 

PIP - piperacylina 

ppm - części na milion (ang. parts per million) 

rpm - obroty na minutę (ang. revolutions per minute) 

TOB - tobramycyna 

TSA-Y - agarowe podłoże tryptonowo-sojowe z ekstraktem drożdżowym (ang. tryptic 

soy agar with yeast extract) 

TSB-Y - pożywka tryptonowo-sojowa z ekstraktem drożdżowym (ang. tryptic soy 

broth with yeast extract) 

TTC - chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy 

UE - Unia Europejska 

WB - krew pełna (ang. whole blood) 

WE - erytrocyty (ang. washed erythrocytes) 

WHO – Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization) 

XDR - o rozszerzonej oporności (ang. extensively drug-resistant) 
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1. Streszczenie 
 

Pojawienie się lekoopornych bakterii oraz rozprzestrzeniająca się antybiotykooporność 

stanowią jedne z najważniejszych wyzwań stojących przed współczesną medycyną. 

Przykładem antybiotykoopornej bakterii o dużym znaczeniu klinicznym jest 

oportunistyczny patogen Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa może wywoływać 

groźne, nierzadko śmiertelne, infekcje układu oddechowego czy moczowego. Ponadto 

gatunek ten jest jednym z głównych czynników etiologicznych odpowiedzialnych za 

zakażenia na terenie placówek szpitalnych. Powszechne występowanie wśród 

P. aeruginosa lekoopornych szczepów skutkuje obniżeniem skuteczności 

antybiotykoterapii oraz wzrostem trudności w leczeniu infekcji. W związku z tym 

poszukuje się nowych, alternatywnych metod zwalczania tej bakterii. Grupę związków 

o potencjalnym zastosowaniu w walce z P. aeruginosa stanowią ciecze jonowe. Ciecze 

jonowe to niskotopliwe sole, które mogą wykazywać szereg aktywności biologicznych, 

w tym właściwości antybakteryjne. 

 

Podstawowym celem niniejszej pracy była ocena antybakteryjnego potencjału 

morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicydów w zwalczaniu lekoopornych 

szczepów Pseudomonas aeruginosa, a także określenie możliwości wykorzystania tych 

związków jako samodzielnych środków antybakteryjnych, oraz jako adiuwantów 

w antybiotykoterapii. Badania przeprowadzono na czterech szczepach P. aeruginosa 

o dużym znaczeniu klinicznym - PAO1, LES B58, 39016, UCBPP-PA14, dla zestawu 

12 morfoliniowych cieczy jonowych zsyntetyzowanych na bazie herbicydów. 

 

Przeprowadzone badania pozwoliły określić zdolność morfoliniowych cieczy jonowych 

do hamowania wzrostu i przeżywalności P. aeruginosa. Wykazano, że antybakteryjna 

aktywność morfoliniowych cieczy jonowych zależy od struktury kationu i objawia się 

jedynie dla związków z dwoma długimi podstawnikami alkilowymi. Dodatkowo 

pokazano, że ciecze jonowe hamujące wzrost bakterii wykazują też działanie 

bakteriobójcze. W badaniach zidentyfikowano szczep 39016 jako niewrażliwy 

na działanie cieczy jonowych, tym samym wykazując istnienie szczepowo-specyficznej 

oporności na ciecze jonowe wśród gatunku P. aeruginosa. Wykazano również, 

że ciecze jonowe mogą hamować aktywność metaboliczną bakterii w stężeniach 
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niższych niż MIC, a zjawisko to jest w dużej mierze niezależne od zdolności tych 

związków do hamowania wzrostu bakteryjnego.  

 

W badaniach nad zmianami wirulencji zaobserwowano, że subinhibicyjne stężenia 

morfoliniowych cieczy jonowych hamują syntezę piocyjaniny, ważnego 

zewnątrzkomórkowego czynnika wirulencji. Tym samym jako pierwsi wskazaliśmy 

na potencjał cieczy jonowych do obniżania patogeniczności P. aeruginosa przez 

hamowanie syntezy czynników wirulencji. Dodatkowo obserwowany efekt inhibicji 

syntezy piocyjaniny był częściowo zależny od struktury kationu, ale nie wynikał on ze 

spadku gęstości hodowli bakteryjnych.  

 

Przeprowadzone badania nad inhibicją biofilmów pozwoliły zidentyfikować cztery 

ciecze jonowe zdolne do hamowania tworzenia biofilmu przez wszystkie badane 

szczepy P. aeruginosa. Inhibicja występowała dla stężeń niższych od wartości MIC, 

co wskazuje na wysoki potencjał morfoliniowych cieczy jonowych w zwalczaniu 

biofilmu bakteryjnego. Dodatkowo zaobserwowano stymulujący wpływ bardzo niskich 

stężeń badanych związków na tworzenie biofilmu przez szczepy LES B58 

i UCBPP-PA14, zgodnie z efektem hormetycznym. Z drugiej strony wykazano, 

że morfoliniowe ciecze jonowe z dwoma długimi podstawnikami alkilowymi mogą 

w wysokich stężeniach promować powstawanie biofilmu na skutek wzmożonej 

agregacji bakterii. Jak do tej pory nikt wcześniej nie obserwował wystąpienia 

podobnych, zależnych od stężenia, efektów indukcji tworzenia biofilmu dla cieczy 

jonowych. 

 

W pracy wykazano też, że morfoliniowe ciecze jonowe mogą tworzyć razem 

z antybiotykami kombinacje o charakterze addytywnym lub synergicznym. Dodatnie 

interakcje występowały najczęściej w mieszaninach z kolistyną oraz kombinacjach 

zawierających ciecze jonowe z dwoma długimi podstawnikami alkilowymi. Dodatkowo 

jako pierwsi pokazaliśmy, że dodatek cieczy jonowych może prowadzić 

do uwrażliwienia opornych szczepów P. aeruginosa na działanie antybiotyków, 

jednoznacznie wskazują na użyteczność wykorzystania cieczy jonowych jako 

adiuwantów w antybiotykoterapii. 
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Z drugiej strony, przeprowadzone eksperymenty wykazały, że wszystkie badane 

związki posiadają wysoką aktywność hemolityczną, co istotnie ogranicza potencjalne 

zastosowania morfoliniowych cieczy jonowych w leczeniu infekcji wywoływanych 

przez P. aeruginosa, zawężając je do stosowania pozaustrojowego. Aktywność 

hemolityczna była wyższa dla związków z dwoma długimi podstawnikami alkilowymi 

i dobrze korelowała z zaobserwowaną zależnością między strukturą kationów, 

a zdolnością badanych związków do hamowania wzrostu P. aeruginosa. Uzyskane 

rezultaty dostarczyły dodatkowych dowodów na to, że antybakteryjny mechanizm 

działania morfoliniowych cieczy jonowych oparty jest na oddziaływaniu tych związków 

z błonami komórkowymi. 

 

Podsumowując, w badaniach wykazano wysoki potencjał morfoliniowych cieczy 

jonowych na bazie herbicydów w zwalczaniu lekoopornych bakterii z gatunku 

P. aeruginosa, z uwzględnieniem wpływu tych związków na wzrost i przeżywalność 

bakterii, aktywność metaboliczną, syntezę czynników wirulencji oraz tworzenie 

biofilmu. Ponadto wykazano, że ciecze jonowe mogą zwiększać wrażliwość 

P. aeruginosa na antybiotyki, tym samym znajdując potencjalne zastosowanie jako 

adiuwanty w antybiotykoterapii. Z drugiej strony, zaobserwowana aktywność 

hemolityczna oraz promocja tworzenia biofilmu przez ciecze jonowe, w skutek 

występowania hormezy i agregacji komórek, wskazała na istnienie istotnych ograniczeń 

w stosowaniu badanych związków w zwalczaniu patogenów bakteryjnych. 
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2. Abstract 
 

The emergence of drug-resistant bacteria and the spread of antibiotic resistance 

represent a significant challenge to modern medicine. An example of an antibiotic-

resistant bacterium of high clinical relevance is the opportunistic pathogen 

Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa can cause severe and often fatal infections of 

the respiratory or urinary tract. Furthermore, this species is one of the primary 

etiological agents responsible for nosocomial infections. The prevalence of drug-

resistant strains among P. aeruginosa has resulted in a reduction in the efficacy of 

antibiotic therapy and an increase in the difficulty of infection treatment. Accordingly, 

there is a need to identify alternative strategies for combating this bacterium. Ionic 

liquids, a class of low-melting salts with diverse biological activities, including 

antibacterial properties, represent a promising avenue for developing new approaches to 

combat P. aeruginosa. 

 

The primary objective of this study was to evaluate the antibacterial potential of 

morpholinium-based ionic liquids with herbicidal anions against drug-resistant strains 

of Pseudomonas aeruginosa and to determine the potential for using these compounds 

as stand-alone antibacterial agents and as adjuvants in antibiotic therapy. The study was 

conducted on four strains of Pseudomonas aeruginosa of high clinical importance: 

PAO1, LES B58, 39016, and UCBPP-PA14. These were tested against a set of 12 

morpholinium-based ionic liquids synthesized from herbicides. 

 

The conducted studies have determined the inhibitory potential of morpholinium-based 

ionic liquids to inhibit the growth and survival of P. aeruginosa. It was demonstrated 

that the antibacterial activity of morpholinium-based ionic liquids is contingent upon the 

structure of the cation, exhibiting a pronounced effect only in compounds with two long 

alkyl substituents. Furthermore, it was demonstrated that ionic liquids with inhibitory 

effect also exhibit bactericidal activity. The study identified strain 39016 as insensitive 

to ionic liquids, thereby demonstrating the existence of strain-specific resistance to ionic 

liquids among P. aeruginosa species. It was also demonstrated that ionic liquids can 

suppress the metabolic activity of bacteria at concentrations below the MIC, that was 

largely independent of the ability of these compounds to inhibit bacterial growth. 
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The results of the virulence studies indicated that subinhibitory concentrations of 

morpholinium-based ionic liquids inhibit the synthesis of pyocyanin, an important 

secreted virulence factor. Thus, we were the first to identify the potential of ionic 

liquids to reduce the pathogenicity of P. aeruginosa by inhibiting the synthesis of its 

virulence factors. The observed inhibitory effect was found to be partly dependent on 

the structure of the cation, but was not due to a decrease in bacterial culture density. 

 

The results of the biofilm inhibition studies have enabled the identification of four ionic 

liquids with the capacity to inhibit biofilm formation by all tested strains of 

P. aeruginosa. Inhibition was observed at concentrations below the MIC values, 

highlighting the potential of the morpholinium-based ionic liquids to combat bacterial 

biofilms. Conversely, a stimulating effect of low doses of test compounds on biofilm 

formation by LES B58 and UCBPP-PA14 strains was observed, indicating a hormetic 

effect. Moreover, it was demonstrated that high concentrations of morpholinium-based 

ionic liquids with two long alkyl substituents can facilitate biofilm formation due to 

enhanced bacterial aggregation. To date, no other studies have reported the occurrence 

of concentration-dependent induction of biofilm formation by ionic liquids. 

 

The study also demonstrated that morpholinium-based ionic liquids can form either 

additive or synergistic combinations with antibiotics. Positive interactions were the 

most prevalent in mixtures with colistin and combinations comprising ionic liquids with 

two long alkyl substituents. Furthermore, we were the first to demonstrate that the 

addition of ionic liquids can result in the sensitisation of drug-resistant P. aeruginosa, 

thereby providing a clear evidence of the potential utility of ionic liquids as adjuvants in 

antibiotic therapy. 

 

Conversely, the experiments demonstrated that all tested ionic liquids exhibit high 

haemolytic activity, which considerably limits the potential applications of 

morpholinium-based ionic liquids in the control of P. aeruginosa infections, confining 

them to extracorporeal utilisation. The degree of haemolytic activity was found to be 

higher for compounds with two long alkyl substituents and correlated well with the 

observed relationship between cation structure and the ability of the tested compounds 

to inhibit the growth of P. aeruginosa. The results provided further evidence that the 
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antibacterial mechanism of action of morpholinium-based ionic liquids is based on the 

interaction of these compounds with cell membranes. 

