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Wykaz akronimów i skrótów 

AST  Antimicrobial Susceptibility Testing  Oznaczanie lekowrażliwości- 

CE  Capillary Electrophoresis   Elektroforeza kapilarna 

CFU  Colony-Forming Unit    Jednostka tworząca kolonię 

CVD  Chemical Vapour Deposition   Chemiczne osadzanie z fazy gazowej 

DHB  2,5-dihydroxybenzoic acid   Kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy 

DNA  Deoxyribonucleic acid    Kwas deoksyrybonukleinowy 

ESβL  Extended-Spectrum β-Lactamases  β-laktamazy o rozszerzonym 

spektrum działania 

FA  Formic Acid     kwas mrówkowy 

FC  Flow Cytometry    cytometria przepływowa 

FTIR  Fourier-Transform InfraRed spectroscopy Spektroskopia w podczerwieni  

z transformacją Fouriera 

HCCA  α-cyano-4-hydroxybenzoic acid   kwas α-cyjano-4-hydroksybenzoesowy 

LDI  Laser Desorption/Ionization   Laserowa desorpcja/jonizacja 

LMW  Low-Molecular Weight compounds  Związki o niskej masie cząsteczkowej 

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption/  Laserowa desorpcja /jonizacja  

  Ionization     wspomagana matrycą 

MSP  Main Spectrum Profile    Główny profil widmowy 

MRSA  Methicillin-Resistant Staph. aureus  Staph. aureus oporny na metycylinę 

MSSA  Methicillin-Sensitive Staph. aureus  Staph. aureus wrażliwy na metycylinę 

MTBE  methyl tert-butyl ether    eter metylo-tert-butylowy 

NALDI Nanostructure Assisted Laser   Laserowa desorpcja/jonizacja  

  Desorption/Ionization    wspomagana nanostrukturami 

NP  nanoparticle     nanocząstka 

OD  Optical Density     gęstość optyczna 

PAGE  PolyAcrylamide Gel Electrophoresis  Elektroforeza żelowa 

PCR  Polymerase Chain Reaction   Reakcja łańcuchowa polimerazy 

RNA  Ribonucleic Acid    Kwas rybonukleinowy 

SALDI  Surface Assisted Laser Desorption/Ionization Wspomagana powierzchnią laserowa 

        desorpcja/jonizajca 

SPR  Surface Plasmon Resonance   Powierzchniowy rezonans 

plazmonowy 

TOF  Time-Of-Flight analyser   Analizator czasu przelotu 

VRE  Vancomycin-Resistant Enterococci  Enterokoki oporne na wankomycyn
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Wprowadzenie 

Współczesna diagnostyka mikrobiologiczna rozumiana jest jako zespół badań mających na 

celu wykrycie, identyfikację i określenie lekowrażliwości drobnoustrojów mających istotne 

znaczenie dla szerzenia się zakażeń i rozprzestrzeniania genów lekooporności. Stosowanie 

szybkich, tanich i dokładnych metodologii analiz mikrobiomu jest kluczowe dla zapewnienia 

bezpieczeństwa żywności, utrzymania higieny publicznej oraz wdrażania terapii i strategii 

prewencyjnych w ochronie zdrowia ludzi i zwierząt.  

W rutynowych badaniach mikrobiologicznych do identyfikacji nadal głównie stosuje się 

metody konwencjonalne, które opierają się na analizie mikroskopowej i hodowli bakterii  

na podłożach selektywnych oraz wykorzystaniu najmniej czułych metod wykrywania 

antybiotykooporności. Techniki te są czasochłonne i w większości przypadków nie dają 

dokładnych wyników. Z kolei metody oparte na biologii molekularnej, pomimo wysokiej 

dokładności, są drogie, czasochłonne i mogą być wykonywane tylko w specjalistycznych 

laboratoriach przez wykwalifikowany personel. Rozwijanie nowoczesnych technologii 

analitycznych łatwych w użyciu tj. laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana matrycą 

(MALDI, ang. Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation), choć nie zawsze dostarcza 

pełnych odpowiedzi, wykazuje wysoki potencjał w pogłębionej charakterystyce mikrobiomu. 

