Zatacznik 3A
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

1. Imie i nazwisko
Ewa Maria Klodzinska
2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2002 - magister chemii, specjalnos¢ — chemia Srodowiska, tytul pracy dyplomowe;j:
Techniki elektromigracyjne w oznaczaniu mikroorganizméw’, promotor: prof. dr hab.
Bogustaw Buszewski

2007 — doktor nauk chemicznych w dziedzinie chemii, tytul rozprawy doktorskie;j:
»Techniki elektromigracyjne w oznaczaniu mikroorganizméw dla celéw diagnostyki
medycznej’, promotor: prof. dr hab. Bogustaw Buszewski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

1 pazdziernika 2003 — 31 wrzesnia 2007 — doktorant w Katedrze Chemii Srodowiska
i Ekoanalityki, Wydzial Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

1 pazdziernika 2007 — 30 czerwca 2012 - asystent w Katedrze Chemii Srodowiska
i Bioanalityki, Wydzial Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

1 lipca 2012 — nadal - adiunkt w Instytucie InZynierii Materialow Polimerowych
i Barwnikéw w Toruniu

4. Zainteresowania naukowe

Techniki elektromigracyjne, mikrobiologia, infekcja miejsca operowanego,
chromatografia gazowa, polimery biobojcze

5. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art.16 ust.2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.595 ze zm.)

S.1. Tytul osiagniecia

Nowe rozwiazania metodyczne w elektroforezie kapilarnej dla potrzeb
diagnostyki medycznej patogenow

(Osiqgniecie stanowi jednotematyczny cykl publikacji od H1 do H9, wymienionych w
Zataczniku 2A i ktérych kopie znajdujq sie w Zataczniku 4)

5.2. Autoreferat wraz z omoéwieniem osiagniecia naukowego

W 2002 roku ukonczylam studia magisterskie na Wydziale Chemii UMK
w Toruniu. Praca dyplomowa, wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab. Bogustawa
Buszewskiego, dotyczyla wykorzystania technik elektromigracyjnych w oznaczaniu
mikroorganizméw. Praca ta stanowila nowos¢ naukowa, nie tylko w Polsce, lecz
rowniez na Swiecie, gdyz niewiele grup badawczych zajmowalo sie ta tematyka.
Niewiele bylo rowniez doniesien literaturowych w obrebie tego zagadnienia. Wyniki
mojej pracy magisterskiej zostaly zaprezentowane na konferencji w Bratystawie oraz
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Paryzu i w 2003 roku ukazala sie pierwsza nasza publikacja w renomowanym
czasopiSmie naukowym (J.Sep.Sci) [1]. Publikacja ta byla pierwszym na Swiecie
przykladem wykorzystania modyfikacji chemicznej powierzchni kapilar kwarcowych
(fused silica) do separacji komoérek bakterii [1].

W 2003 roku, po rocznej przerwie od ukonczenia studiow, zwigzanej
z wychowywaniem dziecka, zdalam egzaminy wstepne i zostalam stuchaczem
Studium Doktoranckiego na Wydziale Chemii UMK. W listopadzie 2003 roku
wzietam wudzial w kursie ”Miniaturised Chemical Systems” organizowanym na
Politechnice Warszawskiej i kontynuowalam badania dotyczace separacji bakterii
w polu elektrycznym. W roku 2004 wyglosilam swoj pierwszy wyklad na Forum
Analitycznym w Warszawie oraz odbylam dwutygodniowy kurs ,Summer School on
Separation Methods” w ramach programu Ceepus w Bratystawie, a w roku 2005
kurs ,Advances in HPLC Method Development” w Pardubicach. Wszystkie kursy
potwierdzone zostaly certyfikatami.

W latach 2004-2006 uzyskalam na swoje badania grant promotorski UMK
dotyczacy optymalizacji warunkoéw separacji bakterii przy uzyciu technik
elektromigracyjnych oraz bylam gléwnym wykonawca grantu Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (N20416531/3730), nt: ,Techniki elektromigracyjne jako
nowe podejscie do diagnostyki Helicobacter pylori’. W tym czasie mialam juz
skompletowany niezbedny warsztat badawczy pozwalajacy na realizacje
zaplanowanych celow. Do momentu zlozenia przeze mnie rozprawy doktorskiej
opublikowaliSmy siedem prac w renomowanych czasopismach z tzw. listy
filadelfijskiej [1-7] (tacznie IF = 16.2). Wyglositam osobiscie 16 komunikatow
i referatow na konferencjach o zasiegu miedzynarodowym. W 2005 roku bylam
czlonkiem grupy nagrodzonej przez Ministra Edukacji Narodowej i Sportu za
opracowanie, pt.: ,Mikrokolumny i wypelnienia do chromatograficznego rozdzielenia
zwiqzkéw biologicznie waznych. Preparatyka, charakterystyka i zastosowanie”,
natomiast w latach 2006, 2007 otrzymatam Stypendium Marszatka Wojewodztwa
Kujawsko-Pomorskiego. Bylam tez czlonkiem grupy nagrodzonej przez Fundacje
na Rzecz Nauki Polskiej w ramach subsydium profesorskiego ,,Mistrz” przyznanego
prof. dr. hab. Boguslawowi Buszewskiemu za opracowanie nt. ,Nowej generacji
mikro- i1 nanouktady do oznaczania zwiazkéw biologicznie aktywnych
i mikroorganizméw za pomocq technik separacyjnych”. Wyniki prac prezentowane
przeze mnie w formie prezentacji plakatowej niejednokrotnie byly wyrdzniane
nagroda za najlepszy poster.

Wspomniany przeze mnie zbiér publikacji naukowych [1-7] zlozyl sie na
przygotowanie pod kierunkiem prof. dr. hab. Bogustawa Buszewskiego rozprawy
doktorskiej zatytulowane;: »Techniki  elektromigracyjne  w  oznaczaniu
mikroorganizmow do celéw diagnostyki medycznej’, ktora z wyroznieniem obronilam
17 pazdziernika 2007 roku. Rok poézniej za swoj dorobek naukowy uzyskalam
stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej w programie ,Start” a w kolejnym
roku otrzymatam jego przedhuzenie.
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Podczas przygotowywania rozprawy doktorskiej podjelam sie realizacji
wyznaczonych celow poprzez:

e oznaczanie bakterii za pomoca elektroforezy kapilarnej przy uzyciu
niemodyfikowanej mikrokolumny kwarcowej (fused silica),

e dobor warunkow analizy komorek bakteryjnych w zakresie roznych wartosci
pH i stezen roztworu buforowego oraz roznych wartosci przykladanego
napiecia, a takze badanie wplywu dodatku poli(tlenku etylenu) (ang.
poly(ethylene oxide) — PEO) na otrzymane wyniki,

e oznaczenie ruchliwosci elektroforetycznych wybranych szczepow bakterii oraz
ich identyfikacje za pomoca widm, Cczasow migracji
i ruchliwosci elektroforetycznych w warunkach modyfikacji dynamicznej
kwarcowych mikrokolumn,

e opracowanie metodyk przygotowania mieszanin polimeryzacyjnych -
modyfikacja chemiczna w tym modyfikacje typu ,,tube-in-the-tube”,

e synteze z16Z monolitycznych o pozadanej porowatosci (pory przeplywowe) oraz
ocene jakosci wypelnienia kolumny kapilarnej,

e zastosowanie opracowanych procedur do oznaczania wybranych klinicznych
szczepow bakterii H. pylori, E. coli, S. aureus w materiatach biologicznych
(mocz, wycinki blony sluzowej zotadka, zainfekowane tkanki) oraz preparacie
farmaceutycznym,

W 2008 roku moja rozprawa doktorska zostala wyrdézniona Nagroda im.
Aleksandra Zamojskiego za najlepsza rozprawe doktorska podczas Zjazdu PTChem
w Opolu. Bralam réwniez udzial w prestiZzowym spotkaniu Laureatow Nagrody
Nobla z dziedziny chemii, dzieki konkursowi ogloszonemu przez Fundacje na Rzecz
Nauki Polskiej (Lindau, Niemcy).