 

In conclusion, the study demonstrated the high potential of morpholinium-based ionic 

liquids synthesized from herbicides for the control of drug-resistant P. aeruginosa, 

providing insight into the effects of these compounds on bacterial growth and survival, 

metabolic activity, synthesis of virulence factors and biofilm formation. Moreover, it 

was demonstrated that ionic liquids can enhance P. aeruginosa sensitivity to antibiotics, 

indicating a potential role for ionic liquids in antibiotic therapy as adjuvants. 

Conversely, the observed haemolytic activity and promotion of biofilm formation by 

ionic liquids, due to the occurrence of hormesis and cell aggregation, highlighted 

significant limitations of ionic liquids in their use against bacterial pathogens. 
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3. Wprowadzenie 

3.1. Antybiotykooporność 

 

Antybiotykooporność to pojęcie opisujące występującą wśród bakterii niewrażliwość 

na działanie antybiotyków. Oporność na antybiotyki można podzielić na dwa typy - 

naturalną i nabytą (Singh i in., 2020). Oporność naturalna stanowi wrodzoną 

niewrażliwość bakterii na dany antybiotyk lub grupę antybiotyków i jest cechą 

charakterystyczną dla danego gatunku. Ten typ oporności może wynikać 

ze strukturalnego zróżnicowania budowy komórki, obecności lub braku określonych 

receptorów komórkowych bądź enzymów, lub z istnienia różnic w przepuszczalności 

błon bakteryjnych, które warunkują gatunkową niewrażliwość na działanie danego 

związku (Kostyanev i Can, 2017). W przypadku oporności nabytej, bakterie pierwotnie 

podatne na konkretny ksenobiotyk nabierają cech oporności w wyniku zajścia 

spontanicznej mutacji lub pozyskania genów oporności od innych mikroorganizmów 

na drodze horyzontalnego transferu genów (HGT ang. horizontal gene transfer) 

(Reygaert, 2018). Nabywanie oporności jest jednym z podstawowych mechanizmów 

adaptacyjnych wykorzystywanych przez bakterie celem przystosowania się 

do niekorzystnych warunków środowiskowych, w tym do obecności środków 

antybakteryjnych (Munita i Arias, 2016). 

 

Obserwowane w ostatnich dekadach wysokie tempo rozprzestrzeniania się 

antybiotykooporności wśród ludzkich patogenów stanowi jedno z najważniejszych 

wyzwań przed którym stoi współczesna medycyna (Chinemerem Nwobodo i in., 2022). 

Główną przyczyną tego zjawiska jest nadmierne stosowanie antybiotyków oraz 

środków dezynfekujących w rolnictwie, przemyśle i medycynie (Dadgostar, 2019). 

Konsekwencją nieodpowiedniego gospodarowania antybiotykami jest przedostawanie 

się tych związków do środowiska. Ekspozycja bakterii na antybiotyki w stężeniach 

niższych od dawek hamujących wzrost mikoorganizmów prowadzi do wystąpienia 

presji selekcyjnej, która promuje przeżywanie i wzrost szczepów opornych. Dodatkowo 

obecność niskich stężeń środków antybakteryjnych stanowi czynnik stresowy, który 

prowadzi do wzrostu częstości zachodzenia HGT i dalszego rozsiewania genów 

oporności w środowisku (Larsson i Flach, 2022). 
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Najpoważniejszym skutkiem postępującej lekooporności jest pojawienie się 

i rozprzestrzenienie szczepów wielolekoopornych, wykazujących szerokie spektrum 

niewrażliwości na antybiotyki. Ze względu na stopień nabytej oporności rozróżnia się 

3 kategorie szczepów lekoopornych: wielolekooporne MDR (ang. multidrug-resistant), 

o rozszerzonej oporności XDR (ang extensively drug-resistant) i całkowicie oporne 

PDR (ang. pandrug-resistant). Szczepy MDR wykazują oporność na co najmniej jeden 

antybiotyk z trzech lub więcej grup antybiotyków. Szczepy XDR są wrażliwe 

na działanie co najwyżej dwóch grup antybiotyków. Szczepy PDR są niewrażliwe 

na wszystkie antybiotyki stosowane do zwalczania konkretnego gatunku bakterii 

(Magiorakos i in., 2012). Pojawienie się szczepów wielolekoopornych ma swoje daleko 

idące medyczne konsekwencje. Infekcje wywoływane przez lekooporne szczepy są 

trudne do wyleczenia i charakteryzują się niższą skutecznością antybiotykoterapii, 

wyższą śmiertelnością, dłuższym czasem hospitalizacji i wyższymi kosztami leczenia 

(Chinemerem Nwobodo i in., 2022). Szacuje się, że w samym roku 2022 infekcje 

wywołane przez lekooporne patogeny przyczyniły się do śmierci około 5 milionów 

osób, przy czym dla około 25% zgonów wystąpienie oporności było czynnikiem 

decydującym o śmierci (Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022). W związku 

z potrzebą wyróżnienia najważniejszych bakterii związanych z problemem 

lekooporności utworzono grupę o akronimie ESKAPE, zawierającą sześć wysoce 

opornych patogenów o ogromnym znaczeniu klinicznym - Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. (Santajit i Indrawattana, 2016). 

3.2. Pseudomonas aeruginosa 

 

Należąca do ESKAPE Pseudomonas aeruginosa (inaczej pałeczka ropy błękitnej) 

to Gram-ujemna niefermentująca bakteria zdolna do wywoływania infekcji u ludzi. 

P. aeruginosa występuje powszechnie w glebie i zbiornikach wodnych, a także 

w mikrobiomie roślin i zwierząt (W. Wu i in., 2014). Pałeczka ropy błękitnej 

charakteryzuje się niskimi wymaganiami pokarmowymi, wykazując równocześnie 

tolerancję na szereg niekorzystnych czynników środowiskowych, takich jak wysokie 

zasolenie czy obecność dezynfektantów (Lyczak i in., 2000; W. Wu i in., 2014). Obie te 

cechy przekładają się na łatwość z jaką P. aeruginosa jest w stanie adaptować się do 

nieprzyjaznych środowisk i zasiedlać nisze ekologiczne o zróżnicowanym charakterze. 
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P. aeruginosa wykazuje dużą różnorodność genetyczną i zmienność międzyszczepową 

(Cullen i in., 2015; De Soyza i in., 2013). Dzięki niskiej przepuszczalności błon 

komórkowych i obecności licznych pomp wielolekowych P. aeruginosa wykazuje 

naturalną oporność na szeroki zakres antybiotyków, głównie z grupy antybiotyków 

β-laktamowych (Pang i in., 2019). Wysoka zdolność do tworzenia biofilmu również 

przekłada się na zwiększony potencjał adaptacyjny tego gatunku (Gellatly i Hancock, 

2013). 

 

P. aeruginosa jest zaliczana do grupy ludzkich patogenów oportunistycznych, czyli 

bakterii infekujących wyłącznie osoby z obniżoną odpornością lub znajdujące się 

w grupie ryzyka (Martinez, 2014). Pałeczka ropy błękitnej może powodować infekcje 

dróg oddechowych, infekcje układu moczowego, sepsę czy zapalenie opon mózgowych 

(Reynolds i Kollef, 2021). Wśród czynników zwiększających prawdopodobieństwo 

rozwinięcia się infekcji P. aeruginosa występują takie schorzenia jak mukowiscydoza, 

cukrzyca, choroby hemolityczne, nowotwory oraz obecność poparzeń (Restrepo i in., 

2018). Oprócz tego, szczególnie podatni na zakażenie są pacjenci długotrwale 

przebywający na oddziałach intensywnej terapii oraz osoby poddawane cewnikowaniu 

lub intubacji (Merchant i in., 2018). P. aeruginosa syntetyzuje szereg czynników 

wirulencji m.in. ramnolipidy, alginiany, egzotoksyny czy enzymy zewnątrzkomórkowe, 

umożliwiające skuteczne infekowanie organizmu gospodarza  (W. Wu i in., 2014). 

Wśród czynników wirulencji na wyróżnienie zasługuje piocyjanina, barwnik 

wytwarzany wyłącznie przez bakterie z gatunku P. aeruginosa. W trakcie infekcji 

piocyjanina prowadzi do indukcji stresu oksydacyjnego w komórkach gospodarza oraz 

wywołuje silną odpowiedź zapalną (Hall i in., 2016). Dodatkowo pośredniczy ona 

w mechanizmach oporności oraz w procesie tworzenia biofilmu (Muller i Merrett, 

2014). Sam biofilm także stanowi jeden z podstawowych czynników wirulencji, 

zapewniając mikrorganizmom dodatkową ochronę przed działaniem niekorzystnych 

czynników zewnętrznych (Davies, 2003). Ponadto biofilm bakteryjny sprzyja 

zachodzeniu HGT i rozprzestrzenianiu się genów oporności (Abe i in., 2021; 

Muhammad i in., 2020). 

 

P. aeruginosa stanowi jedną z najczęstszych przyczyn zakażeń wewnątrzszpitalnych 

(HAIs, ang. hospital associated-infections), czyli infekcji do których dochodzi 

na terenie placówek ochrony zdrowia (Sundermann i in., 2021). Gatunek ten 
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odpowiadał za około 11 % zapaleń płuc, 9 % zakażeń układu moczowego i 6,5 % 

zakażeń krwi występujących u pacjentów europejskich szpitali w latach 2022-2023 

(European Centre for Disease Prevention and Control, 2024). Ponadto placówki 

ochrony zdrowia stanowią szczególnie przyjazne środowisko dla rozwoju 

i rozprzestrzeniania się antybiotykooporności. Przyczynia się to do powszechnego 

występowania lekoopornych szczepów wśród gatunku pałeczki ropy błękitnej. O skali 

zjawiska świadczy fakt, że około 31 % wszystkich klinicznych izolatów pozyskiwanych 

na terenie UE jest niewrażliwe na co najmniej jedną grupę antybiotyków, a 13 % 

stanowią szczepy o profilu MDR (European Centre for Disease Prevention and Control 

i World Health Organization, 2023). Dodatkowo infekcje wielolekoopornymi 

szczepami P. aeruginosa doprowadziły do 340 000 śmierci w 2022 roku, co stanowiło 

około 7% wszystkich zgonów spowodowanych przez antybiotykooporne patogeny 

(Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022).  

3.3. Ciecze jonowe 

 

Ciecze jonowe (ang. ionic liquids) to złożone z jonów sole o temperaturze topnienia 

niższej niż 100°C (Lei i in., 2017). Choć istnieją przykłady cieczy jonowych 

o nieorganicznych kationach, najczęściej są one zbudowane z organicznego kationu 

sparowanego z anionem o organicznym lub nieorganicznym pochodzeniu (Tucker i in., 

2017). Ciecze jonowe charakteryzują się niską prężnością par, wysoką stabilnością 

termiczną oraz szerokim oknem elektrochemicznym (Ong i in., 2011; Shah i in., 2013). 

Ponadto ciecze jonowe wykazują zdolność do rozpuszczania szerokiej gamy związków 

(Kubisa, 2004; Marullo i in., 2021), dzięki czemu znalazły one zastosowanie 

w rozlicznych dziedzinach chemii takich jak chemia katalityczna, koloidalna lub chemia 

granic fazowych, a także w technikach separacyjnych (Pendleton i Gilmore, 2015). 

Poprzez dobór odpowiedniego anionu i kationu możliwe jest nadanie cieczom jonowym 

pożądanych, ściśle ukierunkowanych właściwości, możliwych do przewidzenia już na 

etapie syntezy (Han i in., 2019). Co za tym idzie, specyficzne właściwości cieczy 

jonowych wynikające ze struktury jonów mogą być bardzo odmienne i obejmować 

swoim zakresem zróżnicowane własności fizyczne, chemiczne lub biologiczne 

(Shamshina i Rogers, 2023). Możliwość sparowania ze sobą kationów i anionów 

o unikalnych cechach doprowadziła do syntezy dwufunkcyjnych cieczy jonowych 

posiadających wysoce wyspecjalizowane właściwości (Choi i Nidetzky, 2022; Hough-
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Troutman i in., 2009; Wilms i in., 2020). Dodatkowo ogromna liczba możliwych do 

uzyskania kombinacji kationu i anionu, szacowana na 1018, czyni z cieczy jonowych 

bardzo wszechstronną grupę związków o teoretycznie nieograniczonym potencjale 

(Pendleton i Gilmore, 2015).  