W ostatnim czasie techniki laserowej desorpcji/jonizacji (LDI, ang. Laser 

Desorption/Ionisation) znajdują coraz więcej zastosowań, m.in. o analizę związków o małej 

masie cząsteczkowej (np. lipidy), czy analizie oporności bakterii na wybrane klasy 

antybiotyków. Ponadto zastąpienie klasycznej matrycy nanomateriałami, m.in. nanocząstkami 

srebra (technika SALDI - wspomagana powierzchnią laserowa desorpcja/jonizacja, ang. 

Surface Assisted Laser Desorption/Ionization), poprawia selektywność i czułość pomiarów 

spektrometrycznych związków o niskich masach, które mają znaczenie biologiczne  

i diagnostyczne. 

Tematyka badań zrealizowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczy 

problematyki identyfikacji oraz analizy bakterii i skupia się na znaczeniu rozwoju metod 

spektrometrycznych w kontekście podejścia omicznego. Przedmiot badań stanowią 

mikroorganizmy o znaczeniu klinicznym, których skuteczna diagnostyka może wpływać  

na jakość i bezpieczeństwo życia dużej części społeczeństwa (tj. stopa cukrzycowa, rak 

prostaty) i był ściśle powiązany z zakresem projektów, w które byłam zaangażowana. 

Przeprowadzone badania miały na celu rozwijanie bardziej skutecznych narzędzi 

diagnostycznych, które umożliwią precyzyjną identyfikację czynników patogennych oraz 

szczegółową analizę, zwłaszcza w kontekście wykrywania antybiotykooporności. Głównie 

skupiono się na doskonaleniu technik laserowej desorpcji/jonizacji. Wynikiem 

przeprowadzonych badań jest zbiór artykułów, stanowiący podstawę niniejszej pracy 

doktorskiej. 
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1. Mikroorganizmy i ich znaczenie dla człowieka 

Mikroorganizmy do których zaliczamy bakterie, archeony, grzyby, pierwotniaki i wirusy 

przystosowały się do życia w większości środowisk i odgrywają kluczową rolę w wielu 

aspektach życia na Ziemi. Wśród nich najliczniejszą grupę stanowią bakterie będące 

prokariotycznymi organizmami jednokomórkowymi o rozmiarze 0,5-5μm. Bakterie utrzymują 

równowagę ekosystemów poprzez rozkład wszelkiej materii organicznej i obieg pierwiastków, 

takich jak tlen, azot czy siarka, co zapewnia recykling substancji odżywczych. Zdolności 

metaboliczne niektórych gatunków sprawiają, że są one powszechnie wykorzystywane  

w różnych gałęziach przemysłu, zwłaszcza spożywczego, farmaceutycznego  

i biotechnologicznego, np. w produkcji żywności fermentowanej, witamin, probiotyków, leków 

i antybiotyków. Wiele gatunków bakterii stanowi istotną część mikrobiomu organizmów 

żywych, w tym ludzi, przynosząc korzyści poprzez wspieranie układu odpornościowego czy 

wspomaganie procesów trawienia [1]. 

Choć czerpiemy wiele korzyści z ich obecności w naszym życiu, istotne jest skupienie uwagi 

na potencjalnie negatywnych aspektach, zwłaszcza w kontekście zdrowia. Spośród wszystkich 

mikroorganizmów bakterie stanowią najczęstszy czynnik chorobotwórczy oraz zagrażający 

życiu. W 2019 roku 33 rodzaje bakterii były odpowiedzialne za śmierć ponad 7,7 miliona ludzi, 

co stanowiło co ósmy zgon na świecie [2]. To sprawia, że infekcje bakteryjne są drugą 

najczęstszą przyczyną zgonów na świecie, tuż po chorobach niedokrwiennych serca. Według 

raportu, ponad 75% tych zgonów było spowodowanych przez pięć gatunków bakterii: 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, 

oraz Pseudomonas aeruginosa. Izolaty kliniczne wymienionych powyżej gatunków stanowiły 

główny obiekt zainteresowania w przeprowadzonych przeze mnie badaniach [P2-P7]. 