Biorac pod uwage dostepne instrumentarium, jakie stanowi polaczenie
elektroforezy kapilarnej wraz z obserwacja mikroskopowa, technik molekularnych
oraz technik dwuwymiarowych, postanowilam w dalszej czesci mojej dzialalnosci
naukowej nadal zglebia¢ zagadnienia zwiazane z separacja bakterii w polu
elektrycznym oraz wykorzystac zdobyte przez kilka lat doswiadczenie do
poszukiwania aplikacyjnych mozliwosci opracowanych procedur. Po konsultacji
w Wojewodzkim Szpitalu Zespolonym Kliniki Chirurgii Ogolnej,
Gastroenterologicznej i Onkologicznej CM UMK w Toruniu, postanowitlam zajac sie
bardzo istotnym i trudnym, zwlaszcza dla pacjentow, problemem zwiazanym
w infekcja ran pooperacyjnych po wycigciu guzow nowotworowych oraz patogenami
wywolujacymi nowotwory ukladu pokarmowego. Wymagalo to z mojej strony
poszerzenia wiedzy, w szczegolnosci medycznej z zakresu analityki miejsca
operowanego. Najwazniejszym jednak aspektem bylo zaprojektowanie stanowiska
badawczego oraz optymalizacja (dobdr) warunkéw prowadzenia analiz
elektroforetycznych w tak skomplikowanych matrycach (probki zawieraly
najczesciej elementy morfotyczne tkanek, krew, zo61¢, rope). Nalezy tutaj wspomniec,
iz na wszystkie badania wydana zostata zgoda komisji bioetyczne;j.

Dzieki specyficznej budowie Scian komoérkowych zwiazanej
z obecnoscig charakterystycznych grup funkcyjnych pochodzacych
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z peptydoglikanu, kwasow tejchojowych czy lipo polisacharydu, bakterie obdarzone
sa ujemnym tadunkiem powierzchniowym [H1]|. Ladunek ten determinuje tworzenie
dwuwarstwy elektrycznej oraz powstawanie potencjalu zeta. Z tymi parametrami
natomiast SciSle powigzane sa zdolnosci adhezyjne i kolonizacyjne bakterii do
roznych powierzchni, w tym blon sluzowych i tkanek.

Pierwsze doniesienia z zakresu wykorzystania elektroforezy kapilarnej do
oznaczania bakterii zostaly opublikowane przez S. Hjertena
i wspolpracownikow w 1987 roku [9]. Opisali oni migracje wirusa mozaiki
tytoniowej oraz bakterii Lactobacillus casei w 20 mM buforze Tris-HCI, ale nie
uzyskali separacji. Bakterie migrowaly wraz z przeplywem elektroosmotycznym i
zachowywaly sie jak czastki nieposiadajace tadunku na swojej powierzchni. W 1993
roku Ebersole i McCormick [10] rozdzielili cztery gatunki bakterii w buforze TBE i
pH = 9.5 oraz udowodnili, zbierajac poszczegolne frakcje po procesie elektroforezy,
iz wiekszos¢ bakterii (80%) jest zywa. Rok pozniej Torimura [11] opublikowatl prace
dotyczaca elektroforetycznego zachowania sie dziewieciu gatunkow bakterii,
wyznaczajac ich ruchliwosci elektroforetyczne. W latach dziewiecdziesiatych rowniez
Pfetsch i Welsch [12] oraz Glynn [13] wyznaczyli ruchliwosci elektroforetyczne
bakterii w roznych roztworach buforowych i stwierdzili ich spadek wraz ze
wzrastajaca sila jonowa.

W 1999 roku Armstrong i wspoélpracownicy [14] wprowadzili poli(tlenek
etylenu) znany wczes$niej z separacji bialek. Dodatek PEO do roztworow buforowych
powodowatl spowolnienie przepltywu elektroosmotycznego oraz niwelowal w znaczacy
sposob adhezje komorek bakteryjnych do powierzchni wewnetrznej kapilar. Ta
sama grupa badawcza zaproponowatla trzy mozliwe mechanizmy migracji bakterii w
polu elektrycznym z wykorzystaniem PEO oraz mechanizm tworzenia aglomeratow
przez komorki bakteryjne [15]. Zeng i Yeung [16] wykorzystali natomiast kamere
CCD do wizualizacji agregacji komorek i zaobserwowali, iZ poruszaja sie one w
roznych kierunkach wraz z r6zna szybkoscia w zaleznosci od wielkosci utworzonych
aglomeratow. Zbadali oni rowniez wplyw dzialania ultradzwieckow przed sama
analiza elektroforetyczna.

Biorac pod uwage dane literaturowe oraz zdobyte doswiadczenie wlasne
i wspolpracownikéw z Katedry Chemii Srodowiska i Bioanalityki, kierowanej przez
prof. dr hab. Bogustawa Buszewskiego jako cel badawczy postawitam:
v’ zglebienie procesu separacji bakterii (modyfikacje chemiczne powierzchni
kapilar);
v/ poznanie procesu powstawania aglomeratow przez komorki bakteryjne;
v/ pomiar potencjatu zeta oraz korelacja z danymi elektroforetycznymi,
v  opracowanie metodyki oznaczania komorek bakterii w probkach
biologicznych;
v ocene wplywu terapii antybiotykowej na komorki bakterii za pomoca
elektroforezy kapilarnej — oszacowanie ilosci bakterii podczas prowadzenia
leczenia;
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v wykonanie i interpretacje profili tygodniowych dla pacjentow po réznych
typach operacji chirurgicznych (stopa cukrzycowa, guz jelita grubego,
kamica nerkowa);

Finalnie zaproponowane procedury maja miec¢ zastosowanie jako szybki test
shuzacy do ,skryningowej” - przesiewowej identyfikacji wybranych czynnikow
etiologicznych objawowych infekcji ran pooperacyjnych. Test ten ma za zadanie w
krotkim czasie okreslic, czy rozwija sie infekcja pooperacyjna czy nie, a jesli sa
obecne w badanej probce bakterie, czy sg one Gram-dodatnie czy Gram-ujemne.
Jest to obecnie mnajszybsza informacja dla lekarza przed wprowadzeniem
wyniszczajacej organizm terapii antybiotykowej. Wowczas, dalsze szczegoltowe
badania wskazujace na konkretny szczep bakterii moga by¢ prowadzone bez ryzyka
wprowadzania niejednokrotnie zbednej terapii.