 

Ciecze jonowe, które wykazują ukierunkowaną aktywność biologiczną są zaliczane 

do trzeciej generacji (Hough i in., 2007). Wśród aktywności biologicznych opisanych 

dla cieczy jonowych można wyróżnić m.in. działanie antybakteryjne, przeciwwirusowe, 

przeciwgrzybiczne, herbicydowe czy deterentne, a także funkcje przeciwzapalne, 

znieczulające lub przeciwzakrzepowe (Chantereau i in., 2019; Ferraz i in., 2020; 

Kaczmarek i in., 2018; Mir i in., 2024; Turguła i in., 2020). Biologicznie aktywne 

ciecze jonowe najczęściej zawierają kationy czwartorzędowych soli amonowych lub 

fosfoniowych, czy kationowe pochodne imidazolu, pirydyny, piperydyny, pirolidyny, 

chinoliny lub morfoliny (Egorova i in., 2017; Pernak i in., 2003). Kationy te mogą 

współtworzyć ciecze jonowe z szerokim wachlarzem anionów, począwszy od prostych 

anionów nieorganicznych takich jak aniony halogenkowe czy reszty kwasów 

tlenowych, przez aniony organiczne jak wodorosiarczan metylu, dicyjanamid 

czy trifluorometanosulfonian, aż po bardzo złożone pochodne związków aktywnych 

biologicznie takich jak herbicydy, antybiotyki czy substancje czynne (Ferraz i in., 2020; 

Mir i in., 2024; Nikfarjam i in., 2021; Wilms i in., 2020). Początkowo ciecze jonowe 

były uznawane za „zielone” związki o niewielkim wpływie na środowisko i organizmy 

żywe, w przeciwieństwie do powszechnie stosowanych rozpuszczalników 

organicznych. Z czasem jednak zaczęto coraz częściej obserwować toksyczne działanie 

tych związków, co pozwoliło na otwarcie nowych kierunków badań nad potencjalnym 

wykorzystaniem cieczy jonowych jako środków biobójczych (Pendleton i Gilmore, 

2015). 

 

Strukturalne zależności między budową a antybakteryjną aktywnością cieczy jonowych, 

wraz z uwzględnieniem sposobów oddziaływania z bakteriami, zostały szczegółowo 

opisane w pracy przeglądowej wchodzącej w skład niniejszej rozprawy (Publikacja 2; 

Michalski, Odrzygóźdź, i in., 2023). Antybakteryjne działanie cieczy jonowych jest 

ściśle powiązane z ich budową i zależy przede wszystkim od: rodzaju kationu; długości 

alkilowych łańcuchów bocznych podstawionych do kationu; liczby długich alkilowych 

podstawników kationu; rodzaju grup funkcyjnych podstawionych do kationu; rodzaju 
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anionu; oddziaływań między jonami w obrębie struktury związku (Publikacja 2; 

Michalski, Odrzygóźdź, i in., 2023; Gal i in., 2012; Mikkola i in., 2015; X. Wu i in., 

2013). Podczas gdy zarówno rodzaj kationu, jak i anionu, wpływa na toksyczność 

cieczy jonowych, najważniejszą determinantą ich antybakteryjnych właściwości jest 

długość łańcuchów bocznych podstawionych do kationu (Anvari i in., 2016). 

Wykazano, że toksyczność cieczy jonowych rośnie wraz ze wzrostem długości łańcucha 

bocznego, a najsilniejsze właściwości antybakteryjne wykazują związki, których 

kationy posiadają podstawnik o długości od 10 do 14 atomów węgla (Pernak i in., 2003; 

Ranke i in., 2004). Podobny efekt zaobserwowano również w przypadku cieczy 

jonowych zbudowanych z anionów reszt kwasów tłuszczowych o zróżnicowanej 

długości (Gundolf i in., 2019). Co ciekawe, wzrost długości reszt alkilowych powyżej 

pewnego poziomu (punktu odcięcia; ang. cut-off) prowadzi do osłabienia 

antybakteryjnej aktywności (Kowalczyk i in., 2018; Stolte i in., 2007). Wynika to m.in. 

ze spadku rozpuszczalności, występowania efektów sterycznych czy agregacji 

cząsteczek (Ventura i in., 2012). Podobnie jak w przypadku długości pojedynczego 

podstawnika, rosnąca liczba długich alkilowych łańcuchów bocznych także prowadzi 

do wzrostu toksyczności cieczy jonowych (Drücker i in., 2017; Sommer i in., 2018). 

 

Antybakteryjne działanie cieczy jonowych oparte jest na kilku mechanizmach. 

Podstawowy z nich zakłada sorpcję cieczy jonowych na powierzchni bakterii oraz ich 

inkorporację do błon komórkowych. W efekcie dochodzi do permeabilizacji błon 

i przerwania ich ciągłości, a następnie wycieku materiału cytoplazmatycznego, co 

prowadzi do śmierci komórki (Publikacja 2; Michalski, Odrzygóźdź, i in., 2023; 

Benedetto, 2023). Opisany mechanizm pokrywa się ze sposobem działania surfaktantów 

i związków powierzchniowo czynnych, które wykazują silne strukturalne podobieństwo 

z cieczami jonowymi (Pendleton i Gilmore, 2015). Szkodliwy wpływ cieczy jonowych 

na bakteryjne błony jest także pozytywnie skorelowany z długością oraz liczbą 

hydrofobowych łańcuchów bocznych (Cook i in., 2019; Drücker i in., 2017; Witos i in., 

2017). Ponadto ciecze jonowe są w stanie wpływać na szereg fizykochemicznych 

właściwości błon biologicznych takich jak grubość, płynność, krzywizna, sztywności 

i elastyczność czy potencjał elektrokinetyczny (Publikacja 2; Michalski, Odrzygóźdź, 

i in., 2023; Benedetto, 2023). Z drugiej strony, bakterie mogą w sposób aktywny bronić 

się przed szkodliwym działaniem cieczy jonowych poprzez uruchomienie pomp 

błonowych lub zmianę kompozycji błon komórkowych np. zwiększając frakcję 
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nienasyconych kwasów tłuszczowych (Borkowski i in., 2018; Khudyakov i in., 2012). 

Antybakteryjna skuteczność cieczy jonowych zależy także od budowy bakterii. 

Wykazano, że gatunki Gram-ujemne są o wiele mniej wrażliwe na działanie cieczy 

jonowych w porównaniu z bakteriami Gram-dodatnimi (Busetti i in., 2010; Weyhing-

Zerrer i in., 2017). Różnica ta wynika z obecności warstwy lipopolisacharydowej 

(LPS, ang. lipopolysaccharide structure) na powierzchni bakterii Gram-ujemnych oraz 

z różnic w budowie ściany komórkowej (Gundolf i in., 2018; Kowalczyk i in., 2018). 

 

Inny mechanizm toksyczności cieczy jonowych oparty jest na ich oddziaływaniu 

z białkami. Ciecze jonowe mogą zarówno stabilizować strukturę białek, jak i prowadzić 

do ich denaturacji (Schindl i in., 2019). Denaturujący efekt jest warunkowany przez 

stężenie i strukturę cieczy jonowych, i zależy przede wszystkim od rodzaju użytego 

anionu (Jha i Venkatesu, 2016; Tarannum i in., 2019). Jednocześnie budowa kationu 

również wpływa na denaturujące właściwości cieczy jonowych (Jianliang i in., 2017; 

Michalski, Sommer, i in., 2023). W przypadku bakterii wykazano, że wysoka 

antybakteryjna skuteczność cieczy jonowych na bazie choliny i pochodnych imidazolu 

o krótkich łańcuchach bocznych jest skorelowana z ich właściwościami denaturującymi 

(Mester, Wagner, i in., 2015; Wang i in., 2021). Dodatkowo wskazano, 

że bakteriobójcze imidazoliowe ciecze jonowe z długimi łańcuchami bocznymi 

prowadzą do denaturacji białek bakteryjnych, jednocześnie nie wywołując zmian w 

błonach komórkowych (Mester i in., 2019). 

 

Oprócz wpływu na błony i białka, ciecze jonowe mogą wywoływać zmiany 

w komórkach bakterii na poziomie transkryptomu, proteomu i metabolomu (Borkowski 

i in., 2018; Khudyakov i in., 2012). Wykazano, że ekspozycja na ciecze jonowe 

indukuje bakteryjną odpowiedź stresową i prowadzi do tworzenia reaktywnych form 

tlenu, a także wywołuje szereg zmian w aktywności enzymów odpowiedzialnych za 

ochronę bakterii przed stresem oksydacyjnym (Yu i in., 2016; Zhang i in., 2013). 

Oprócz tego, powstałe reaktywne formy tlenu najprawdopodobniej pośredniczą 

w wywoływaniu uszkodzeń bakteryjnego DNA, obserwowanych po ekspozycji 

mikroorganizmów na ciecze jonowe (Kowalczyk i in., 2018). Ciecze jonowe mogą 

również oddziaływać na biofilm bakteryjny, hamując jego tworzenie lub prowadząc do 

dyspersji dojrzałych biofilmów. Podobnie jak w przypadku badań nad toksycznością, 

wykazano że biofilmy tworzone przez bakterie Gram-dodatnie są bardziej podatne na 
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działanie cieczy jonowych (Duman i in., 2019). Dodatkowo przeciwbiofilmowa 

aktywność tych związków jest również silnie zależna od długości łańcuchów bocznych 

(Busetti i in., 2010). Hamujące biofilm działanie cieczy jonowych zostało opisane 

dla związków zawierających m.in. imidazoliowe, morfoliniowe czy pyrolidyniowe 

kationy (Florio i in., 2019; Venkata Nancharaiah i in., 2012). Potencjał cieczy jonowych 

do inhibicji tworzenia biofilmu jest w dużej mierze oparty na ich zdolności do 

utrudniania komórkom bakteryjnym adhezji do powierzchni (Venkata Nancharaiah i in., 

2012). W związku z tym, ciecze jonowe mogą być wykorzystywane do syntezy 

materiałów lub powłok o właściwościach zapobiegających przyleganiu bakterii do 

podłoża (Anandkumar i in., 2020). Zdolność do eradykacji dojrzałych biofilmów 

wykazano m.in. dla imidazoliowych, piperydyniowych czy cholinowych cieczy 

jonowych (Anandkumar i in., 2020; Duman i in., 2019; Rita Pereira i in., 2021). Ciecze 

jonowe mogą także destabilizować strukturę biofilmu poprzez bezpośrednie 

oddziaływanie z elementami macierzy biofilmu, takimi jak zewnątrzkomórkowe DNA 

(Publikacja 2; Michalski, Odrzygóźdź, i in., 2023; Rita Pereira i in., 2021).  
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4. Cel pracy 

 

Pseudomonas aeruginosa jest oportunistycznym patogenem, który jest odpowiedzialny 

za istotny procent zakażeń wewnątrzszpitalnych. Niektóre z jego izolatów klinicznych 

i ich subpopulacje wykazują wysoką przeżywalność w obecności szerokiego spektrum 

antybiotyków zalecanych przez Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrażliwości 

EUCAST. W 2024 roku antybiotykooporne szczepy P. aeruginosa zostały przypisane 

przez Światową Organizację Zdrowia WHO do grupy patogenów o wysokim 

priorytecie dla prowadzenia badań nad ich zwalczaniem (World Health Organization, 

2024). Znalezienie terapii skutecznie zwalczającej antybiotykooporne szczepy 

P. aeruginosa stanowi istotne wyzwanie, ponieważ wymaga opracowania nowych 

związków przeciwdrobnoustrojowych należących nie tylko do grupy antybiotyków. 

Jedną z obiecujących grup związków hamujących wzrost patogenów bakteryjnych są 

ciecze jonowe, które w połączeniu z antybiotykami mogą wzmacniać ich działanie 

wobec lekoopornych bakterii. 

 

Głównym celem przeprowadzonych badań była ocena antybakteryjnego potencjału 

morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicydów w zwalczaniu lekoopornych 

szczepów Pseudomonas aeruginosa, w kontekście wykorzystania tych związków jako 

samodzielnych środków antybakteryjnych oraz jako adiuwantów w antybiotykoterapii. 