Bakterie patogenne, będąc nieustannie obecne w otaczającym środowisku, mają zdolność  

do rozprzestrzeniania się na szereg różnych sposobów (Rysunek 1). Kontakt z zakażonymi 

osobami lub zwierzętami, skażona gleba, unoszące się w powietrzu cząstki czy skażona woda 

stanowią potencjalne źródła transmisji. Poza tym, obecność pewnych gatunków bakterii  

(np. z rodzaju Salmonella, Listeria, Clostridium) w żywności może prowadzić do procesów ich 

psucia, co skutkuje nie tylko utratą cennych wartości odżywczych, ale również może stanowić 

istotne zagrożenie dla konsumentów. Temperatura organizmu ludzkiego stanowi optymalne 

warunki do wzrostu i namnażania dla wielu patogenów, co w znacznym stopniu sprzyja 

rozwojowi infekcji. Bakterie poprzez produkcję toksyn nabycie mechanizmów oporności  

na antybiotyki i/lub tworzenie biofilmów, znacznie utrudniają eradykację chorób w warunkach 

klinicznych [3]. Nieleczone zakażenia bakteryjne i przewlekłe stany zapalne zwiększają ryzyko 

wystąpienia poważnych stanów chorobowych tj. stopa cukrzycowa czy rak prostaty.  

Krótko od momentu wprowadzenia do leczenia infekcji bakteryjnych pierwszego 

antybiotyku, penicyliny (lata 50. XX w.), bakterie zaczęły rozwijać mechanizmy lekooporności. 

Przez długi czas nie stanowiło to poważnego problemu, ponieważ opracowywano nowe klasy 
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leków, takie jak karbapenemy, tetracykliny, cefalosporyny, co sugerowało, że problem 

oporności można łatwo rozwiązać poprzez syntezę nowych związków 

przeciwdrobnoustrojowych. Niestety, w ciągu następnych dziesięcioleci bakterie rozwijały 

kolejne mechanizmy oporności względem wprowadzanych terapeutyków, w wyniku czego 

oporność na antybiotyki stanowi aktualnie poważne zagrożenia dla całego społeczeństwa.  

 
Rysunek 1. Drogi transmisji mikroorganizmów w ekosystemie oraz udział człowieka w szczerzeniu zjawiska 

antybiotykooporności. 

Oporność na antybiotyki dzielimy na pierwotną, będącą cechą naturalną zakodowaną  

w genomie, oraz nabytą, która rozwija się w wyniku przenoszenia genu oporności (transdukcja) 

lub mutacji chromosomalnej. Oporność może dotyczyć konkretnego związku lub grupy 

związków o podobnym działaniu. Bakterie wykształciły różnorodne mechanizmy obronne 

przed działaniem antybiotyków, w związku z czym nie istnieje powszechne wytłumaczenie 

działania wszystkich antybiotyków. Skuteczność tych substancji wynika głównie z ich 

selektywnego oddziaływania na elementy komórek bakteryjnych, jednocześnie nie wpływając 

na komórki zwierzęce. Z tego powodu często dokonuje się podziału antybiotyków na grupy  

w oparciu o ich mechanizm działania [4]. W Tabeli 1 przedstawiono podstawowe mechanizmy 

działania antybiotyków. 

W raporcie opublikowanym przez Światową Organizację Zdrowia (WHO, ang. World 

Health Organization) w 2017 r. wymieniono listę 12 gatunków bakterii uznawanych  

za patogeny o globalnym priorytecie – charakteryzujących się średnią lub krytyczną opornością 

na antybiotyki [5]. Do krytycznych szczepów na tej liście zaliczają się Enterobacteriaceae, 

które coraz częściej wykazują oporność na antybiotyki β-laktamowe. Największe zagrożenie 

stwarzają te gatunki, które uodporniły się na wiele antybiotyków, np. niektóre szczepy E. coli  

i P. aeruginosa, które nabywają oporność poprzez produkcję enzymów ESβL (β-laktamaz  

o rozszerzonym spektrum), odpowiedzialnych za oporność na większość klas antybiotyków  

β-laktamowych. Do patogenów bakteryjnych o wysokim priorytecie zaliczane są również 
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szczepy S. aureus oporne na metycylinę (MRSA, ang. methicillin-resistant S. aureus)  

i enterokoki oporne na wankomycynę (VRE, ang. vancomycin-resistant enterococci). 

Rozprzestrzenianie się tego zjawiska  nie tylko obniża skuteczność leczenia powszechnych 

infekcji, ale również stanowi istotne ryzyko podczas wykonywania procedur ratujących życie, 

takich jak operacje, przeszczepy czy terapie onkologiczne. 