W technikach elektromigracyjnych glowna sila napedowa jest przeplyw
elektroosmotyczny, czyli ruch buforu (elektrolitu) w kapilarze (EOF - electroosmotic
flow). Zalezy on od ladunkow elektrycznych, ktére sa roztozone na Sciankach
kapilary. Opierajac si¢ na danych literaturowych oraz doswiadczeniach wtasnych
mozna jednoznacznie stwierdzi¢, iz dla pewnych analiz korzystniejsze jest
spowolnienie przeplywu elektroosmotycznego, badz jego eliminacja. Przy uzyciu
kapilary kwarcowej (fused silica) nie udalo sie, bowiem dokonac¢ separacji
mieszaniny mikroorganizmoéw. Bakterie -migrowaly wraz z przeplywem
elektroosmotycznym i zachowywaly sie jak czastki, ktore nie posiadaja ladunku
elektrycznego na powierzchni. Na elektroferogramie otrzymywano za kazdym razem
jeden pik, bedacy najprawdopodobniej mieszaning réznych bakterii lub piki stabo,
badz w ogole nierozdzielone [H1]. Ponadto, ruchliwosci elektroforetyczne oraz czasy
migracji roznych bakterii nie réznity sie miedzy soba i mozna bylo zaobserwowac
silna adhezje komorek bakteryjnych do wewnetrznej powierzchni kapilary. Zjawisko
adhezji komorek bakteryjnych do powierzchni kapilar praktycznie uniemozliwia
separacje, nie dajac zadnej konkretnej informacji o skladzie analizowanej probki.
Sytuacja ta ulega znacznej poprawie, gdy stosuje sie¢ dynamiczna modyfikacje
kapilar kwarcowych poprzez dodatek 0,0125% PEO do elektrolitu podstawowego
(Rys.1.) [H1-H4]. Dodatek ten powoduje skupianie sie komorek w polu elektrycznym
i pozwala na migracje bakterii w waskich strefach. Rowniez zastosowanie
odpowiednich roztworéow buforowych, takich jak TBE, czy fosforanowy z dodatkiem
specyficznych jonow, ktore moga selektywnie oddzialtywac z powierzchnia komorek
bakteryjnych, pozwala na uzyskanie separacji i identyfikacji poszczegolnych
gatunkow bakterii w probkach klinicznych oraz w preparacie farmaceutycznym [H1-
H4|.
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Rysunek.1l. Przykladowa separacja dwoch gatunkoéw bakterii przy uzyciu kapilary
modyfikowanej dynamicznie za pomoca dodatku PEO do roztworu buforowego (szczegoly
publikacja H1)

W celu polepszenia selektywnosci, spowolnienia przeptywu
elektroosmotycznego oraz zablokowania grup silanolowych na powierzchni kapilary
przeprowadzilam modyfikacje chemiczng wewnetrznej Sciany kapilary za pomoca
akryloamidu oraz wytworzylam monolityczna kolumne kapilarna na bazie styrenu
i diwinylobenzenu [H2]. Kapilary te wykorzystalam do rozdzielania klinicznych
szczepow bakterii S. aureus oraz do oznaczenia komorek E. coli w moczu pobranym
od pacjenta (Rys.2).
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Rysunek 2. Zdjecia wykonane za pomoca mikroskopu elektronowego wytworzonej kolumny
monolitycznej oraz elektroferogram probki moczu z komérkami E. coli (szczegoty publikacja
H2)
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Kolejnym etapem prowadzonych przeze mnie badan bylo wykorzystanie
elektroforezy kapilarnej do separacji trzech szczepéw bakterii S. aureus oraz metod
biologii molekularnej do weryfikacji przynaleznosci gatunkowej i szczepowej. W ten
spos6b chcialam wykaza¢ mozliwosci, jakie daje elektroforeza kapilarna
W oznaczaniu roznych szczepow bakterii tego samego gatunku [H3]. Szczepy
gronkowca ztocistego oznaczone odpowiednio Sal, Sa2 i Sa3 zostaly wyizolowane
z przegrody nosowej, rany pooperacyjnej oraz owrzodzenia zolgdka. Nastepnie
zostaly one zrdéznicowane 2za pomoca testu BIOLOG, ktory opiera sie na
wykorzystaniu przez komorki bakteryjne réznych zrodet wegla. Dodatkowo produkty
reakcji PCR zostaly pociete za pomoca enzymow restrykcyjnych (ALul, EcoRI, Haelll
i Taql) i rozdzielone w 3% zelu agarozowym [H3]. Zarowno amplifikacja, jak
i sekwencjonowanie genu 16SrRNA trzech szczepow gronkowca pozwolilo na ich
identyfikacje i potwierdzilo w 100 % zgodnoS¢ ze szczepem odniesienia z bazy
danych GenBank (S. aureus ATCC 14458 (Accession number DQ997837; GenBank,
NCBI). Jednakze dodatkowa analiza fizjologiczna, jaka byl test na odpornos¢ na
antybiotyki oraz analiza glownych skladowych (CA) dla rdéznych zrédel wegla
ukazaly zupelnie inne wlasciwosci trzech analizowanych szczepow (Rys.3.)
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Rysunek 3. Analiza CA poréwnujaca zuzycie réznych zrodet wegla przez komorki
S. aureus (1, 2, 16) [H3]

Dzieki analizie poréwnawczej stwierdzono podobienstwo miedzy szczepami Sal
i Sal6. Aby potwierdzi¢ te wyniki wszystkie trzy szczepy =zostaly poddane
roéznicowaniu za pomoca reakcji PCR oraz zostaly finalnie rozdzielone za pomoca
elektroforezy zelowej (Tabela 1) [H3].
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Tabela 1. Poréwnanie szczepoéw S. aureus (1,2 i 16) [H3]

Presence of restriction digest fragment of the following size bp

Bacterial strain and PCR product

Accession number (approximate bp) Alul EcoRl Haelll Taql

S. aureus 1 (EU490368) 850 700 850 420 650, 850
S. aureus 2 (EU490369) 720 680, 400, 350 720 400, 320 720, 520
S. aureus 16 (EU490370) 850 700 850 420 650, 850

Elektroforetycznie udalo mi sie rozdzielic dwa szczepy komorek gronkowca (Sal
i Sa2). Szczep gronkowca oznaczony jako Sal6 charakteryzowat sie takim samym
czasem migracji jak szczep Sal, co swiadczy o tym, iz biorac pod uwage tadunek
powierzchniowy szczepy te sa identyczne (Rys.4.)[H3].
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Rysunek 4. Separacja elektroforetyczna dwoch szczepéw S. aureus [szczegély publikacja
H3] oraz natozone elektroferogramy dla trzech szczepow S. aureus [H5]

Takie same wnioski uzyskano wykorzystujac techniki biologii molekularnej, co
Swiadczy o dobrej selektywnosci i skutecznosci zaproponowanej elektroforetyczne;j
metody oznaczania komorek bakteryjnych w obrebie roznych szczepow tego samego
gatunku [H3].

W kolejnym etapie prowadzonych przez mnie badan skupilam sie¢ na
oszacowaniu tadunku powierzchniowego komorek bakteryjnych za pomoca pomiaru
potencjatu zeta. Dzieki temu mozna bowiem wyjasni¢ zjawisko agregacji komorek
bakteryjnych podczas elektroforezy oraz silna adhezje do powierzchni kapilar
kwarcowych. Zjawiska te odgrywaja kluczowa role w bioinZzynierii, medycynie
i biotechnologii. Powodowane sa one w glownej mierze przez tadunek obecny na
powierzchni komorek bakteryjnych, jednakze istotna role odgrywa réwniez
hydrofobowosé¢, sklad sciany komoérkowej, wlasciwosci powierzchni statych oraz
wiele parametrow zwigzanych ze Srodowiskiem reakcji, np.: sila jonowa, stezenie
roztworow buforowych i wartoS¢ pH. Obecnos¢ ladunku elektrycznego na
powierzchni mikroorganizmow ma zatem bezposredni wplyw na agregacje i adhezje
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do powierzchni statych, jak rowniez moze postuzy¢ jako parametr umozliwiajacy
rozroznienie poszczegdlnych szczepow bakteryjnych. Wlasciwosci elektryczne
komorek bakteryjnych moga by¢ wiec scharakteryzowane na podstawie pomiarow
potencjalu zeta, ktory jest potencjalem elektrycznym wytwarzanym miedzy
roztworem a warstwag stala (powierzchnia kapilar, faza stacjonarna).