W ramach realizacji głównego celu badawczego zaplanowano cele szczegółowe: 

1. charakterystyka antybakteryjnego wpływu morfoliniowych cieczy jonowych 

na bazie herbicydów na wzrost i przeżywalność wybranych czterech szczepów 

(PAO1, LES B58, 39016, UCBPP-PA14) P. aeruginosa,  

2. ocena wpływu morfoliniowych cieczy jonowych na zjadliwość P. aeruginosa 

związaną ze zmianą poziomu syntezy niebiałkowego czynnika wirulencji, 

piocyjaniny, 

3. określenie przeciwbiofilmowych właściwości morfoliniowych cieczy jonowych 

na bazie herbicydów oraz ocena ich wpływu na tworzenie i aktywność 

metaboliczną biofilmów pałeczki ropy błękitnej, 

4. analiza występowania efektu synergicznego pomiędzy morfoliniowymi cieczami 

jonowymi na bazie herbicydów, a wybranymi antybiotykami, w zwalczaniu 

lekoopornych szczepów P. aeruginosa, 
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5. ocena aktywności hemolitycznej morfoliniowych cieczy jonowych na bazie 

herbicydów w stosunku do ludzkich erytrocytów. 
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5. Materiały i metody 

5.1. Szczepy Pseudomonas aeruginosa 

 

W badaniach wykorzystano cztery szczepy Pseudomonas aeruginosa: szczep 

modelowy PAO1, oraz szczepy LES B58, 39016 i UCBPP-PA14, o dużym znaczeniu 

klinicznym i badawczym. Szczepy bakteryjne zostały dobrane w taki sposób 

by jak najlepiej reprezentować biologiczną różnorodność występującą wśród gatunku 

P. aeruginosa. PAO1 jako szczep modelowy jest najczęściej wykorzystywanym 

izolatem w badaniach nad pałeczką ropy błękitnej. LES B58 stanowi szczep 

referencyjny w badaniach nad infekcjami dróg oddechowych pacjentów chorych 

na mukowiscydozę. Szczep UCBPP-PA14 jest obok PAO1 drugim najczęściej 

stosowanym w badaniach szczepem P. aeruginosa, wykorzystywanym głównie 

w kontekście studiów nad zjadliwością i czynnikami wirulencji P. aeruginosa. Szczep 

39016 jest przedstawicielem P. aeruginosa odpowiedzialnym za trudne w leczeniu 

infekcje narządów wzroku. Genomy wszystkich wykorzystanych szczepów zostały 

sekwencjonowane, a ich sekwencje są powszechnie dostępne w publicznych bazach 

danych. Wybrane szczepy charakteryzują się znacznym zróżnicowaniem pod względem 

szybkości wzrostu bakteryjnego, wydajności tworzenia biofilmu, zdolności syntezy 

różnorodnych czynników wirulencji czy oporności na antybiotyki. 

5.2. Ciecze jonowe 

 

W badaniach wykorzystano zestaw 12 morfoliniowych cieczy jonowych 

zsyntetyzowanych na bazie herbicydów z grupy regulatorów wzrostu. W skład każdej 

z badanych cieczy jonowych wchodził jeden z dwóch kationów: kation 

4,4-didecylomorfoliniowy [Dec2Mor]+ lub kation 4-decylo-4-etylomorfoliniowy 

[DecEtMor]+. Kationy sparowane były z jednym z sześciu anionów pochodzenia 

herbicydowego: anionem 2,4-dichlorofenoksyoctanu [2,4-D]-; anionem 

4-chlorofenoksyoctanu [4-CPA]-; anionem dichloropirydyno-2-karboksylanu 

[Chlopyralid]-; anionem 3,6-dichloro-2-metoksybenzoesanu [Dikamba]-; anionem 

4-chloro-2-metylofenoksyoctan [MCPA]-; lub anionem (±)-2-(4-chloro-2-

metylofenoksy)propionianu [MCPP]-. Pełna lista cieczy jonowych wraz ze wzorami 

strukturalnymi została zamieszczona w Tabeli 1 w Publikacji 1. 
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5.3. Antybiotyki 

 

Do badania występowania synergii między cieczami jonowymi a antybiotykami, oraz 

w celu określenia profili antybiotykooporności badanych szczepów P. aeruginosa, 

wykorzystano 11 antybiotyków o zróżnicowanej strukturze i sposobie działania: 

amikacynę, aztreonam, cefoperazon, ceftazydym, cyprofloksacynę, kolistynę, 

lewofloksacynę, meropenem, ofloksacynę, piperacylinę oraz tobramycynę. Listę 

antybiotyków, wraz z zaznaczoną przynależnością do konkretnej grupy antybiotyków 

oraz przypisanym mechanizmem działania, przedstawiono w Tabeli S2 materiałów 

dodatkowych dołączonych do Publikacji 3. 

5.4. Przygotowanie kultur bakteryjnych 

 

Kultury P. aeruginosa prowadzono w pożywce tryptonowo-sojowej uzupełnionej 0,6% 

ekstraktem drożdżowym (TSB-Y, ang. tryptic soy broth with yeast extract). 

Szczegółowy skład pożywki był następujący (g/L): pepton sojowy, 3; D(+)-glukoza, 

2,5; pepton kazeinowy, 17; fosforan dipotasu, 2,5; chlorek sodu, 5; ekstrakt 

drożdżowy, 6. pH pożywki wyrównano do 7,3±0,2. Do posiewów na podłożu stałym 

wykorzystywano pożywkę o tym samym składzie z dodatkiem 1,6 % agaru (TSA-Y, 

ang. tryptic soy agar with yeast extract). Płynne hodowle P. aeruginosa przygotowano 

przez przeniesienie pojedynczej kolonii bakteryjnej z podłoża stałego do pożywki 

płynnej. Tak przygotowane hodowle inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 

37 °C, z wytrząsaniem. 

5.5. Ocena antybakteryjnego działania cieczy jonowych 

 

Oceny antybakteryjnego działania cieczy jonowych i antybiotyków dokonano poprzez 

oznaczenie dwóch parametrów: minimalnego stężenia hamującego (MIC ang. minimum 

inhibitory concentration), które odpowiada najmniejszemu stężeniu substancji 

zdolnemu do zahamowania wzrostu mikroorganizmów; oraz minimalnego stężenia 

bakteriobójczego (MBC ang. minimum bactericidal concentration), które odpowiada 

najmniejszemu stężeniu substancji prowadzącemu do śmierci co najmniej 99,9% 

bakterii.  
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5.5.1. Wyznaczanie wartości MIC 

Wartości MIC cieczy jonowych i antybiotyków wyznaczano z wykorzystaniem metody 

seryjnych rozcieńczeń w płytkach 96-dołkowych. W skrócie, do dołków z pierwszego 

rzędu dodawano po 80 µL badanych związków, zaś pozostałe dołki uzupełniano 40 µL 

pożywki TSB-Y. Następnie, zaczynając od pierwszego rzędu przenoszono po 40 µL 

roztworu do kolejnych rzędów, wykonując serię dwukrotnych rozcieńczeń. Dołki 

w ostatnim rzędzie nie zawierały badanych związków i służyły jako próby kontrolne. 

Pożywkę TSB-Y, zawierającą 0,02 mg/mL resazuryny lub bez resazuryny, 

zaszczepiano płynnymi kulturami szczepów P. aeruginosa i dodawano do dołków 

(160 µL). Płytki inkubowano przez 18 godzin, w temperaturze 37°C z wytrząsaniem. 

W przypadku metody z resazuryną wzrost bakteryjny powodował zmianę koloru 

pożywki z ciemnoniebieskiego na różowy, na skutek redukcji barwnika przez bakterie. 

W przypadku metody bez resazuryny, wzrost bakteryjny określano poprzez pomiar 

gęstości optycznej hodowli (OD600) na czytniku mikropłytek. Najniższe stężenie cieczy 

jonowej lub antybiotyku, dla którego nie zaobserwowano wzrostu kultury, zostało 

oznaczone jako MIC. Początkowa liczba bakterii w każdym dołku wynosiła 

5 x 105 jtk/mL. Najwyższe badane stężenie w przypadku cieczy jonowych wynosiło 

1024 mg/L (ppm). 

5.5.2. Wyznaczanie wartości MBC 

Do wyznaczenia wartości MBC badanych związków wykorzystano mikropłytki 

z oznaczeń MIC. Z dołków, w których nie zaobserwowano wzrostu bakterii, pobierano 

po 10 µL hodowli i nanoszono je na płytki ze stałym podłożem TSA-Y. Płytki 

inkubowano przez noc w temperaturze 37 °C. Najniższe stężenie, dla którego nie 

zaobserwowano wzrostu kolonii bakteryjnych oznaczono jako MBC. 

5.6. Ilościowe oznaczanie piocyjaniny 

 

Wpływ ILs na syntezę piocyjaniny przez P. aeruginosa został zbadany po całonocnej 

inkubacji badanych szczepów z cieczami jonowymi w stężeniach równych ½ i ¼ MIC. 

W przypadku cieczy jonowych, których wartości MIC wykraczały poza sprawdzany 

zakres stężeń, jako ½ i ¼ MIC przyjęto dwa najwyższe stężenia - 1024 i 512 mg/L. 

Piocyjaninę oznaczono metodą spektrofotometryczną po uprzednim przeprowadzeniu 

dwuetapowej ekstrakcji chloroformem i roztworem HCl (0,2N). Próby przygotowano 

poprzez inokulację 3 ml pożywki TSB-Y płynnymi hodowlami P. aeruginosa 

do gęstości optycznej OD600 = 0,01. Zaszczepione próby zawierające ½ i ¼ MIC cieczy 
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jonowych oraz próby kontrolne inkubowano przez 20 godzin w temperaturze 37 °C, 

z wytrząsaniem przy obrotach 150 rpm. Po inkubacji pobierano po 500 µL z każdej 

badanej próby i dwukrotnie rozcieńczono w pożywce TSB-Y, celem pomiaru gęstości 

optycznej hodowli (OD600). Pozostałą część próby wirowano, a supernatant 

przenoszono do probówki zawierającej 1,5 mL chloroformu. Próby worteksowano, 

otrzymane emulsje wirowano przez 10 minut przy 10 000 rpm celem rozdzielenia faz. 

Fazę organiczną zawierającą piocyjaninę przenoszono do nowych probówek, dodawano 

do niej 750 µL 0,2N roztworu HCl, worteksowano i wirowano przez 2 minuty przy 

10 000 rpm. Następnie zbierano fazę wodną i mierzono absorbcję prób dla fali 

o długości 520 nm.  

5.7. Pomiar aktywności dehydrogenaz 

 

Do określenia wpływu cieczy jonowych na ogólną aktywność metaboliczną i żywotność 

mikroorganizmów wykorzystano test TTC mierzący zdolność dehydrogenaz 

bakteryjnych do redukcji chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowym (TTC). Pomiar 

aktywności metabolicznej P. aeruginosa został przeprowadzony po 20 godzinach 

inkubacji badanych szczepów z cieczami jonowymi w stężeniach równych ½ i ¼ MIC. 

W przypadku cieczy jonowych, których wartości MIC wykraczały poza sprawdzany 

zakres stężeń, jako ½ i ¼ MIC przyjęto dwa najwyższe stężenia - 1024 i 512 mg/L. 

W skrócie, do probówek dodawano po 1 mL pożywki TSB-Y zawierającej ciecze 

jonowe o końcowym stężeniu równym ½ i ¼ MIC, a następnie próby zaszczepiano 

płynnymi hodowlami P. aeruginosa do gęstości optycznej OD600 = 0,01. Próby 

inkubowano przez noc w temperaturze 37 °C z wytrząsaniem, po czym dodawano 

do nich po 1 mL 1% roztworu TTC. Próby inkubowano ponownie przez 30 minut, 

w tych samych warunkach. Na tym etapie bezbarwny i rozpuszczalny TTC był 

redukowany przez aktywne metabolicznie komórki do czerwonego 

i nierozpuszczalnego w wodzie formazanu. Po inkubacji hodowle wirowano przez 

2 minuty przy 14 000 rpm, a uzyskany osad rozpuszczano w 2 mL 96% etanolu. 

Po całkowitym rozpuszczeniu formazanu w etanolu próby ponownie wirowano w celu 

usunięcia osadu komórkowego. Absorbcję prób mierzono dla fali o długości 495 nm. 
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5.8. Oznaczanie biofilmu bakteryjnego 

 

Wpływ cieczy jonowych na tworzenie biofilmu przez P. aeruginosa zbadano 

z wykorzystaniem barwienia fioletem krystalicznym (CV) i testu TTC. Barwienie 

fioletem krystalicznym pozwalało oznaczyć ilość uformowanej biomasy, natomiast test 

TTC pozwalał na ocenę aktywności metabolicznej komórek bakteryjnych w biofilmach. 