Tabela 1. Sposoby działania antybiotyków na komórki bakteryjne oraz wytworzone przez baterie najistotniejsze 

mechanizmy oporności [4]. 

Grupy antybiotyków  
(wraz z przykładami) 

Mechanizm działania 

antybiotyku 

Mechanizm oporności 

wykształcony przez bakterie 

β-laktamy (karbapenemy, 

penicyliny, cefalosporyny) 
Blokowanie biosyntezy ściany 

komórkowej 
Produkcja enzymów β-laktamaz 

Inhibitory Β-laktamaz  
(kwas klawulanowy, awibaktam) 

Blokowanie aktywność enzymów  

β-laktamaz 

Produkcja enzymów ESβL o 

rozszerzonym spektrum działania 

Aminoglikozydy (streptomycyna),  

Makrolidy (azytromycyna),  

Tetracykliny (tetracyklina)  

Hamowanie syntezy białek poprzez 

wiązanie się z podjednostką 30S 

lub 50S rybosomu 

Wieloczynnikowe (modyfikacja 

enzymatyczna, modyfikacja miejsca 

docelowego i pompy efflux) 

Chinolony (kwas nalidyksowy), 

Fluorochinolony (ciprofloksacyna) 

Hamowanie transkrypcji oraz 

replikacji DNA 

Wieloczynnikowe (mutacje genów  

w miejscu docelowym, pompy efflux 

i enzym modyfikujący) 

Sulfonamidy (sulfacetamid) 

Trimetoprym 

Hamowanie metabolizm kwasu 

foliowego 

Rozprzestrzenianie się genów 

oporności za pośrednictwem 

transpozonów i plazmidów 

W związku z tym kontrola obecności mikroorganizmów, zarówno w kontekście 

przemysłowym, jak i zdrowotnym, jest kluczowa dla zapewnienia bezpieczeństwa żywności, 

utrzymania higieny publicznej oraz ochrony zdrowia ludzi i zwierząt. Szybka i dokładna 

identyfikacja mikrobiomu, oraz prawidłowe określenie lekooporności patogenów  

w rutynowych laboratoriach mikrobiologicznych, odgrywa kluczową rolę, szczególnie w 

procesie leczenia zakażeń i wdrożenia antybiotykoterapii. W niniejszej pracy opracowałam 

metody analizy lekooporności bakterii Gram(-) na antybiotyki β-laktamowe z zastosowaniem 

techniki MALDI  [P6]. Jako pierwsza wykorzystałam to podejście do analizy 

antybiotykooporności towarzyszącej szczepom patogennym odpowiedzialnym za rozwój 

zakażenia stopy cukrzycowej. 

Podejścia omiczne w analizie mikrobiomu 

Koncepcja mikrobiomu odnosi się do złożonych konsorcjów mikroorganizmów, które 

zamieszkują określone środowisko, takie jak organizm ludzki i zwierzęcy, gleba czy woda. 

Celem opisu składu mikrobiomu jest zrozumienie wpływu mikroorganizmów na zdrowie  

i funkcjonowanie gospodarza. Badania nad mikrobiomem koncentrują się na poznaniu 

różnorodności, funkcji oraz interakcji między mikroorganizmami. Otwiera to nowe horyzonty 

w dziedzinie medycyny, umożliwiając rozwój terapii i interwencji z wykorzystaniem 

modyfikacji mikrobiomu, co ma na celu poprawę stanu zdrowia ludzi i zwierząt [6].  
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Analizy mikrobiomu w głównej mierze skupiają się na identyfikacji tworzącej go populacji 

mikroorganizmów i charakterystyce cech ważnych dla danego obszaru badawczego 

(medycyna, przemysł, środowisko). W przemyśle, analizy skupiają się na badaniu aktywnych 

szlaków metabolicznych, które umożliwiają produkcję substancji takich jak etanol, kwas 

mlekowy, witaminy czy też biorą udział w  procesach bioremediacyjnych. Te informacje  

są kluczowe w optymalizacji procesów produkcyjnych i poprawie ich wydajności.  