Kontynuujac badania dla wybranych wczesniej klinicznych szczepow
gronkowca wyznaczytam potencjal zeta dla wszystkich trzech bakterii. Pomiary
potencjatu zeta wykonalam dla osmiu réznych wartosci pH roztworéw buforowych
(PH 2.0; 2.5; 3.5; 5.0; 6.5; 7.5; 8.5;9.5) (Fig. 5) [HS5]. NajczesSciej na
elektroferogramie otrzymuje sie liczne sygnaly pochodzace od klastrow komorek
bakteryjnych charakteryzujace sie potencjalem zeta w przedziale: { = 12mV dla
pH=2.0, { = -41 mV dla pH =6.5 do { =-37 dla pH = 9.5. Najwieksze roznice
pomiedzy szczepami Sal, Sa2 i Sal6 mozna zaobserwowac¢ dla wartosci w
przedziale pH = 2.5 — pH = 7.5. Punkty izoelektryczne dla wszystkich trzech
szczepow S. aureus sa w przedziale pH = 2.0 — pH = 4, co jest zgodnie z danymi
literaturowymi [HS5]. Przeprowadzenie tych eksperymentow potwierdzilo moje
przypuszczenia, iz istnieje mozliwoS¢ rozroznienia komorek bakteryjnych na
podstawie ich potencjalu powierzchniowego. Dlatego w kolejnym etapie
prowadzonych przeze mnie badan postanowilam kontynuowac¢ zagadnienie
zwigzane z potencjalem zeta dla bakterii.
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Rysunek 5. Przykladowa wartosci potencjalu zeta dla szczepu bakterii Sal w funkcji
wartosci pH roztworéw buforowych [szczegoly w publikacji HS]

Opierajac sie na powyzszych danych mozna wysnu¢ wniosek, iz powierzchnia
komoérek bakteryjnych jest wysoce skomplikowana struktura, !adunek
powierzchniowy rozni sie¢ znacznie w zaleznoSci od czynnosci zyciowych
mikroorganizméw, warunkow zycia, wartosci pH i sily jonowej. Potencjal zeta rézni
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sie rowniez u bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, co jest bardzo uzytecznym
parametrem przy rozréznianiu gatunkow bakterii [HS, H6].

Biorac pod uwage powyzsze wykonalam serie pomiarow potencjalu zeta dla
roznych gatunkow bakterii i w roznym stadium Zyciowym, porownalam potencjat
powierzchniowy dla komorek zywych i martwych oraz wykazalam, iz istnieje
mozliwos¢ rozdzielenia mieszaniny komorek bakteryjnych na podstawie potencjatu
zeta. Duzym osiagnieciem bylo porownanie danych uzyskanych z bezposredniej
mikroskopowej obserwacji komorek bakteryjnych w polu elektrycznym podczas
prowadzenia analiz elektroforetycznych i podzniejsza korelacja z wartosciami
potencjatu zeta [H6].

Samoagregacja komorek, jak rowniez adhezja do powierzchni kapilar
kwarcowych utrudniala oraz powodowata niska powtarzalnos¢ czasow migracji oraz
ruchliwosci elektroforetycznych. Bardzo czesto na elektroferogramach uzyskiwano
kilkanascie sygnalow pochodzacych od jednego gatunku bakterii (Rys. 6).
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Rysunek 6. Elektroferogram wraz ze zdjeciem mikroskopowym (widoczne agregaty komorek
bakteryjnych) dla bakterii S. aureus [H6]

O ile analizie pooddawany byl jeden gatunek bakterii identyfikacja nie stanowila
problemu, gdyz otrzymywano charakterystyczne widmo UV-Vis dla A= 214 nm.
Jednakze sytuacja komplikowalta sie w momencie, gdy analizie poddawane byly
mieszaniny roznych szczepow bakterii. W celu wizualizacji calego procesu
wykorzystalam opisane wczesniej polaczenie elektroforezy ze stereoskopowym
mikroskopem fluorescencyjnym umozliwiajgce obserwacje migrujacych stref
bakterii podczas elektroforezy [H6, 26]. Dzieki zastosowaniu takiego polaczenia
mozna bylo obserwowac zabarwiong na zielono strefe wiekszych, badZz mniejszych
agregatow komorek, co bezposrednio bylo powiazane 2z iloScig sygnatow
uzyskiwanych na  elektroferogramach. Klastry widoczne na  zdjeciach
mikroskopowych i na elektroferogramach charakteryzuja sie ponadto roéznym
stosunkiem tadunku do wielkosci, co mozna w latwy sposéb pokaza¢ mierzac
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potencjat zeta. W tym konkretnym przypadku wyznaczylam potencjat zeta dla
bakterii E .coli oraz trzech roznych szczepéw bakterii S. aureus. Zaobserwowatam, iz
im wyzsza jest wartoSC¢ bezwzgledna potencjalu zeta, tym mniejsza ilos¢ stref
(agregatow) tworzy sie podczas analizy w polu elektrycznym. Konsekwencja tego jest
oczywiscie mniejsza liczba sygnalow na elektroferogramach. Bardzo dobrym
przykladem potwierdzajacym to stwierdzenie jest elektroforeza komorek E. coli
(Rys.7A) i S. aureus (Rys. 7B) [H6]. Potencjat zeta dla komoérek E. coli wynosi § = - 49
mV, co jest wartoscig bardzo wysoka i Sswiadczy o tym, iz utworzony aglomerat jest
wysoce stabilny. Ogodlna tendencja dotyczaca wartosci potencjatu zeta jest taka, ze
koloid/aglomerat jest stabilny, gdy wartos¢ bezwzgledna potencjatu jest wieksza od
30 mV. Dlatego na zdjeciu mikroskopowym mozna zaobserwowac jeden duzy
klaster utworzony przez komorki E. coli, co przeklada sie rowniez na uzyskany
pojedynczy sygnal na elektroferogramie.
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Rysunek 7. Elektroferogramy wraz ze zdjeciem mikroskopowym wykonanym podczas

elektroforezy komoérek E. coli A) i S. aureus (B) [H6]
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Zupelie inna sytuacje zaobserwowalam w przypadku komorek S. aureus.
Gronkowiec jest Gram dodatnia bakterig, ktérej budowa s$ciany komorkowe;j
znaczne rozni sie od Gram ujemnej E. coli Posiada on wiele warstw mureiny
tworzac symetryczne kulki, ktorych ladunek jest na tyle niewielki, iz komorki sie od
siebie odpychaja (tworza mniej stabilne aglomeraty). Potencjat zeta dla tej bakterii
wynosi § = - 31.7 mV, co jest wartoScia graniczna, zatem na elektroferogramie, jak
rowniez na zdjeciu mikroskopowym obserwujemy znacznie wiecej stref migrujacych
w polu elektrycznym. S. aureus tworzy mniej stabilne klastry, a co za tym idzie na
elektroferogramie obecna jest duza ilos¢ niewielkich sygnatow (Rys. 7B). Dodatkowo
pomiar szerokosci pikow dla obydwu bakterii Swiadczy o tym, iz komorki S. aureus
migruja znacznie szybciej jako male pojedyncze badz polaczone w mniejsze
skupiska klastry.