Studzienki płytki wielodołkowej zawierające 10 µL odpowiednich cieczy jonowych 

uzupełniono 190 µL pożywki TSB-Y zaszczepionej płynną hodowlą P. aeruginosa. 

Końcowa liczba bakterii w każdym dołku wynosiła 106 jtk/mL, a końcowe stężenie ILs 

wynosiło ½ MIC. W przypadku cieczy jonowych, których wartości MIC wykraczały 

poza sprawdzany zakres stężeń, jako ½ MIC przyjęto najwyższe stężenie - 1024 mg/L. 

W każdej płytce znajdowały się trzy rodzaje prób kontrolnych: zaszczepiona kontrola 

pozytywna bez cieczy jonowych, kontrola negatywna z cieczami jonowymi w pożywce 

i kontrola negatywna z samą pożywką. Tak przygotowane płytki inkubowano 

w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Po inkubacji mierzono gęstość optyczną 

hodowli za pomocą czytnika mikropłytek w celu oceny wzrostu bakterii. Po usunięciu 

pożywki biofilm bakteryjny trzykrotnie płukano roztworem PBS w celu usunięcia 

niezwiązanych komórek. Przemyte biofilmy były poddawane barwieniu fioletem 

krystalicznym lub inkubowane z TTC. W przypadku barwienia fioletem krystalicznym 

biofilm wybarwiano 0,1% roztworem fioletu krystalicznego przez 15 minut. 

Po usunięciu roztworu płytki płukano trzykrotnie roztworem PBS celem usunięcia 

niezwiązanego barwnika. Związany z biofilmem fiolet krystaliczny był rozpuszczany 

w 99,8% etanolu, a ilość wytworzonej biomasy określano spektrofotometrycznie dla fali 

o długości 570 nm. W teście TTC do dołków dodawano po 200 µL pożywki TSB-Y 

zawierającej 0,2 % TTC, a następnie inkubowano w temperaturze 37°C przez 5 h, 

w ciemności. Na tym etapie bezbarwny i rozpuszczalny TTC był redukowany przez 

aktywne metabolicznie komórki do czerwonego i nierozpuszczalnego w wodzie 

formazanu. Po inkubacji płytki wirowano, a osadzone kryształki formazanu 

rozpuszczano w 99,8% etanolu. Po ponownym zwirowaniu supernatant przenoszono na 

nową płytkę i mierzono absorbcję dla fali o długości 570 nm. Wpływ cieczy jonowych 

na tworzenie biofilmu wyrażono jako stosunek absorbcji prób traktowanych cieczami 

jonowymi do absorbcji nietraktowanej kontroli, korzystając ze wzoru: 

𝐵𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚 [%] =
𝐴𝑃𝑟ó𝑏𝑎 𝑧 𝑐𝑖𝑒𝑐𝑧ą 𝑗𝑜𝑛𝑜𝑤ą − 𝐴𝑃𝑜ż𝑦𝑤𝑘𝑎 𝑧 𝑐𝑖𝑒𝑐𝑧ą 𝑗𝑜𝑛𝑜𝑤ą

𝐴𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎 𝑝𝑜𝑧𝑦𝑡𝑦𝑤𝑛𝑎 − 𝐴𝑃𝑜ż𝑦𝑤𝑘𝑎
× 100% 
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5.9. Ocena występowania efektu synergii 

 

Występowanie synergii w kombinacjach cieczy jonowych i antybiotyków zbadano 

metodą szachownicy (ang. checkerboard assay). Aby zawęzić liczbę testowanych 

kombinacji początkowo zbadano jedynie mieszaniny dla których stężenia obu 

składników wynosiły ½ MIC. Do dalszych testów metodą szachownicy wybrano 

jedynie te kombinacje, które wykazały zdolność hamowania wzrostu bakterii podczas 

etapu wstępnego. W skrócie, mieszaniny cieczy jonowych i antybiotyków 

przygotowano w pożywce TSB-Y poprzez wykonanie serii seryjnych rozcieńczeń w 

płytkach 96-dołkowych. Następnie, wszystkie dołki zaszczepiono badanymi szczepami 

P. aeruginosa do końcowej liczby komórek 5 x 105 jtk/mL. Stężenia składników 

mieszanin wynosiły od ½ MIC do 1⁄64 MIC. Płytki inkubowano przez 24 godziny 

w temperaturze 37 °C z wytrząsaniem. Pomiaru gęstości optycznej hodowli 

dokonywano za pomocą czytnika mikropłytek przed rozpoczęciem i po zakończeniu 

inkubacji. Jako kryterium inhibicji wzrostu bakteryjnego przyjęto różnicę w gęstości 

optycznej OD600 mniejszą niż 0,1. Dla prób z odnotowaną inhibicją obliczano indeks 

frakcyjnego stężenia hamującego (FICI, ang. fractional inhibitory concentration index) 

przy użyciu wzoru:  

𝐹𝐼𝐶𝐼 =
𝑀𝐼𝐶𝐶𝑖𝑒𝑐𝑧𝑦 𝑗𝑜𝑛𝑜𝑤𝑒𝑗 𝑤 𝑘𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑗𝑖

𝑀𝐼𝐶𝑆𝑎𝑚𝑒𝑗 𝑐𝑖𝑒𝑐𝑧𝑦 𝑗𝑜𝑛𝑜𝑤𝑒𝑗
+

𝑀𝐼𝐶𝐴𝑛𝑡𝑦𝑏𝑖𝑜𝑡𝑦𝑘𝑢 𝑤 𝑘𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑗𝑖

𝑀𝐼𝐶𝑆𝑎𝑚𝑒𝑔𝑜 𝑎𝑛𝑡𝑦𝑏𝑖𝑜𝑡𝑦𝑘𝑢
 

 

Występowanie efektu synergii określano na podstawie uzyskanych wartości FICI 

zgodnie z kryteriami: FICI ≤ 0,5 – synergia; 0,5 < FICI ≤ 1 – efekt addytywny. 

Wszystkie kombinacje, które wykazały działanie synergiczne lub addytywne, były 

sprawdzane w trzech powtórzeniach.  

5.10. Aktywność hemolityczna 

 

Aktywność hemolityczną cieczy jonowych oceniano dla krwi pełnej oraz dla samych 

erytrocytów. Ludzkie erytrocyty przygotowano poprzez odwirowanie krwi przy 800 g 

przez 10 minut i trzykrotne przemycie roztworem PBS (pH 7,4). Po płukaniu erytrocyty 

zawieszano w 2% PBS (v/v). W przypadku krwi pełnej procedura płukania została 

pominięta, a próbka rozcieńczona przed testem 1:1 roztworem PBS. Dwukrotne seryjne 

rozcieńczenie 10 µL cieczy jonowych przeprowadzono w mikropłytce do której dodano 
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90 µL krwi pełnej lub przemytych erytrocytów. Jako kontrolę pozytywną i negatywną 

zastosowano kolejno 1% Triton X-100 i roztwór PBS. Płytki inkubowano przez godzinę 

w temperaturze 37 °C, a następnie odwirowywano z prędkością 800 g przez 10 minut. 

Z każdej studzienki pobrano po 60 µl supernatantu i przeniesiono do nowej płytki. 

Absorbcję prób mierzono za pomocą czytnika mikropłytek dla fali o długości 570 nm. 

Wartości odczytane dla prób z Triton X-100 i PBS uznano za odpowiadające kolejno 

całkowitej hemolizie i brakowi hemolizy. Procent lizy erytrocytów mierzono według 

następującego wzoru: 

𝐻𝑒𝑚𝑜𝑙𝑖𝑧𝑎 [%] =
𝐴570 𝑃𝑟ó𝑏𝑎 𝑧 𝑐𝑖𝑒𝑐𝑧ą 𝑗𝑜𝑛𝑜𝑤ą − 𝐴570 𝑃𝑟ó𝑏𝑎 𝑧 𝑃𝐵𝑆

𝐴570 𝑃𝑟ó𝑏𝑎 𝑧 𝑇𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛 𝑋−100 − 𝐴570 𝑃𝑟ó𝑏𝑎 𝑧 𝑃𝐵𝑆
× 100% 
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6. Omówienie uzyskanych wyników 

6.1. Minimalne stężenie hamujące oraz minimalne stężenie bakteriobójcze 

dla cieczy jonowych wobec P. aeruginosa – Publikacja 1 

 

W celu określenia antybakteryjnych właściwości morfoliniowych cieczy jonowych 

dla każdego związku wyznaczono wartości MIC i MBC wobec czterech szczepów 

Pseudomonas aeruginosa - PAO1, LES B58, 39016, UCBPP-PA14. Zaobserwowano, 

że antybakteryjne działanie badanych cieczy jonowych jest silnie zależne od struktury 

kationu (Publikacja 1, Fig. 2; Materiały dodatkowe, Tabela S1). Ciecze jonowe 1-6 

zawierające kation [DecEtMor]+ nie wykazały zdolności do zahamowania wzrostu 

P. aeruginosa w badanym zakresie stężeń (max. 1024 mg/L (ppm)), za wyjątkiem 

związku [DecEtMor][Chlopyralid] (IL 3), który był w stanie doprowadzić do inhibicji 

wzrostu szczepów PAO1 i UCBPP-PA14 w najwyższym badanym stężeniu, oraz 

szczepu LES B58 w stężeniu 768 mg/L. Ciecze jonowe 7-12 z kationem [Dec2Mor]+ 

wykazały wysoką toksyczność wobec trzech badanych szczepów (PAO1, LES B58 

i UCBPP-PA14), a ich wartości MIC mieściły się w zakresie od 11 do 75 mg/L. Szczep 

39016 okazał się być wysoce oporny na działanie wszystkich badanych cieczy 

jonowych, wykazując jedynie niewielką podatność na działanie wysokich stężeń 

[Dec2Mor][Chlopyralid] (IL 9) (średnia wartość MIC 853 mg/L) (Publikacja 1, 

Fig. 2a; Materiały dodatkowe, Tabela S1). Wyznaczone wartości MBC były zbliżone 

do wartości MIC i nie przekraczały ich dwukrotności (Publikacja 1, Fig. 2b; 

Materiały dodatkowe, Tabela S1).  

Oba kationy wchodzące w skład badanych cieczy jonowych różniły się długością 

łańcuchów bocznych podstawionych do centralnego atomu azotu pierścienia 

morfoliniowego. Kationy [Dec2Mor]+ o wysokiej skuteczności antybakteryjnej 

zawierały dwa długie dziesięciowęglowe podstawniki, podczas gdy kationy 

[DecEtMor]+ zawierały jedną grupę decylową i etylową. Tym samym wykazano, 

że zdolność badanych cieczy jonowych do zahamowania wzrostu P. aeruginosa zależy 

od liczby długich alkilowych podstawników przyłączonych do kationu. Uzyskane 

rezultaty zgadzają się z opisanym w literaturze trendem wzrastającej aktywności 

antybakteryjnej cieczy jonowych wraz ze zwiększeniem liczby długich łańcuchów 

bocznych podstawionych do kationu (Sommer i in., 2018). Analiza wartości MIC 

wskazała też na pozytywny wpływ anionu chlopyralidu na wzrost skuteczności 

badanych związków w hamowaniu wzrostu P. aeruginosa. Efekt anionu miał jednak 
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charakter drugorzędny w porównaniu do dominującej roli kationu. Ciecze jonowe 

hamujące wzrost bakterii, wykazały również wysoki potencjał bakteriobójczy, o czym 

świadczą wartości MBC zbliżone do wartości MIC. Zaobserwowany efekt kationu oraz 

chlopyralidu został później potwierdzony w badaniach nad przeżywalnością 

i hamowaniem wzrostu pięciu innych gatunków bakterii (Listeria monocytogenes, 

Salmonella enterica, Escherichia coli, Lactococcus lactis i Pseudomonas syringae) oraz 

w testach inhibicji aktywności polimerazy DNA (Michalski, Sommer, i in., 2023). 