W diagnostyce medycznej, istotnym aspektem analizy mikrobiomu jest identyfikacja 

wydzielanych do światła jelit oraz krwioobiegu metabolitów, zarówno tych naturalnie 

produkowanych przez mikrobiotę jelitową, jak i tych powstałych w odpowiedzi na zastosowany 

rodziaj leczenia m.in. antybiotykoterapię, radio- i chemioterapię, diętę w tym suplementację 

probiotykami. Obecnie dostępne techniki badania mikrobiomów, tzw. multi-omiki, obejmują 

analizy na poziomie całych komórek mikroorganizmów (wysokowydajna izolacja – 

kulturomika, wizualizacja – mikroskopia), oraz różnych cząsteczek składających się  

na i podtrzymujących życie komórek (DNA – genomika, mRNA – transkryptomika, białka – 

proteomika, lipidy – lipidomika, metabolity – metabolomika) [7]. W ramach pracy doktorskiej 

prowadziłam badania, które opierały się na podejściu proteomicznym [P3, P5, P6], 

lipidomicznym [P4, P7, P8], metabolomicznym [P6] oraz genomicznym [P6] w analizie 

mikroorganizmów. 

Pomimo dostępu do tak znacznego rozwoju technologii umożliwiających analizę 

mikroorganizmów (patrz Tabela 2) w laboratoriach mikrobiologicznych nadal najczęściej 

stosuje się metody konwencjonalne. Obejmują one przygotowanie próbki, wstępne 

namnażanie, rozcieńczanie, posiew, zliczanie i izolację wyrosłych kolonii jednego gatunku  

w celu dalszej charakterystyki. Identyfikacja opiera się na cechach morfologicznych, 

biochemicznych, fizjologicznych (fenotyp) lub genetycznych (genotyp) mikroorganizmu.  

W podstawowych procedurach często stosuje się pożywki wzbogacane (np. poprzez dodatek 

krwi), które mają wspierać wzrost hodowalnej puli mikroorganizmów – przede wszystkim tych 

o wysokich wymaganiach pokarmowych. Do zliczania określonych klas bakterii i patogenów 

stosuje się pożywki selektywne lub różnicujące. Każda morfologicznie odrębna kolonia (różna 

wielkość, kształt, kolor kolonii) jest następnie dalej charakteryzowana m.in. metodą barwienia 

Grama, obserwacją pod mikroskopem i testami biochemicznymi lub serologicznymi [8].  

Na tym etapie często dla wybranych izolatów określa się fenotypowo wrażliwość na działanie 

antybiotyków: przy zastosowaniu stałych pożywek lub podłoży płynnych (metoda rozieńczeń 

w bulionie), krążkowo-dyfuzyjną lub stosując paski gradientowe (E-test) [9]. W pracy [P6] 

badałam wrażliwość szczepów bakteryjnych wyizolowanych ze stopy cukrzycowej, gdzie  

E-test stanowił metodę referencyjną, do opracowanych metod spektrometrycznych. 

Chociaż w wielu przypadkach badanie właściwości fizjologicznych mikroorganizmów jest 

wystarczające, niemniej jednak należy pamiętać, iż mogą one znacznie różnić się nawet  

w obrębie tego samego gatunku, zwłaszcza gdy izolaty pochodzą z różnych środowisk.  
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Co więcej, identyfikacja fenotypowa zaliczana jest do metod pracochłonnych a jej interpretacja 

jest często  subiektywna i niejednoznaczna w przypadku porównywania wyników pozyskanych 

za pomocą różnych technik. Istotnym wyzwaniem dla mikrobiologów są przede wszystkim 

nowe patogeny bakteryjne o jeszcze nieznanych lub słabo zdefiniowanych cechach 

fenotypowych. Choć wdrożenie półautomatycznych lub w pełni zautomatyzowanych 

systemów (np. API, BACTEC, BacT/ALERT1) analiz fenotypowych przyczyniło się  

do skrócenia czasu uzyskania wyników, to wciąż dokładność przypisania taksonomicznego jest 

mocno ograniczona w stosunku do złotego standardu identyfikacji mikroorganizmów jakim jest 

sekwencjonowanie 16S rRNA Pomimo tego, że tradycyjne metody (np. posiew na pożywkach 

selektywnych) są stosunkowo niedrogie i proste, to są one jednocześnie praco- i czasochłonne. 

Proces identyfikacji zazwyczaj trwa od 3 do 7 dni z powodu konieczności przeprowadzenia 

etapu wstępnego namnażania, inkubacji i przeprowadzenia testów biochemicznych [8].  