W kolejnym etapie badan wyznaczylam potencjal zeta dla mieszaniny bakterii
E. colii S. aureus obecnych w zawiesinie w roznych stezeniach w celu poznania
mozliwosci rozdzielenia bakterii (Rys. 8) [H6].
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Rysunek 8. Rozklad potencjatu zeta dla komorek E.coli A) i S.aureus (B) [H6]

Rozklad potencjalu zeta dla komorek E.coli jest jednolity, otrzymano sygnat w formie
jednego piku o Scisle okreslonej wartosci potencjalu. W przypadku gronkowcow sam
rozklad potencjalu zeta nie jest jednolity. Sumaryczna wartoS¢ wynosi
¢ = - 38 mV, lecz nie jest ona do konca wiarygodna. Na rysunku 8B mozna
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zauwazy¢, iz migrujace strefy komoérek posiadaja rézne wartosci potencjatu od § = 5
mV do § = - 50mV. Dlatego na elektroferogramach uzyskiwano kazdorazowo wiele
waskich sygnalow pochodzacych od tego gatunku bakterii. Zmiana stezenia
komorek w zawiesinie pokazala, ze mozliwe jest rozréznienie bakterii na podstawie
wartosci potencjalu zeta, a jego zmiana powoduje zmiane w rozkladzie potencjatu
(Rys. 9) [H6].
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Rysunek 9. Rozklad potencjatu zeta dla komérek E. coli i S. aureus przy roznych
stezeniach komorek w zawiesinie [H6]

Wiedza dotyczaca wlasciwosci elektrycznych mikroorganizméw jest bardzo
przydatna w tworzeniu biofilméw przez patogenne bakterie oraz aglomeraty
o zdefiniowanej strukturze. Zmiana wartosci potencjalu zeta moze réwniez
Swiadczy¢ o fizycznych zmianach zachodzacych w komoérce i moze by¢ uzytecznym
narzedziem diagnostycznym charakteryzujacym cechy fenotypowe dla danego
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gatunku bakterii. Jedna z takich zmian jest zywotnos¢ komorek bakteryjnych. Jak
wiadomo, w momencie, gdy komorka obumiera blona komérkowa staje sie
przepuszczalna a potencjal membranowy obniza swoja wartosé. Zywe komorki sa
wieksze i charakteryzuja sie wyzsza bezwzgledna wartoscig potencjalu zeta. Zmiany
w samej komorce bakteryjnej sa zatem bezposSrednio zwigzane ze zmiana wartosci
potencjalu zeta dla poszczegélnych mikroorganizméw, w tym zywych
i martwych [H6]. Moze to mie¢ kluczowe znaczenie w kontroli jakosci produktow
probiotycznych, gdyz pozyteczne mikroorganizmy aby przynosi¢ korzysci dla
naszego organizmu, muszg by¢ zywe.

W celu weryfikacji zywotnosci komorek bakteryjnych oraz wykazania zmian
w ladunku powierzchniowym dla komorek zywych i martwych oraz roztworéow
z dodatkiem PEO (Rys. 10) wyznaczylam potencjal zeta dla tych trzech ukladow.
Komorki E.colii S.aureus zostaly wczesniej zabite za pomoca 2-propanolu.
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Rysunek 10. Pomiar potencjatu zeta dla komérek zywych, martwych oraz w
roztworze buforowym z dodatkiem PEO w funkcji wartosci pH dla komérek E. coli
[szczegoély w publikacji H6|

Przedstawiony przeze mnie cykl prac [H1-H6] poswiecony jest aspektom
metodycznym wykorzystania elektroforezy kapilarne;j do oznaczania
mikroorganizméw. Chcialam zglebi¢ oraz poznac blizej mechanizm rozdzielania
komorek bakterii, a takze udowodni¢, w jaki sposéb tworzg sie klastry komorek
bakteryjnych w polu elektrycznym. Bylo to mozliwe po interpretacji danych
uzyskanych z obserwacji mikroskopowej w poltaczeniu z pomiarami potencjatu zeta
oraz danymi uzyskanymi 2z elektroferogramow. Po zakonczeniu tej czeSci
eksperymentow postanowilam wykorzysta¢é opracowane procedury do badan
aplikacyjnych.
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Kliniczna aplikacja szybkiego testu mikrobiologicznego opartego o
kapilarna elektroforeze strefowa do oceny infekcji ran pooperacyjnych
[H7-H9]

W ostatnich latach obserwuje sie znaczny wzrost zainteresowania zakazeniami
bakteryjnymi. Infekcje rozpatrywane sa w dwoch kategoriach: jako choroby
zakazne rozwijajace sie u oséb nie majacych kontaktu ze srodowiskiem szpitalnym
CAI (z ang. Community Acquired Infection) oraz jako infekcje powstate podczas
pobytu pacjenta w szpitalu HAI (Hospital Acquired Infection), stwierdzone po 48
godzinach od przyjecia lub wypisu ze szpitala. Wyrdznia sie zakazenia egzogenne
wywolane drobnoustrojami pochodzacymi ze Srodowiska zewnetrznego oraz
endogenne, spowodowane flora bakteryjna pacjenta. Ze wzgledu na lokalizacje
mozna je podzielic na zakazenia ukladowe (np. zakazenie ukladu moczowego,
zakazenie ukladu oddechowego), zakazenia miejscowe (zakazenia skory, blon
Sluzowych, powierzchniowe zakazenia miejsca operowanego) oraz zakazenia
uogolnione (posocznica, wstrzas septyczny). Do tzw. ,wrot zakazen”, czyli miejsc,
przez ktore drobnoustroje dostaja si¢ do organizmu, nalezg uklad pokarmowy,
oddechowy, wydalniczo-plciowy oraz otwarte rany, w tym rany pooperacyjne.
W przypadku rany pooperacyjnej za zakazenie uznaje sie infekcje, ktora wystapita
miesiac po operacji. Rany chirurgiczne klasyfikujemy na rany czyste, czyste -
zanieczyszczone, zanieczyszczone 1 skazone w  zaleznosci od miejsca
przeprowadzania zabiegu. Narazenie na infekcje zwiazane jest z stanem pacjenta,
jego wiekiem, stanem odzywiania (nadwaga, niedozywienie), chorobami (choroba
zakrzepowa zyl, cukrzyca), leczeniem (chemioterapia, kortkosterapia).

Wczesne wykrycie patogenu, wywolujacego chorobe infekcyjna o istotne;j
klinicznie manifestacji i w miejscu nietypowym, moze w niektérych przypadkach
by¢ warunkiem koniecznym do wdrozenia wiasciwej, celowanej antybiotykoterapii
umozliwiajacej skuteczne wyleczenie. Dotychczasowe mozliwosci diagnostyczne
niestety nie spelniaja podstawowego warunku skutecznosci terapii, jakim jest czas
uzyskania wyniku mikrobiologicznego. Metody posiewowe, fenotypowe wymagajq
bowiem nawet kilku dni hodowli, bardzo czule zas metody oparte o identyfikacje
genetyczng (PCR) dostepne sg wylgacznie w nielicznych osrodkach, sa bardzo drogie i
wymagaja specjalistycznej aparatury. Dlatego z punktu widzenia szybkiej
diagnostyki zakazen ran pooperacyjnych bardzo uzyteczna moze byc
elektroforetyczna ocena jakoSciowej zawartoSci pobranych wymazow. Sama
informacja dotyczaca obecnosci patogenu w ranie pooperacyjnej mozne w znaczacy
sposo6b utatwi¢ dalsze postepowanie diagnostyczne [H7].