Wskazuje to na uniwersalny charakter zależności strukturalnych warunkujących 

antybakteryjne działanie morfoliniowych cieczy jonowych. Odnotowana wysoka 

tolerancja szczepu 39016 wskazała na istnienie szczepowo specyficznej oporności na 

morfoliniowe ciecze jonowe bakterii P. aeruginosa. Choć przyczyny niewrażliwości 

szczepu 39016 nie zostały zidentyfikowane, to mogą mieć one związek z różnicami 

w budowie LPS, występującymi między szczepami, lub z obecnością specyficznych 

białek błonowych warunkujących oporność, takich jak niektóre pompy wielolekowe 

(Cullen i in., 2015; Mester, Gundolf, i in., 2015). 

6.2. Zmiany aktywności dehydrogenaz bakteryjnych P. aeruginosa po 

traktowaniu cieczami jonowymi – Publikacja 1 

 

W celu oceny wpływu cieczy jonowych na aktywności metaboliczną P. aeruginosa 

oznaczono zmiany aktywności bakteryjnych dehydrogenaz po traktowaniu cieczami 

jonowymi w stężeniach niższych niż MIC (Publikacja 1, Fig. 3). Wzrost aktywności 

metabolicznej odnotowano jedynie dla szczepu PAO1 po traktowaniu ¼ MIC cieczy 

jonowej [Dec2Mor][Dikamba] (IL 10), natomiast obecność ¼ MIC związków 

[Dec2Mor][2,4-D], [Dec2Mor][4-CPA] i [Dec2Mor][MCPA] (IL 7, 8 i 11) nie wywołała 

znaczących zmian u tego szczepu względem kontroli. Pozostałe ciecze jonowe 

prowadziły do znacznego spadku aktywności metabolicznej szczepów P. aeurignosa, 

a efekt inhibicji był wyraźnie mocniejszy dla ½ MIC. Niemniej, znaczne zahamowanie 

aktywności dehydrogenaz było widoczne już w obecności ¼ MIC cieczy jonowych. 

W przypadku szczepów PAO1 i LES B58 ciecze jonowe z kationem [DecEtMor]+ 

powodowały silniejszą inhibicję niż związki z kationem [Dec2Mor]+. Największy 

spadek aktywności metabolicznej szczepu PAO1 zaobserwowano dla ½ MIC cieczy 

jonowych 1-6, natomiast szczepu LES B58 dla ½ MIC związków [DecEtMor][2,4-D], 

[DecEtMor][Chlopyralid] i [DecEtMor][MCPA] (IL 1, 3 i 5). Odwrotnie do tego, 

silniejszy spadek aktywności dehydrogenaz szczepu UCBPP-PA14 wystąpił 
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w obecności ½ MIC cieczy jonowych 7-12 z kationem [Dec2Mor]+. W przypadku 

szczepu 39016 wszystkie ciecze jonowe zmniejszały aktywność dehydrogenaz 

w zakresie od 85 do 97% dla obu badanych stężeń (Publikacja 1, Fig. 3).  

Aktywność dehydrogenaz bakteryjnych stosowana jest jako miara ogólnej aktywności 

metabolicznej mikroorganizmów oraz ich żywotności (Kumar i Tarafdar, 2003). 

Uzyskane wyniki wskazują, że ciecze jonowe mogą ograniczać metabolizm 

P. aeruginosa nawet w stężeniach, które nie wpływają negatywnie na wzrost bakterii. 

Dodatkowo spadek aktywności metabolicznej był obserwowany zarówno dla związków 

o silnym działaniu antybakteryjnym, jak i tych niezdolnych do zahamowania wzrostu 

P. aeruginosa, co sugeruje, że charakter inhibicji metabolizmu bakteryjnego jest 

niezależny od wpływu cieczy jonowych na wzrost mikroorganizmów. Świadczy też 

o tym znaczny spadek aktywności metabolicznej odnotowany dla szczepu 39016, który 

charakteryzował się wysoką opornością na ciecze jonowe w trakcie oznaczania MIC 

i MBC (Publikacja 1, Fig. 2; Materiały dodatkowe, Tabela S1). 

6.3. Oznaczenie zawartości piocyjaniny w kulturach traktowanych cieczami 

jonowymi – Publikacja 1 

 

Aby określić potencjał cieczy jonowych do zmniejszania wirulencji P. aeruginosa 

wykonano ilościowe oznaczenia piocyjaniny wytwarzanej przez badane patogeny 

w obecności cieczy jonowych o stężeniach równych ½ i ¼ MIC (Publikacja 1, Fig. 4). 

Badane szczepy różniły się między sobą zdolnością do syntezy piocyjaniny. Najbardziej 

wydajnym producentem tego barwnika okazał się być szczep LES B58. Szczep PAO1, 

pomimo posiadania zdolności do syntezy piocyjaniny (zaobserwowanej w płytkach 

96 dołkowych poprzez zmianę koloru pożywki na zielony), nie wytwarzał jej 

w warunkach wybranych do oznaczeń ilościowych. W związku z tym, testy inhibicji 

syntezy piocyjaniny zostały przeprowadzone jedynie dla szczepów LES B58, 39016 

i UCBPP-PA14 (Publikacja 1, Fig. 4). Wszystkie badane ciecze jonowe prowadziły do 

spadku ilości piocyjaniny w zakresie od 35% do 100% względem kontroli. Jedynie w 

przypadku szczepu LES B58 traktowanego ½ MIC [DecEtMor][Chlopyralid] (IL 3) 

inhibicji piocyjaniny towarzyszył spadek gęstości kultur. W pozostałych przypadkach 

wzrost bakterii był porównywalny do prób kontrolnych. Inhibicja syntezy piocyjaniny 

była zależna od zastosowanego stężenia cieczy jonowej. Dla większość prób silniejsza 

inhibicja była obserwowana dla ½ MIC. Związki 7-12 z kationem [Dec2Mor]+ były 

w stanie całkowicie zahamować syntezę piocyjaniny w szczepach 39016 
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i UCBPP-PA14 w obu badanych stężeniach (Publikacja 1, Fig. 4b,c). Pozostałe ciecze 

jonowe prowadziły do znacznej, choć nie całkowitej, inhibicji. W przypadku szczepu 

LES B58 wszystkie badane związki hamowały syntezę piocyjaniny w podobnym 

stopniu (Publikacja 1, Fig. 4a).  

W przeprowadzonym badaniu po raz pierwszy udało się wykazać zdolność cieczy 

jonowych do obniżania zjadliwości bakterii patogennych P. aeruginosa poprzez 

inhibicję syntezy czynników wirulencji, na przykładzie piocyjaniny. Uruchomienie 

syntezy piocyjaniny jest zależne od gęstości hodowli bakteryjnej (Schaber i in., 2004). 

Jednocześnie, tylko w jednej próbie zaobserwowano zahamowanie wzrostu 

bakteryjnego po traktowaniu cieczami jonowymi. Tym samym odnotowany spadek 

ilości piocyjaniny nie był związany ze śmiercią komórek, a wynikał bezpośrednio 

z oddziaływania cieczy jonowych na bakterie. Zaobserwowana inhibicja może być 

potencjalnie związana ze spadkiem aktywności metabolicznej mikroorganizmów 

wykazanym w testach z użyciem TTC.  

6.4. Wyznaczenie minimalnego stężenia hamującego antybiotyków – 

Publikacja 3 

 

Celem określenia profili antybiotykooporności badanych szczepów P. aeruginosa 

przeprowadzono testy wrażliwości na 11 antybiotyków o zróżnicowanej strukturze 

i mechanizmie działania (Publikacja 3; Materiały dodatkowe, Tabela S2). Oporność 

badanych szczepów określono na podstawie wartości granicznych MIC (ang. MIC 

breakpoints) podanych przez Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrażliwości 

EUCAST (ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 

dla gatunku P. aeruginosa (Publikacja 3; Materiały dodatkowe, Tabela S3). 

Największą oporność na antybiotyki wykazał szczep LES B58, który był oporny na 

działanie 9 z 11 użytych antybiotyków (amikacynę, aztreonam, ceftazydym, 

cyprofloksacynę, kolistynę, lewofloksacynę, ofloksacynę, piperacylinę i tobramycynę). 

Szczep PAO1 był najbardziej wrażliwy na działanie antybiotyków wykazując oporność 

jedynie na ceftazydym, kolistynę i piperacylinę. Szczepy 39016 i UCBPP-PA14 były 

niewrażliwe na działanie kolejno 6 i 5 testowanych antybiotyków w tym na aztreonam, 

ceftazydym, kolistynę i tobramycynę. Wszystkie badane szczepy były oporne 

na kolistynę i ceftazydym, oraz podatne na działanie meropenemu (Publikacja 3; 

Materiały dodatkowe, Tabela S3). Na podstawie uzyskanych wyników określono 

profile wielolekooporności badanych szczepów stosując klasyfikację zaproponowaną 
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dla P. aeruginosa przez Magiorakos i in., 2012. Szczepy LES B58, 39016 

i UCBPP-PA14 zostały sklasyfikowane jako szczepy wielolekooporne/ o potencjalnie 

rozszerzonej oporności (MDR/ potencjalnie XDR), natomiast szczep PAO1 jako 

potencjalnie wielolekooporny (potencjalnie MDR) (Publikacja 3; Materiały 

dodatkowe, Tabela S4). 

6.5. Oznaczenie ilości i aktywności metabolicznej biofilmów bakteryjnych – 

Publikacja 3 

 

W celu określenia przeciwbiofilmowych właściwości cieczy jonowych wykonano 

ilościowe oznaczenia biofilmów wytworzonych przez P. aeruginosa w obecności 

cieczy jonowych oraz zbadano ich aktywność metaboliczną. Oznaczeń dokonano 

dla cieczy jonowych w stężeniach równych ½ MIC (Publikacja 3, Tabela 1). Badane 

szczepy różniły się między sobą wydajnością tworzenia biofilmu (Publikacja 3, 

Fig. 1). Spośród nich, szczep PAO1 wytwarzał średnio dwa razy więcej biofilmu niż 

pozostałe izolaty. Porównując mediany ilości wytworzonej biomasy, szczep 

UCBPP-PA14 okazał się być najsłabszym producentem biofilmu. Zaobserwowano, 

że morfoliniowe ciecze jonowe mogą hamować tworzenie biofilmu przez P. aeruginosa 

w stężeniach niższych niż MIC (Publikacja 3, Fig. 2). W przypadku szczepów 

LES B58 i UCBPP-PA14 wszystkie badane ciecze jonowe prowadziły do znacznego 

zahamowania ilości wytworzonego biofilmu, powodując jednoczesny spadek 

żywotności bakterii wchodzących w jego skład (Publikacja 3, Fig. 2a,b). Dla szczepu 

39016 zaobserwowano zmniejszenie ilości biofilmu i zahamowanie jego metabolicznej 

aktywności po traktowaniu cieczami jonowymi 1-6 z kationem [DecEtMor]+. Z kolei 

związki z kationem [Dec2Mor]+, za wyjątkiem [Dec2Mor][MCPA] (IL 11), istotnie 

zwiększały ilość wytworzonego biofilmu przez ten szczep (Publikacja 3, Fig. 2c). 

Te same ciecze jonowe w badanych stężeniach powodowały zmętnienie pożywki, 

prowadząc do wysokich odczytów kontroli negatywnych podczas barwienia fioletem 

krystalicznym. W związku z tym, aby określić rolę badanych związków w indukcji 

tworzenia biofilmu przez szczep 39016 przeprowadzono dodatkowe testy agregacji. 

Wykazano, że wysokie stężenia cieczy jonowych z kationem [Dec2Mor]+ są w stanie 

indukować powstawanie agregatów w kulturach bakteryjnych (Publikacja 3, Fig. 4). 