W niektórych przypadkach np. Mycobacterium spp. czas analiz może wydłużyć się nawet do 

kilku tygodni [10].  

Wyzwania te podkreślają znaczenie charakteryzowania bakterii za pomocą metod 

niezależnych od cech biochemicznych mikroorganizmu. Nowoczesne techniki genomiki oparte 

na amplifikacji kwasów nukleinowych (DNA i RNA) nie tylko skutecznie odpowiadają  

na te potrzeby, ale również stają się „złotym standardem” w laboratoriach, otwierając szeroki 

zakres możliwości w tym obszarze. Techniki biologii molekularnej wykorzystujące reakcję 

łańcuchową polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction) i sekwencjonowanie, ułatwiają 

precyzyjną identyfikację patogenów. Ponadto, umożliwiają identyfikację genów oporności  

na środki przeciwdrobnoustrojowe oraz lokalizację ognisk infekcyjnych [11].  

Tabela 2. Zestawienie zalet i wad technik najczęściej stosowanych w laboratoriach mikrobiologicznych [8], 

[11]. 

Metoda Zalety Wady 
Granica 

wykrywalności 

Metody 

konwencjonalne 

- nie wymagają kosztownej 

aparatury, 

- stosunkowo prosta procedura 

analityczna 

- czasochłonne (zależą od tempa 

wzrostu drobnoustrojów), 

- pracochłonne, 

- niska dokładność 

102 – 104 

CFU/mL 

Metody 

molekularne 

(PCR) 

- wysoka czułość i 

specyficzność, 

- wiarygodne wyniki, 

- możliwość analizy jakościowej  

i ilościowej w czasie 

rzeczywistym (qPCR), 

- detekcja kilku genów w trakcie 

jednej analizy (multiplex PCR) 

- część etapów przygotowania 

próbki jest czasochłonna, 

- składniki próbki mogą 

prowadzić do inhibicji, 

- konieczność tworzenia krzywej 

wzorcowej (qPCR), 

- utrudniona optymalizacja 

procesu i projektowanie 

primerów (multiplex PCR), 

- analiza danych wymaga 

doświadczonego personelu, 

101 – 103 

CFU/mL 

Metody 

elektromigracyjne 

(PAGE, CE, 

CIEF) 

- koncentracja i rozdział 

mikroorganizmów, i ich 

produktów sekrecyjnych, 

- dobór warunków analizy, 

- agregacja i interakcja komórek 
- 

 
1 Większość systemów wykrywa m.in. dwutlenek węgla lub pH jako wskaźnik wzrostu drobnoustrojów. 
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Metody 

immunologiczne 

(ELISA) 

- wysoka specyficzność i 

wydajność, 

- łatwa obsługa, 

- możliwość analizy jakościowej  

i ilościowej 

- wymaga zastosowania 

specyficznych przeciwciał,  

- wysoka granica wykrywalności, 

- fałszywie dodatnie lub 

fałszywie ujemne wyniki 

104 CFU/mL 

Metody 

spektroskopowe 

(NIR, Raman) 

- szybka analiza, 

- próbka nie zostaje zniszczona, 

- wysoka specyficzność (Raman) 

- utrudniona interpretacja 

danych, 

- kłopotliwe przygotowanie 

próbki (Raman) 

107 CFU/mL 

Metody 

spektrometryczne 

(MALDI) 

- wysoka wydajność, 

- wysoka czułość, 

- szybka procedura 

przygotowania próbki, 

- łatwa obsługa oprogramowania, 

- stosunkowo niski koszt analiz  

- zależna od wzrostu 

mikroorganizmu, 

- ograniczona baza danych, 

106 CFU/mL 

W celu przeprowadzenia identyfikacji molekularnej mikroorganizmów przeprowadza się 

amplifikację materiału genetycznego z zastosowaniem takich metod takich jak PCR, qPCR 

(ilościowa PCR w czasie rzeczywistym) i RT-qPCR (PCR w czasie rzeczywistym z odwrotną 

transkrypcją) w oparciu o gen 16S rRNA (16S rDNA) lub 26S rRNA. Gen 16S rRNA, budujący 

małą podjednostką rybosomów u prokariotów, charakteryzuje się występowaniem 

naprzemiennych obszarów konserwatywnych i heterogenicznych. Dzięki tej zróżnicowanej 

budowie, gen doskonale nadaje się do sekwencjonowania i identyfikacji mikroorganizmów. 