W celu opracowania elektroforetycznej metody identyfikacji patogenow do
badania wybrano kolejnych 80 pacjentow, u ktérych rozpoznano infekcje rany
pooperacyjnej na podstawie standardowych objawow klinicznych.
W momencie pobierania materialu nie znano jeszcze czynnika -etiologicznego
infekcji. Probki biologiczne byly kazdorazowo przygotowywane w warunkach
aseptycznych  sali = zabiegowo-opatrunkowej Kliniki ~ Chirurgii =~ Ogo6lnej,
Gastroenterologicznej i Onkologicznej CM UMK w Toruniu. Réwnolegle pobierano
klasyczny wymaz z rany, przy pomocy szpatulki mikrobiologicznej, ktéra jako
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material kontrolny przekazywano w sposob zgodny z obowiazujacymi w klinice
standardami do Zakladu Mikrobiologii Szpitala Wojewodzkiego w Toruniu w celu
przeprowadzenia analiz  weryfikujacych  (klasyczne metody  diagnostyki
bakteriologicznej).

Probka byla natychmiast przewozona do laboratorium analitycznego
w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki UMK w Toruniu gdzie w ciagu 30
minut zostawala bezposrednio wprowadzana do eksperymentalnego ukladu
diagnostycznego opartego o elektroforeze kapilarng. Otrzymany wynik w postaci
elektroferogramu byt zestawiany z uzyskanym kilka dni pozniej fenotypowym
wynikiem wzorcowym. W kolejnym etapie badania, z posiadanego podloza
bakteriologicznego na plytce Petri’ego, na ktorym wyhodowano kolonie badanych
bakterii, wprowadzano je do wukladu CZE. Uzyskiwano w ten sposob
elektroferogram, ktory uznawano za wzorcowy dla mikroorganizméw wyhodowanych
z pierwotnej probki biologicznej. Algorytm postepowania diagnostycznego
przedstawiono na ponizszym schemacie (Rys. 11).

wymazu

3. Bezposrednia analiza
pobranego materiatu

4. Hodowla bakterii
z materiatu biologicznego .

5.Elektroforeza zawiesin komérek
bakteryjnych wyizolowanych
ZWymazow

Rysunek 11. Algorytm wykonywania badan identyfikacyjnych (szczegély publikacja [H7, 23]

Opierajac sie na algorytmie postepowania przedstawionym na Rys.11
kazdorazowo po pobraniu materialu biologicznego 2z rany pooperacyjnej
wykonywano analizy elektroforetyczne. Na ponizszym rysunku przedstawiono rane
pooperacyjna, z ktorej pobierany byl wymaz (Rys.12).
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Rysunek 12. Zdjecie przykladowej rany pooperacyjnej, z ktoérej pobierano wymaz
do analiz elektroforetycznych

Po przeprowadzeniu kilkuset eksperymentéow wykazalam, iz po odpowiednim
doborze warunkow prowadzenia analiz elektroforetycznych mozliwa jest szybka
ocena obecnosci komorek bakteryjnych w wymazach pobranych od pacjentow po
roznego typu zabiegach chirurgicznych (glownie resekcja jelita grubego przy
chorobach nowotworowych). W celu potwierdzenia wiarygodnosci uzyskanych
wynikow elektroforetycznych kazdorazowo w warunkach szpitalnych wykonywano
posiew z tej samej probki wymazu, wyhodowane komorki natomiast poddawatam
ponownej analizie elektroforetycznej i dokonywalam poréwnania widm UV-Vis
charakterystycznych dla bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i matrycy. Na
ponizszym rysunku przedstawiono typowy elektroferogram, jaki mozna bylo
uzyska¢ dla badanego materialu  biologicznego oraz wynik badania
mikrobiologicznego potwierdzajacy obecnos¢ bakterii w wymazie (Rys.13,14)
Nalezy tutaj zaznaczyc, iz w przypadku elektroforezy wynik dotyczacy samej
obecnosci patogenu w probce byl znany po 10 minutach, natomiast
potwierdzenie mikrobiologiczne polegajace na hodowli komorek bakteryjnych trwalo
kilka dni [H7].
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Rysunek 13. Przykladowy elektroferogram otrzymany dla probki wymazu z rany
pooperacyjnej wraz z charakterystycznymi widmami UV-Vis [25]

Posiew izolacyjny wymazow

Material diagnost:

Matariat: Wymaz z rany, przyjely: 10:22
Wymaz z rany

Data zakonczenia badania: 26-01-2011
Wynik badania: dodatni
Identyfikacja
- Identyfikacja Escherichia coli
Komentarz +
Antybiotykowrazliwosé
Nazwa antyblotyku L E;s-.".'.\sr.:: o ool ]
=1 e L — S S
Ampicylina - sulbaktam R->=32
Piperacylina R=esldd
Pipuracylina/lazobaklam S -=~=4
Cefuroksym S-4
Cefotaksym 5 - <=1
Ceftazidim S - <=1
Gentamycyna S . <=1
Ciprofloksacyna §-<=0.25
Tetracyklina R ->=16
Trimetoprim/sulfametoksazol  §-<=20
R - oporny, S-wrazliwy, |- Sredniowrazliwy

Rysunek 14. Posiew izolacyjny wymazow potwierdzajacy obecnos¢ bakterii E. coli
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Glownym problemem, na jaki napotkano podczas prowadzenia badan byla
zlozonos$¢ otrzymanego materialu biologicznego. Wymazy charakteryzowaly sie
bowiem bardzo zloZzona matryca, w skilad ktorej wchodzila krew, elementy
morfotyczne krwi, fragmenty tkanek, ropa i z6l¢. To w znaczny sposéb utrudniato
interpretacje otrzymywanych wynikoéw, aczkolwiek po przeprowadzeniu setek analiz
mozna bylo otrzymac charakterystyczne widma z zakresu UV-Vis (A = 214 nm)
identyfikujace bakterie w obrebie gatunku Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz
matrycy (Rys. 15) [H7].
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Rysunek 15. Przykladowe widma pochodzace od bakterii Gram-dodatnich, Gram-
ujemnych i matrycy [25]

Satysfakcyjonujace wyniki uzyskalam réwniez w przypadku identyfikacji
bakterii Gram-dodatniej, jaka jest S.aureus (Rys.16). Proby wstepnej identyfikacji
komorek bakteryjnych w wymazie dokonano na podstawie charakterystycznego
ukladu sygnalow na elektroferogramie, na ktorym komorki bakteryjne eluowane
byly w postaci klastrow dajac wiele sygnalow o niskiej intensywnosci. Migracja
komorek bakterii Gram-dodatniej w klastrach jest naturalnym zachowaniem tych
komorek w polu elektrycznym, co zostalo wczesniej potwierdzone przez badania
mikroskopowe (polaczenie elektroforezy ze stereoskopowym mikroskopem
fluorescencyjnym) oraz pomiarami potencjatu zeta [H6, 26]. Jak wida¢ nawet w tak
skomplikowanych uktadach jak préobki biologiczne mechanizm migracji zwigzany w
budowg poszczegolnych gatunkow bakterii jest taki sam. W zaleznosci od skladu
matrycy (zawartosc, krwi, ropy, elementéw morfotycznych) czasy migracji nie mogty
postuzy¢ do oznaczenia poszczegolnych szczepow, natomiast doskonaltym
narzedziem okazaly si¢ widma UV-Vis, ktére w jednoznaczny sposob zapewnialy
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mozliwos¢ natychmiastowego stwierdzenia, czy w badanym materiale wystepuja
komorki bakteryjne.