Choć osady były obecne zarówno w kontrolach bakteryjnych bez dodatku cieczy 

jonowych jak i w sterylnych pożywkach zawierających badane związki, to wielkość 

powstałych osadów była zdecydowanie mniejsza w porównaniu do kultur bakteryjnych 



36 
 

traktowanych cieczami jonowymi (Publikacja 3, Fig. 4). Świadczy to o tym, 

że wysokie dawki cieczy jonowych z kationem [Dec2Mor]+ stymulują agregację 

komórek i powstawanie osadu bakteryjnego. Jako, że obecność osadu i procesy 

agregacyjne sprzyjają powstawaniu biofilmu bakteryjnego, obserwowany wzrost ilości 

biomasy szczepu 39016 można przypisać procesom agregacji i wytrącania 

stymulowanym przez badane związki. Równocześnie, te same ciecze jonowe 

prowadziły do spadku aktywności metabolicznej biofilmów szczepu 39016 

(Publikacja 3, Fig. 2c). Choć uzyskane wyniki są w pozornej sprzeczności, ilość 

biofilmu nie musi odpowiadać jego aktywności metabolicznej, a biofilmy o wysokiej 

biomasie często charakteryzują się niską aktywnością metaboliczną (Haney i in., 2018; 

Meissner i in., 2013). Dodatkowo martwe oraz nieaktywne metabolicznie komórki 

wchodzące w skład biomasy, odgrywają ważną rolę w rozwoju biofilmów bakteryjnych. 

W rzeczywistości, biofilmy o wysokiej zawartości biomasy mogą charakteryzować się 

znaczną przewagą komórek martwych nad żywymi w swojej strukturze, w porównaniu 

do mniej obfitych biofilmów, dających niższe wartości w metodzie barwienia fioletem 

krystalicznym (Desai i in., 2019).  

W przypadku szczepu PAO1 wykazano istotny statystycznie spadek ilości 

wytworzonego biofilmu dla związków [DecEtMor][2,4-D], [DecEtMor][4-CPA], 

[DecEtMor][Dikamba] i [DecEtMor][MCPP] (IL 1, 2, 4 i 6) (Publikacja 3, Fig. 2d). 

Zahamowanie aktywności metabolicznej zaobserwowano dodatkowo dla cieczy 

jonowych [DecEtMor][Chlopyralid] oraz [Dec2Mor][MCPP] (IL 3 i 12).  

Zestawiając ze sobą wyniki testów inhibicji biofilmu zidentyfikowano cztery ciecze 

jonowe, [DecEtMor][2,4-D], [DecEtMor][4-CPA], [DecEtMor][Dikamba] 

i [DecEtMor][MCPP] (IL 1, 2, 4 i 6), zdolne do hamowania tworzenia biofilmu przez 

wszystkie badane szczepy P. aeruginosa. Co zaskakujące, wszystkie z czterech cieczy 

jonowych zostały wcześniej zidentyfikowane jako związki o niskim potencjale 

hamującym wzrost P. aeruginosa (Publikacja 1, Fig. 2; Materiały dodatkowe, 

Tabela S1). Dane literaturowe wskazują, że długość łańcuchów bocznych warunkuje 

przeciwbiofilmowe właściwości cieczy jonowych w podobnym stopniu co ich zdolność 

do inhibicji wzrostu mikroorganizmów (Publikacja 2; Michalski, Odrzygóźdź, i in., 

2023). Jednakże przytoczone wnioski są oparte głównie na rezultatach testów inhibicji 

lub eradykacji biofilmu przeprowadzanych dla stężeń równych lub wyższych od MIC. 

Stąd raportowana wyższa skuteczność długołańcuchowych cieczy jonowych 

w zwalczaniu biofilmów wynika z niższych wartości MIC tych związków i stanowi 
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inny przejaw ich wysokiego potencjału do hamowania wzrostu bakteryjnego. 

W naszych badaniach wykorzystano stężenia niższe od MIC, stąd uzyskane wyniki nie 

stoją w sprzeczności z dostępnymi danymi. 

6.6. Analiza zależnego od stężenia wpływu cieczy jonowych na tworzenie 

biofilmu przez P. aeruginosa – Publikacja 3 

 

Cztery ciecze jonowe [DecEtMor][2,4-D], [DecEtMor][4-CPA], [DecEtMor][Dikamba] 

i [DecEtMor][MCPP] (IL 1, 2, 4 i 6), które wykazały zdolność hamowania tworzenia 

biofilmu u wszystkich badanych szczepów P. aeruginosa, zostały wybrane do badań 

nad wpływem stężenia cieczy jonowych na formowanie biofilmu. W przypadku szczepu 

LES B58 statystycznie istotny spadek ilości i aktywności metabolicznej biofilmów 

zaobserwowano tylko dla najwyższego badanego stężenia cieczy jonowych 

(Publikacja 3, Fig. 3a,b). Zmianom tym towarzyszył ponad 50% spadek gęstości 

optycznej kultur. Jednocześnie po traktowaniu bakterii cieczami jonowymi w stężeniach 

niższych niż 64 mg/L odnotowano wzrost ilości wytworzonego biofilmu (Publikacja 3, 

Fig. 3a). Podobnie, indukcję tworzenia biofilmu zaobserwowano dla szczepu 

UCBPP-PA14 przy stężeniu 16 mg/L (Publikacja 3, Fig. 3c). Najniższe stężenie 

skutecznie zmniejszające ilość i aktywność biofilmu formowanego przez szczep 

UCBPP-PA14 wynosiło 128 mg/L (Publikacja 3, Fig. 3c,d). Zarówno dla szczepu 

LES B58 jak i UCBPP-PA14 przyrostowi ilości biofilmu odnotowanemu dla niskich 

stężeń cieczy jonowych nie towarzyszył wzrost aktywności dehydrogenaz 

(Publikacja 3, Fig. 3b,d). W przypadku szczepów 39016 i PAO1 żadna spośród 

czterech badanych cieczy jonowych nie stymulowała tworzenia biofilmu przy niskich 

stężeniach (Publikacja 3, Fig. 3e,g). Najniższe stężenie hamujące tworzenie biofilmu 

przez szczep 39016 wyznaczono na - 512 mg/L dla [DecEtMor][2,4-D] (IL 1), 

128 mg/L dla [DecEtMor][4-CPA] (IL 2) i 64 mg/L dla [DecEtMor][Dikamba] (IL 4) 

oraz [DecEtMor][MCPP] (IL 6) (Publikacja 3, Fig. 3e). Najniższe stężenie  

powodujące istotny statystycznie spadek aktywności metabolicznej biofilmów szczepu 

39016 wyznaczono na - 64 mg/L dla [DecEtMor][2,4-D] (IL 1), 128 mg/L 

dla [DecEtMor][4-CPA] (IL 2) i 256 mg/ml dla [DecEtMor][Dikamba] (IL 4) 

oraz [DecEtMor][MCPP] (IL 6) (Publikacja 3, Fig. 3f). W przypadku szczepu PAO1 

wszystkie cztery ciecze jonowe prowadziły do istotnego zahamowania ilości 

wytworzonego biofilmu już przy dawce 128 mg/L, chociaż najwyższy stopień inhibicji 

odnotowano dla stężenia 256 mg/L (Publikacja 3, Fig. 3g). Jednocześnie dla 
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wszystkich badanych stężeń zaobserwowano istotny statystycznie spadek aktywności 

metabolicznej biofilmów PAO1, przy czym stopień inhibicji malał wraz ze spadkiem 

stężenia (Publikacja 3, Fig. 3h). Dodatkowo zbadano wpływ stężeń cieczy jonowych 

7-12 z kationem [Dec2Mor]+ na szczep 39016. Wzrost ilości biofilmu zaobserwowano 

jedynie dla najwyższego badanego stężenia, natomiast niższe dawki nie powodowały 

istotnych statystycznie zmian lub prowadziły do częściowej inhibicji tworzenia biofilmu 

(Publikacja 3, Fig. 3i). Tym samym uzyskane wyniki dostarczyły dodatkowych 

dowodów, że za indukcję tworzenia biofilmu przez szczep 39016 w obecności 

wysokich stężeń cieczy jonowych 7-12 odpowiada wspomniany efekt agregacji, który 

zanika wraz ze spadkiem stężenia.  

Wykazano, że wybrane morfoliniowe ciecze jonowe zachowują aktywność 

przeciwbiofilmową nawet w stężeniach znacznie niższych od MIC, co świadczy o ich 

wysokim potencjale do zwalczania biofilmu tworzonego przez P. aeruginosa. Z drugiej 

strony, przyrost biofilmu szczepów LES B58 i UCBPP-PA14 po traktowaniu niskimi 

stężeniami cieczami jonowymi, wskazuje na wystąpienie efektu hormezy i stymulujące 

działanie niewielkich dawek cieczy jonowych na tworzenie biofilmu. Z uwagi na brak 

zmian aktywności metabolicznej biofilmów odnotowanej dla indukujących stężeń 

cieczy jonowych można wnioskować, że obserwowany wzrost biomasy to efekt przede 

wszystkim zwiększenia ilości zewnątrzkomórkowych polimerów EPS syntetyzowanych 

przez bakterie. Podobny efekt promocji biofilmu był już obserwowany dla niektórych 

antybiotyków czy nanocząstek (Cui i in., 2018; Iavicoli i in., 2021), lecz nie dla cieczy 

jonowych. Tym samym jako pierwsi wykazaliśmy występowanie efektu hormezy 

dla cieczy jonowych w kontekście ich wpływu na tworzenie biofilmów bakteryjnych. 

6.7. Ocena występowania efektów synergii w kombinacjach cieczy jonowych 

i antybiotyków – Publikacja 3 

 

W celu określenia współdziałania cieczy jonowych z antybiotykami badano wpływ 132 

kombinacji cieczy jonowych i antybiotyków (użyto 12 cieczy jonowych 

i 11 antybiotyków) na hamowanie wzrostu czterech szczepów P. aeruginosa. 

Dla większości badanych kombinacji nie zaobserwowano dodatnich interakcji między 

cieczami jonowymi, a antybiotykami (Publikacja 3, Fig. 5). Co najmniej addytywny 

efekt odnotowano jedynie dla około 30% badanych mieszanin. Synergiczne 

współoddziaływanie było jeszcze rzadsze i zaobserwowano je tylko dla 11, 15 i 8 

kombinacji wobec odpowiednio szczepu LES B58, UCBPP-PA14 i PAO1 
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(Publikacja 3, Fig. 5a,b,d). W przypadku szczepu 39016 synergia między składnikami 

była zdecydowanie częstsza i wystąpiła w 26 kombinacjach (Publikacja 3, Fig. 5c). 

Ciecze jonowe 7-12 z kationem [Dec2Mor]+ wchodziły w dodatnie interakcje 

z antybiotykami kilka razy częściej wobec szczepów 39016 i UCBPP-PA14 oraz 

nieznacznie częściej dla szczepu PAO1 (Publikacja 3, Fig. 5b,c,d). W przypadku 

szczepu LES B58 najwięcej skutecznych kombinacji zawierało ciecz jonową 

[DecEtMor][Chlopyralid] (IL 3) (Publikacja 3, Fig. 5a). Dla żadnego szczepu nie 

odnotowano dodatnich interakcji pomiędzy cieczami jonowymi, a cefoperazonem 

i ceftazydymem (Publikacja 3, Fig. 6). Dodatkowo nie zaobserwowano synergii dla 

żadnej kombinacji zawierającej ofloksacynę lub cyprofloksacynę (Publikacja 3, 

Fig. 6b). Z drugiej strony, wszystkie mieszaniny cieczy jonowych z kolistyną 

wykazywały dodatnie, często synergiczne, interakcje. Ponadto jedyne kombinacje, dla 

których zaobserwowano efekt synergii wobec wszystkich badanych szczepów 

P. aeruginosa zawierały właśnie kolistynę oraz jedną z następujących cieczy jonowych: 

[Dec2Mor][2,4-D], [Dec2Mor][4-CPA], [Dec2Mor][Dikamba] lub [Dec2Mor][MCPP] 

(IL 7, 8, 10 i 12) (Publikacja 3, Fig. 6b). Dodatnie interakcje występowały też często 

pomiędzy cieczami jonowymi a amikacyną, piperacyliną i aztreonamem, oraz rzadziej 

z tobramycyną i meropenemem (Publikacja 3, Fig. 6). Uwzględniając wszystkie 

wyniki, najsilniejszą synergię zaobserwowano dla kombinacji aztreonamu 

z [Dec2Mor][2,4-D], [Dec2Mor][4-CPA] i [Dec2Mor][MCPP] wobec szczepu 39016. 

(Publikacja 3, Fig. 5c). 