Otrzymaną sekwencję porównuje się z bazą danych, która zawiera sekwencje znanych 

mikroorganizmów i w oparciu o występujące między nimi podobieństwo kolejności 

występowania par zasad nukleotydowych oblicza się stopień identyczności wyrażany 

wartościami procentowymi [12]. Strategia ta jest odpowiednia do identyfikacji wielu gatunków 

i rodzajów bakterii, aczkolwiek może nie być wystarczająca w przypadku wybranych gatunków 

bakterii o wysokim stopniu podobieństwa sekwencji nukleotydowej genu 16S Rrna 

klasyfikowanych jako niektórych blisko spokrewnione szczepy, np. E. coli i Shigella spp [13]. 

Wymusza to konieczność zanalizowania sekwencji dodatkowych genów, dla których dostępne 

bazy danych nie są już tak obszerne, jak w przypadku bazy 16S rRNA. W pracy [P6] 

wykorzystałam sekwencjonowanie regionu 16S rRNA kodującego cząsteczki 16S rRNA do 

walidacji opracowanych metod spektrometrycznych. W wyniku przeprowadzonych badań 

zaobserwowałam, iż w przypadku 6/111 izolatów bakteryjnych zastosowanie 

sekwencjonowania genu 16S rRNA  nie było wystarczające do uzyskania wiarygodnej 

identyfikacji, co podkreśla konieczność zastosowania dodatkowych protokołów analitycznych. 

Na szczególną uwagę zasługuje przypadek identyfikacji szczepów należących do gatunku 

Pseudomonas aeruginosa, dla których, pomimo zastosowania dodatkowych, specyficznych dla 

rodzaju Pseudomonas primerów, nie uzyskałam wiarygodnej identyfikacji. 

W wielu przypadkach pomocne jest zastosowanie techniki multiplex PCR, która dzięki 

jednoczesnemu użyciu kilku różnych primerów umożliwia jednoczesną amplifikację wielu 

różnych fragmentów DNA w czasie trwania  pojedynczej reakcji. Mogą to być fragmenty 

specyficzne dla danych gatunków bakterii, jak i różne geny oporności na antybiotyki np. blaOXA, 
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blaNDM, blaCTX-M  [14]. W przypadku niektórych próbek możliwe jest wykrycie kliku różnych 

patogenów i genów oporności bezpośrednio z próbki. Abram i wsp. stosując podejście 

multiplex PCR zidentyfikowali niektóre bakterie (E. coli i K. pneumonaie) i uzyskali dla nich 

profilowanie wrażliwości na antybiotyki bezpośrednio z próbek krwi pełnej [15]. Natomiast, 

Sigmund i wsp. zastosowali tą technikę do identyfikacji zakażeń i wykrycia oporności z próbek 

płynu sonikacyjnego i mazi stawowej [16]. Jak podkreślili autorzy mimo, iż swoistość metody 

była wysoka, ogólna czułość wykrywania oporności bezpośrednio z próbek klinicznych była 

niska. Czułość tej metody istotnie wzrasta w przypadku analizy izolatów bakteryjnych [17]. 

Warto zaznaczyć, że multipleksowane testy PCR charakteryzują się ograniczoną zdolnością 

identyfikacji docelowych genów, a ich zakres nie obejmuje w pełni wszystkich istotnych 

mechanizmów oporności. Ograniczenia te sprawiają, że ta technologia ta nie może być 

uniwersalnie stosowana do analizy wszystkich próbek [14]. Wadą analiz bezpośrednio z próbek 

jest również fakt, iż metody PCR umożliwiają analizę całego DNA zawartego w próbce, nie ma 

więc możliwości odróżnienia czy wyizolowany materiał genetyczny pochodzi od żywych, 

martwych komórek, czy jest pochodzenia pozakomórkowego [18]. W ramach pracy doktorskiej 

również zastosowałam podejście multiplex PCR w celu jednoczesnej detekcji kilku genów 

odpowiedzialnych za występowanie antybiotykooporności na β-laktamy wśród bakterii  

Gram(-), co pozwoliło mi na walidację metody spektrometrycznej [P6]. 