Wymaz 0510

S.aurens TRIS » TEE
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Rysunek 16. Elektroferogram otrzymany dla probki wymazu, w ktérej obecne byly
bakterie S. aureus. Mozna zaobserwowac charakterystyczne dla tej bakterii skupiska
komoérek bakteryjnych - kilka waskich pikéw

Podczas prowadzenia eksperymentéw najczesciej badany material biologiczny
byl zainfekowany wiecej niz jedna bakteria (Rys. 17). Istotna byta wiec mozliwosc
elektroforetycznego rozdzielenia roznych gatunkow bakterii. W przypadku réznych
gatunkow bakterii nie stanowito to wiekszego problemu, nie byto to jednak mozliwe
w przypadku dwoch podobnych morfologicznie bakterii z jednego gatunku. Celem
zaproponowanego tutaj testu nie byta jednak identyfikacja poszczegolnych szczepow
komorek bakteryjnych a szybka ocena jakosciowa, czy komoérki bakteryjne sa
obecne w badanej probce.
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Rysunek 17. E. colii P. aureginosa hodowane na jednej ptytce (niepublikowane wyniki)
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Zdarzalo sie, iz w badanym materiale obecne byly trzy rézne bakterie, co udato sie
elektroforetycznie udowodnic¢. W celu weryfikacji kazdorazowo porownywatam wynik
z wzorcami uzyskanymi po hodowli w warunkach szpitalnych (Rys.18).
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Rysunek 18. Elektroferogram otrzymany dla wymazu, w ktérym obecne byly trzy
rozne bakterie

Pacjenci, u ktorych wykryto obecnos¢ infekcji rany pooperacyjnej (infekcja
miejsca operowanego) byli poddawani terapii antybiotykowej przy uzyciu Cipronexu
i gentamycyny. Za pomoca analizy elektroforetycznej podjeltam probe oszacowania
iloSciowego zawartosci komorek bakteryjnych w probce wymazu w ciagu kilku dni
prowadzenia terapii. W tym celu, kazdego dnia analizowalam probke wymazu
pochodzaca od tego samego pacjenta szacujac zmiany jakie zachodza podczas
leczenia infekcji. Dzieki temu sporzadzilam kilkudniowe profile zmian zachodzacych
w materiale biologicznym. Lacznie w ten sposob zdiagnozowatam 50 osob [H8].

Biorac pod uwage otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze antybiotyk ma
istotny wplyw na komorki bakteryjne, co widoczne jest na elektroferogramach.
Przykladowo, wymaz oznaczony, jako 03/10 pobrany byl od pacjenta, ktoérego
poddano terapii antybiotykowej, podawano mu dozylnie Cipronex. Na
elektroferogramie (Rys. 19) widoczne sa sygnaly pochodzace od dwoch
zidentyfikowanych gatunkow bakterii: E. coli oraz E. faecium. Sygnaly pochodzace
od E. coli sa poszerzone, ogonujace, natomiast sygnaly E. faecium wysokie
i intensywne. Mozna wiec wywnioskowac, ze komorki E. coli sa mniej odporne na
lityczne dzialanie antybiotyku niz E. faecium. Jest to zgodne z danymi z literatury.
Wynika to najprawdopodobniej z réznic w budowie morfologicznej dwoch gatunkow
bakterii: E. coli to paleczki Gram-ujemne, natomiast E. faecium to ziarniaki Gram-
dodatnie.

Podczas prowadzenia eksperymentow zwiazanych z wplywem antybiotykow na
komorki bakteryjne (oszacowanie dzialania terapii) stwierdzono, iz duze znaczenie
ma sposob podania leku (dozylnie, domiejscowo). W tym celu zaproponowano trzy
rozwiazania (Rys.19).
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Hodowla komorek

1. Kinetyka i profil kilkudniowy zmian w prébce
biologicznej po potwierdzeniu infekcji
2. Efektywnosc terapii antybiotykowej

. Antybiotyk podawany
Dodatek antybiotyku do domiejscowo (na rane)
prébki wymazu
Antybiotyk podawany
dozylnie

- J
hd

3. Kinetyka i profil kilkudniowy zmian w prébce
biologicznej po potwierdzeniu infekc;ji
4. Efektywnos¢ terapii antybiotykowej

Rysunek 19. Schemat postepowania analitycznego przy identyfikacji zakazen ran
pooperacyjnych
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W  pierwszym = etapie prowadzenia badan = wykonalam = analize
elektroforetyczna samego antybiotyku (gentamycyny) w celu uzyskania
charakterystycznego widma, za pomoca ktérego bedzie mozna na elektroferogramie
wskazac¢ sygnal pochodzacy od samego leku. Kolejnym etapem byla analiza probki
wymazu przed rozpoczeciem antybiotykoterapii. Wreszcie analizie byly poddawane
probki wymazu od pacjenta, ktory rozpoczal terapie antybiotykowsa (Rys. 20).
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Rysunek 20. Elektroferogramy i widma uzyskane dla wzorca gentamycyny (a), probki
wymazu przed podaniem antybiotyku (b) oraz probki po rozpoczeciu terapii antybiotykowe;j
[H8]

Jak mozna zaobserwowaé¢ na Rys. 20 w probce wymazu przed rozpoczeciem
terapii nie ma sygnatu pochodzacego od samego antybiotyku. W prébce wymazu po
podaniu pacjentowi leku pojawia si¢ sygnat w czasie martwym pochodzacy od
antybiotyku. Poprzez poréownanie widm na obu elektroferogramach mozna w tatwy
spos6b kontrolowac¢ obecnos¢ leku w probce biologicznej. Wazniejsza obserwacja
jest natomiast fakt, iz w probce po podaniu antybiotyku pasmo pochodzace od
komorek E.coli staje sie rozmyte i szerokie. To Swiadczy o tym, iz gentamycyna
oddzialuje z komoérkami bakteryjnymi. Wynik ten osiagnieto poprzez dodatek leku
bezposrednio do probki wymazu, dzialanie antybiotyku na komorki bakteryjne w tej
sytuacji bylo porownywalne do sytuacji, w ktorej lek w postaci masci byl naniesiony
bezposrednio na rane. Duzym ulatwieniem byl fakt, iz gentamycyna
w zastosowanych warunkach analizy migrowatla wraz 2z czolem przeplywu
elektroosmotycznego i byla widoczna jako pierwszy sygnal na elektroferogramie.
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W tym przypadku mozemy rowniez postulowa¢ mechanizm dzialania tego leku na
komorki E.coli, ktory najprawdopodobniej polegal na zmianie przepuszczalnosci
bton komoérkowych i powolng lize komoérek E. coli.

W kolejnym eksperymencie dokonalam kilkudniowej oceny efektywnosSci
dzialania terapii antybiotykowej. W tym celu przez trzy kolejne dni pobierano
probke od pacjenta, ktoremu lek podawany byt dozylnie, w kroplowce [H9].
Kazdorazowo wykonywano w warunkach szpitalnych posiew z badanych wymazow
w celu weryfikacji mikrobiologicznej i uzyskano zgodnoSc¢ z otrzymanymi przeze
mnie za pomoca elektroforezy wynikami.