Sumarycznie częstsze współdziałanie z antybiotykami związku [DecEtMor][Chlopyralid] 

oraz cieczy jonowych z kationem [Dec2Mor]+, może świadczyć o tym, że wyższa 

aktywność antybakteryjna cieczy jonowej sprzyja wystąpieniu co najmniej 

addytywnego efektu w kombinacji. Ponadto powszechne występowanie 

kolistyny   mieszaninach skutecznie hamujących wzrost bakterii wskazuje na kluczową 

rolę rodzaju antybiotyku w powstawaniu synergii. Kolistyna wiąże się ze strukturą LPS 

bakterii Gram-ujemnych, co prowadzi do przerwania ciągłości błon komórkowych 

(Andrade i in., 2020). Wysoka skuteczność tego antybiotyku w kombinacjach 

z morfoliniowymi cieczami jonowymi może wynikać z połączonego działania obu 

związków na błony bakteryjne. Efekt współdziałania kolistyny z cieczami jonowymi 

był wcześniej opisany dla soli z imidazoliowym, pyrolidyniowym i piperydyniowym 

kationem (Florio i in., 2020). Ponadto wykazano, że dodatek cieczy jonowych do 

polimyksyny B, należącej do tej samej grupy antybiotyków co kolistyna, prowadzi do 
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zwiększonej permeabilizacji błon lipidowych (Hanna i in., 2017). Obserwowany 

w badaniach efekt synergiczny może również wynikać z ułatwionej penetracji komórek 

przez ciecze jonowe na skutek destabilizacji warstwy LPS przez antybiotyk (Cole i in., 

2011). 

6.8. Analiza zmian wrażliwości P. aeruginosa na antybiotyki w obecności 

cieczy jonowych – Publikacja 3 

 

Wyniki badań synergii zestawiono z profilami antybiotykooporności badanych 

szczepów w celu oceny potencjalnej użyteczności stosowania morfoliniowych cieczy 

jonowych jako adiuwantów w zwalczaniu lekoopornych izolatów P. aeruginosa. 

Dla każdego lekoopornego szczepu P. aeruginosa udało się zidentyfikować co najmniej 

kilkanaście kombinacji cieczy jonowych z antybiotykami prowadzących do obniżenia 

oporności patogenu poniżej wartości granicznej MIC danego antybiotyku 

(Publikacja 3, Tabela 2). W najbardziej spektakularnych przypadkach dodatek cieczy 

jonowej prowadził do aż 64-krotnego spadku stężenia antybiotyku koniecznego do 

inhibicji wzrostu P. aeruginosa. W przypadku wszystkich szczepów opornych na 

kolistynę i piperacylinę znaleziono co najmniej jedną kombinację, dla której wartość 

MIC antybiotyku w mieszaninie spadła poniżej wartości granicznej. Ponadto część 

cieczy jonowych prowadziła do uwrażliwienia: szczepu LES B58 na działanie 

ofloksacyny, szczepu UCBPP-PA14 na cyprofloksacynę i lewofloksacynę, oraz szczepu 

39016 na działanie aztreonamu, lewofloksacyny i tobramycyny. Związki 

[DecEtMor][Chlopyralid], [Dec2Mor][4-CPA], [Dec2Mor][Chlopyralid], 

[Dec2Mor][Dikamba] i [Dec2Mor][MCPP] (IL 3, 8, 9, 10 i 12) okazały się być 

najskuteczniejszymi adiuwantami, tworząc najwięcej kombinacji uwrażliwiających 

P. aeruginosa na antybiotyki spośród wszystkich badanych cieczy jonowych  

(Publikacja 3, Tabela 2).  

Jako pierwsi wykazaliśmy, że ciecze jonowe mogą uwrażliwiać wielolekooporne 

szczepy z gatunku P. aeruginosa na działanie antybiotyków, tym samym wskazując na 

sensowność wykorzystania tych związków jako adiuwantów w antybiotykoterapii. 

Ponadto spadek oporności był widoczny dla antybiotyków o różnych mechanizmach 

działania, co wskazuje na uniwersalny charakter cieczy jonowych w roli adiuwantów. 
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6.9. Oznaczanie hemolitycznej aktywności cieczy jonowych – Publikacja 3 

 

W celu oceny cytotoksyczności morfoliniowych cieczy jonowych wyznaczono ich 

aktywność hemolityczną dla ludzkich erytrocytów oraz krwi pełnej (Publikacja 3, 

Fig. 7; Tabela 3). Aktywność hemolityczna cieczy jonowych była zależna od struktury 

kationu podobnie jak w przypadku ich właściwości antybakteryjnych. Ciecze jonowe 

z kationem [Dec2Mor]+ (IL 7-12) prowadziły do całkowitej lizy erytrocytów 

w stężeniach wyższych lub równych 32 mg/L, za wyjątkiem związku 

[Dec2Mor][MCPA] (IL 11), który maksymalną aktywność hemolityczną osiągał 

w stężeniu 512 mg/L i wyższym (Publikacja 3, Fig. 7b). Graniczne stężenie 

nieprowadzące do hemolizy wynosiło dla wspomnianego związku 128 mg/L oraz od 

4 do 8 mg/L dla pozostałych cieczy jonowych z kationem [Dec2Mor]+ (Publikacja 3, 

Tabela 3). Ciecze jonowe z kationem [DecEtMor]+ (IL 1-6) nie powodowały lizy 

erytrocytów w stężeniach równych 512 mg/L lub niższych, za wyjątkiem związku 

[DecEtMor][Chlopyralid] (IL 3), który prowadził do 100% hemolizy w stężeniu 

1024 mg/L oraz nie wykazywał hemolitycznego działania w stężeniach równych 

128 mg/L lub niższych (Publikacja 3, Fig. 7a; Tabela 3). Godne uwagi są rezultaty 

uzyskane dla krwi pełnej, które wskazały na zdecydowanie niższą aktywność 

hemolityczną badanych cieczy jonowych w porównaniu do wyników hemolizy samych 

erytrocytów (Publikacja 3, Tabela 3). 

Występowanie różnic w testach hemolitycznych przeprowadzanych na erytrocytach 

i krwi pełnej było już obserwowane (Sæbø i in., 2023). Przyczyna takiego stanu rzeczy 

może leżeć w zwiększonej wrażliwości erytrocytów na lizę po przejściu procedury 

przemywania lub wynikać z obecności związków maskujących hemolityczne działanie 

cieczy jonowych we krwi pełnej (Sæbø i in., 2023; Schmidt i in., 2016). W związku 

tym, wyniki hemolizy dla krwi pełnej mogą być uznane za bardziej reprezentatywne dla 

działania cieczy jonowych w warunkach in vivo. Z kolei rezultaty dla czerwonych 

krwinek można przyjąć za lepiej oddające efekt cieczy jonowych na ludzkie błony 

komórkowe. Wszystkie ciecze jonowe posiadały aktywność hemolityczną, prowadząc 

do lizy ludzkich erytrocytów. Uzyskane rezultaty istotnie ograniczają potencjalne 

zastosowania morfoliniowych cieczy jonowych w leczeniu infekcji wywoływanych 

przez P. aeruginosa, zawężając ich użycie głównie do stosowania pozaustrojowego. 

Dodatkowo aktywność hemolityczna była wyższa dla cieczy jonowych o kationach 

z dwoma długimi podstawnikami i dobrze korelowała z zaobserwowaną zależnością 
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między strukturą kationów, a zdolnością badanych związków do hamowania wzrostu 

P. aeruginosa. Podobny związek między aktywnością hemolityczną a długością 

łańcuchów bocznych był już obserwowany dla cieczy jonowych (He i in., 2022). Jako, 

że erytrocyty wykorzystywane są do oceny działania ksenobiotyków na błony 

komórkowe, zaobserwowana korelacja pomiędzy budową kationu, aktywnością 

hemolityczną i aktywnością antybakteryjną, wskazuje że antybakteryjne właściwości 

morfoliniowych cieczy jonowych wynikają z ich oddziaływań z błonami bakteryjnymi.  
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 7. Podsumowanie i wnioski 
 

Rezultaty badań nad wpływem morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicydów 

na antybiotkooporne szczepy bakteryjne z gatunku Pseudomonas aeruginosa pozwoliły 

na sformułowanie następujących wniosków: 

1. morfoliniowe ciecze jonowe skutecznie hamują wzrost P. aeruginosa, 

a ich antybakteryjne właściwości zależą od liczby długich łańcuchów bocznych 

podstawionych do kationu. Wysoka skuteczność inhibicji charakteryzowała 

związki z kationem [Dec2Mor]+ z dwoma decylowymi podstawnikami. 

2. wśród gatunku P. aeruginosa występuje szczepowo-zależna niewrażliwość 

na działanie morfoliniowych cieczy jonowych, a szczep 39016 charakteryzuje 

się wysoką opornością na działanie cieczy jonowych. 

3. morfoliniowe ciecze jonowe hamują aktywność metaboliczną P. aeruginosa 

w stężeniach poniżej wartości MIC. Spadek aktywności metabolicznej 

indukowany przez ciecze jonowe nie zależy od ich wpływu na wzrost bakterii. 

4. subinhibicyjne stężenia morfoliniowych cieczy jonowych hamują syntezę 

piocyjaniny, zmniejszając wirulencję P. aeruginosa. Zmiana ilości piocyjaniny 

nie wynika ze zmian gęstości hodowli bakteryjnych. 

5. morfoliniowe ciecze jonowe mogą hamować tworzenie biofilmu przez 

P. aeruginosa w stężeniach poniżej wartości MIC. Zidentyfikowano cztery 

ciecze jonowe, [DecEtMor][2,4-D], [DecEtMor][4-CPA], 

[DecEtMor][Dikamba] i [DecEtMor][MCPP], zdolne do zmniejszenia ilości 

i aktywności metabolicznej biofilmu u wszystkich badanych szczepów 

P. aeruginosa. 

6. morfoliniowe ciecze jonowe mogą indukować powstawanie biofilmu 

bakteryjnego w zależności od użytego stężenia. Niewielkie dawki cieczy 

jonowych 1, 2, 4 i 6 stymulują szczepy LES B58 i UCBPP-PA14 do tworzenia 

biofilmu, zgodnie z efektem hormetycznym. Wysokie stężenia cieczy jonowych 

z kationem [Dec2Mor]+ stymulują tworzenie biofilmu przez szczep 39016 

na skutek agregacji bakterii. 

7. morfoliniowe ciecze jonowe mogą tworzyć z antybiotykami kombinacje 

o addytywnym lub synergicznym działaniu wobec P. aeruginosa. 

Występowanie dodatnich interakcji koreluje z wysokim potencjałem 

antybakteryjnym cieczy jonowych i obecnością kationu [Dec2Mor]+. Obecność 
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kolistyny faworyzuje wystąpienie synergii najprawdopodobniej ze względu 

na pokrewny mechanizm działania obu związków. 

8. morfoliniowe ciecze jonowe mogą zwiększać wrażliwość lekoopornych 

szczepów P. aeruginosa na działanie różnych grup antybiotyków, a dodatek 

niektórych cieczy jonowych prowadzi do obniżenia stężenia antybiotyku 

koniecznego do zahamowania wzrostu lekoopornych szczepów poniżej wartości 

granicznej MIC danego środka. 

9. morfoliniowe ciecze jonowe wykazują zdolność do hemolizy. Aktywność 

hemolityczna jest zależna od rodzaju użytego kationu i dobrze koreluje 

z aktywnością antybakteryjną cieczy jonowych.  

Podsumowując, w badaniach wykazano wysoki potencjał morfoliniowych cieczy 

jonowych na bazie herbicydów w zwalczaniu P. aeruginosa. Wskazano na zdolność 

cieczy jonowych do hamowania wzrostu i przeżywalności bakterii, obniżania 

aktywności metabolicznej, inhibicji syntezy czynników wirulencji oraz hamowania 

tworzenia biofilmu. Ponadto wykazano, że ciecze jonowe mogą zwiększać wrażliwość 

P. aeruginosa na działanie antybiotyków, szczególnie kolistyny, tym samym znajdując 

potencjalne zastosowanie jako adiuwanty w antybiotykoterapii. Z drugiej strony, 

zaobserwowana aktywność hemolityczna znacząco ogranicza potencjalne zastosowania 

morfoliniowych cieczy jonowych w leczeniu infekcji wywoływanych przez 

P. aeruginosa, zawężając je do stosowania pozaustrojowego. Dodatkowo występowanie 

zależnego od stężenia efektu indukującego powstawanie biofilmu może stanowić 

kolejną przeszkodę w stosowaniu badanych związków w zwalczaniu patogenów 

bakteryjnych. 
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