Streszczenie

W dobie rosngcej opornosci na antybiotyki diagnostyka, ktora moze by¢ prosta, szybka i
tanig identyfikacja infekcji bakteryjnej lub okreslajaca odpowiedz na antybiotyki, jest
niewatpliwie niezb¢dna do optymalizacji indywidualnej terapii pacjenta i zmniejszenia ryzyka
wystgpienia opornoSci na antybiotyki. Z tego wzgledu, przedstawiona praca doktorska
dotyczy opracowania nowej procedury analitycznej majgcej na celu ocene wartosci
terapeutycznej 1 przydatnosci lekow przeciwbakteryjnych i ich metabolitow jako
wyznacznikOw antybiotykoodpornosci w oparciu o analize¢ profili biatkowych i
metabolicznych. Pierwszym etapem badan przeprowadzonych w ramach rozprawy
doktorskiej bylo opracowanie prostych, stosunkowo szybkich, a takze tanich metod
oznaczania antybiotykéw oraz ich metabolitow z réznych grup. W tym celu, najpierw uwage
skupiono na doborze warunkow separacji wybranych $rodkoéw przeciwbakteryjnych oraz ich
metabolitow z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
diodowym (HPLC-DAD). W dalszej kolejnosci, opracowano i zwalidowano nowa metode
analityczng do jednoczesnej analizy antybiotykow i ich metabolitéw w ludzkim moczu. Do
oznaczenia i identyfikacji wszystkich analitbw zastosowano elektiroforeze kapilarng (CE)
wraz z tandemowg spektrometriag mas (MS/MS). Natomiast, za pomocg CE-DAD zbadano
wplyw r6znych warunkéw analitycznych (skiad, stezenie i wartosé pH buforu separacyjnego,
czas i ciSnienie iniekcji, temperatura kapilary oraz wplyw modyfikatora organicznego) na
migracj¢ 1 rozdzielenie antybiotykow i metabolitow.

Dalsze badania ukierunkowane byly na ocenie skutecznoSci antybiotykow
(amoksycylina, gentamycyna, metronidazol) wobec modelowej bakterii (B. fequilensis)
tworzacych biofilm z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej i technik pokrewnych.
Elektroforeza kapilarna wykazata zdolno$¢ do scharakteryzowania i wykazania roznic w
ruchliwoSci  elektroforetycznej pomigdzy biofilmami nieleczonymi i leczonymi
antybiotykami. Zbadano roéwniez stabilno$¢ dyspersji, dokonano analizy profili
molekularnych, a takze przeanalizowano zywotno$é komérek bakteryjnych oraz ich
morfologi¢. Badania mikroskopowe i spektrometryczne wskazaly na degradacje matrycy
zewngtrzkomoérkowych substancji polisacharydowych (ang. Extracellular Polysaccharide
Substances, EPSs), hamowanie syntezy sciany komorkowej oraz blokowanie syntezy biatek
rybosomalnych przez amoksycyling i gentamycyne. Zaobserwowano, iz komérki bakteryjne
nieleczone i leczone charakteryzowaly si¢ wysoka stabilno$¢ dla systemu tworzenia biofilmu.
Ponadto na podstawie rodzaju zastosowanego antybiotyku zaproponowano mechanizm
‘dziatania uzytych antybiotyi((')w w zlepianiu i degradacji komorek. Kolejny etap badan
dotyczyl zastosowania techniki MALDI-TOF MS jako narzedzia do szybkiej identyfikacji
mikrobiomu S§liny i obserwacji zmian w profilach molekularnych w zaleznosci od podanego
antybiotyku. Istotne zmiany w skladzie mikrobiomu $liny zauwazono w zaleznos$ci od
stosowanych podiozy hodowlanych, antybiotykoterapii i wspolistniejgcej mikrobioty.

Przedstawione w pracy metody mogg znalezé zastosowanie w analizie przesiewowej
pacjentow w celu wyeliminowania kombinacji lekow, ktore nie sa zalecane do jednoczesnego
stosowania. Ponadto, zaprezentowane podejscia mogg pomdéc w opracowaniu metod
umozliwiajgcych szybsza diagnostyke zmian chorobowych na poziomie komorkowym przed
wystgpieniem zmian klinicznych.
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