Kolejnym bardzo istotnym krokiem byto stworzenie dla kazdego z pacjentow
profilu pokazujacego ilosciowo spadek liczebnosci komoérek bakteryjnych podczas
prowadzenia terapii antybiotykowej (Rys. 21) [H9]. W przypadku bakterii E. coli,
ktora najczesciej wystepuje po zabiegu resekcji jelita grubego, mozna stanowczo
stwierdzi¢, iz juz drugiego dnia mozna bylo zaobserwowac spadek liczebnosci
bakterii, natomiast w trzeciej dobie po przeprowadzonej operacji obecnos¢ bakterii
byla juz niewielka. Po pieciu dniach nie zaobserwowano na elektroferogramie
sygnatow pochodzacych od komoérek bakteryjnych.
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Rysunek 21. Trzydniowy profil dla probki biologicznej podczas prowadzenia
terapii [H9]
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Procentowo mozna oszacowaé, iz po 24 godzinach terapii spadek ilosciowy dla
komorek bakteryjnych wynosi srednio 9%, po 48 godzinach 90 %, po 72 godzinach
95%. Procent ten wyliczany byl w oparciu o pole powierzchni pikow
zidentyfikowanych jako sygnaly pochodzace od komoérek bakteryjnych (Rys. 22)
[H9].
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Rysunek 22. Spadek liczebnosci komoérek bakteryjnych w probce wymazow
podczas terapii antybiotykowej [H9]

Ostatnim etapem prowadzonych badan byla weryfikacja w obrebie wiekszej
liczby pacjentow, i tak na ponizszym rysunku przedstawiono elektroferogramy
otrzymane dla szesSciu roznych pacjentow ze zdiagnozowana infekcja miejsca
operowanego. Patogenem w tym przypadku byta bakteria E. coli (Rys.23) [H9].
W latwy sposob mozna zauwazyc¢, iz widma otrzymane we wszystkich przypadkach
umozliwiaja szybkie rozpoznanie obecnosci bakterii G(-) w probce biologicznej, bez
jakiejkolwiek jej przygotowania [H9].
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Rysunek 23. Elektroferogram otrzymany dla prébek od szeSciu réznych pacjentow ze
stwierdzong infekcja miejsca operowanego [H9]

Nalezy tutaj zaznaczyc, iz za kazdym razem analizy elektroforetyczne byly

potwierdzane standardowymi metodami mikrobiologicznymi. Nie mozna tutaj mowic

o analizie

ilosciowej komorek bakteryjnych, mozna natomiast wykazaé¢, iz

elektroforeza kapilarna stanowi doskonate narzedzie analityczne i moze shuzyc jako
szybki test przesiewowy w diagnostyce medycznej [H9].

Po wykonaniu pierwszych klinicznych aplikacji wydaje sie, ze wszystkie
zalozone cechy dobrego testu przesiewowego zostaly w elektroforetycznej metodzie
analizy mikroorganizmow osiagniete [H7-H9].

Na obecnym etapie badan cechuje ja bezsprzecznie:

v

Prostota. Zastosowana aparatura umozliwia umieszczenie jej w dowolnym
pomieszczeniu. Wymaga jedynie podstawowej obshtugi. Analiza nie wymaga
przygotowania probki, pozwalajac na jej bezposrednie wprowadzenie do
aparatury pomiarowej natychmiast po pobraniu z badanego miejsca.
Szybkosé. Czas uzyskania badania identyfikujacego obecnosé komorek
bakterii w ustalonych warunkach nie przekracza 60 minut.
W poréwnaniu do tradycyjnych metod identyfikujacych ten gatunek bakterii
jest to wynik rewolucyjny, zrownujacy czas jego uzyskania do rutynowych,
podstawowych analiz krwi.

Czulosé i powtarzalnos§é. Na podstawie przeanalizowanej grupy pacjentéw z
infekcjami ran pooperacyjnych uzyskano czulos¢ 86,7% takze w przypadku
mieszanin bakterii roznych gatunkéow. Specyficznos¢ metody wyliczono na
poziomie 85%. Przy zachowaniu stabilnych parametréow badania jest to
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metoda absolutnie powtarzalna. Co wiecej, w kilku przypadkach wykryta ona
obecnos¢ kolonii innych gatunkow bakteryjnych, wyprzedzajac tym samym
czulos¢ rutynowych metod kulturowych (fenotypowych).

Do uzyskania wynikow opublikowanych w publikacjach [H7-H9] przyczynit sie
przyznany w 2011 roku grant Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Nr
3694 /B/H03/2011/40, pt.: "Ocena przydatnosci klinicznej elektroforezy kapilarnej
i spektrometrii mas do diagnostyki i monitorowania terapii zakazen bakteryjnych”,
ktorego bylam kierownikiem i gtownym wykonawca. W roku 2008 bratam udzial
w kursie zakonczonym certyfikatem prowadzonym przez firme "ALAB" dotyczacym
SZastosowania technik elektroforetycznych oraz fluorescencyjnych (rozdzielanie
biatek w systemie NuPAGE, nowej generacji znaczniki fluorescencyjne QDots)”.
W czerwcu 2010 roku wzielam udzial w szkoleniu z zakresu: ,Analiza krzywych
topnienia o wysokiej rozdzielczosci (HRM)w ilosciowym PCR”, Bio-Rad’ Genomics
Roadshow w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Kolejnym etapem
podnoszenia moich kwalifikacji zawodowych byt kurs , Elektroforeza kapilarna w
analizie farmaceutycznej” organizowany przez OSrodek Szkolenia Podyplomowego
Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. W tym samym
roku odbylam rowniez szkolenie z zakresu elektroforezy zelowej w Zakladzie
Neurochemii, Pracowni Farmakoneurochemii Instytutu Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej w Warszawie.

Przeprowadzone badania oraz rezultaty uzyskane w prezentowanym cyklu
publikacji [H1-H9| pozwalaja na nastepujace podsumowanie mojego osiagniecia:

1) Dzieki modyfikacji chemiczej kwarcowych mikrokolumn za pomoca réznych
monomerow (akrylamidu, trimetylochlorosilanu, diwinylobenzenu, czy
mieszaniny styrenu i dywinylobenzenu) dokonatam separacji
i identyfikacje roéznych gatunkéw komorek bakteryjnych wraz ze
zminimalizowaniem niekorzystnych zjawisk takich jak silna adhezja, czy
tworzenie klastrow przez komorki bakteryjne [H1,H2]|;

2) W ramach weryfikacji wiarygodnosci otrzymanych danych
elektroforetycznych dokonalam analizy PCR dla wybranych klinicznych
szczepow S. aureus i H. pylori. Uzyskalam 100 % zgodnoS¢ z genomowymi
szczepami wzorcowymi z bazie danych GenBank [H3,HS5];

3) Poprzez pomiar potencjalu zeta wyjasnitlam zjawisko tworzenia aglomeratow
przez komorki bakteryjne. [los¢ aglomeratéw widoczna pod stereoskopowym
mikroskopem fluorescencyjnym obserwowana podczas analizy
elektroforetycznej byla zgodna 2z iloscia sygnalow obecnych na
elektroferogramach [H6|;

4) Za pomoca pomiarow potencjalu zeta wykrylam réznice w ltadunku
powierzchniowym komorek zywych, martwych oraz w roztworze z dodatkiem
PEO jak rowniez uzyskalam rozdzielenie dwoéch gatunkow bakterii [H6];
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5) Dokonatam oznaczenia bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
w probkach wymazow ran pooperacyjnych i stworzylam tygodniowe profile
iloSciowej zawartosci komorek bakteryjnych w badanym materiale — pierwsza
na Swiecie kliniczna aplikacja elektroforezy kapilarnej bezposrednio na
probkach pobranych od pacjentow H7-H9|;

6) Zbadatlam efektywnoSc¢ terapii antybiotykowej poprzez monitoring pacjentow
kilka dni po przeprowadzonej operacji chirurgicznej. Zaproponowana
elektroforetyczna metoda oceny infekcji ran pooperacyjnych charakteryzuje
sie prostota, szybkoscia oraz wysoka czutoscig [H7-H9];

7) Wszystkie zalozone cechy dobrego testu przesiewowego  zostaly
w elektroforetycznej metodzie analizy mikroorganizmow osiagniete [H7-H9].
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