Mimo że proces samej amplifikacji i sekwencjonowania jest stosunkowo szybki i dokładny, 

odpowiednie przygotowanie próbek przysparza wielu problemów. Obejmuje ono wiele etapów, 

takich jak rozcieńczanie, filtracja, ekstrakcja, i ostatecznie oczyszczanie wyizolowanego 

DNA/RNA. Ważne jest przestrzeganie zasad aseptyki i dokładne postępowanie zgodnie  

z protokołem, aby uniknąć kontaminacji, która prowadzi do fałszywych wyników. 

Niewłaściwie zaprojektowane primery, źle dobrane proporcje reagentów czy warunki 

temperaturowe cyklu wpływają na skuteczność amplifikacji i mogą utrudniać interpretację 

wyników [8]. Warto zauważyć, że pomimo wysokiego potencjału, techniki te najczęściej służą 

do wykonania najprostszych analiz. Tylko niektóre laboratoria mikrobiologii klinicznej 

posiadają środki finansowe i przeszkolony personel umożliwiający dostęp do bardziej 

zaawansowanych możliwości tej techniki [11], [19]. Korzystanie z zewnętrznych laboratoriów 

zwiększa koszty analizy i wydłuża czas oczekiwania na wyniki. Z tego powodu do rutynowych 

analiz zaleca się stosowanie innych technik analitycznych, a techniki genomowe należy 

traktować jako referencyjne w sytuacjach problematycznych. 

Nowoczesne techniki identyfikacji i analizy mikroorganizmów powinny cechować się 

wysoką czułością, krótkim czasem do uzyskania wyniku oraz obejmować możliwie jak 

najszerszy zakres różnych gatunków mikroorganizmów. Dużym zainteresowaniem cieszą się 

więc metody immunologiczne, które opierają się na zdolności układu immunologicznego  

do rozpoznawania i reagowania na obce antygeny, takie jak białka, polisacharydy czy inne 

cząstki mikroorganizmów. Techniki te są zwykle bardzo szybkie, czułe i specyficzne ponieważ 
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wykorzystują reakcję przeciwciało-antygen. Najpopularniejszy test, ELISA (ang. enzyme-

linked immuno sorbent assay), pozwala wykryć antygeny obecne na powierzchni komórki lub 

toksyny wytwarzane przez patogen, dzięki czemu możliwa jest identyfikacja m.in. E. coli, 

Salmonella spp., L. monocytogenes, Bacillus cereus i enterotoksyn produkowanych przez 

gronkowce [8]. W celu detekcji zajścia reakcji, metody immunologiczne często łączy się  

z innymi technikami takimi jak: rozdzielanie elektroforetyczne (tzw. Western Blot), mikroskop 

fluorescencyjny oraz cytometr przepływowy [20], [21]. Mimo że techniki immunologiczne  

są niezwykle przydatne i szeroko stosowane w diagnostyce medycznej i mikrobiologii, to mają 

także pewne wady. W wielu przypadkach wymagane jest przygotowanie wstępne próbki, 

ponieważ wszelkie zanieczyszczenia: sole, kwasy, jony metali lub inne związki mogą istotnie 

wpływać na zajście reakcji i jej wynik. Przeciwciała mogą również (i) wykazywać pewną 

krzyżową reaktywność, tj. wiązać się niespecyficznie z antygenami, co może prowadzić  

do fałszywie dodatnich lub fałszywie ujemnych wyników i (ii) nie być dostępne na rynku  

w przypadku wszystkich drobnoustrojów będących przedmiotem zainteresowania, co zwiększa 

koszty i czas analizy [8], [21].  

Możliwości zastosowania metod elektromigracyjnych w analizach mikroorganizmów 

szerzej omówiłam w publikacji przeglądowej [P1] wchodzącej w zbiór artykułów 

stanowiących podstawę niniejszej pracy doktorskiej. Skłonność komórek mikroorganizmów  

do agregacji w trakcie procesu elektromigracji jest często uważana za niekorzystne zjawisko, 

które znacznie utrudnia rozdzielenie poszczególnych gatunków mikroorganizmów. Z drugiej 

strony zjawisko to można wykorzystać w przypadku analizy pojedynczych izolatów do pre-

koncentracji komórek. Uzyskując pojedynczy sygnał możliwe jest określenie wrażliwości 

bakterii na antybiotyki, których obecność często przyczynia się do zmiany ładunku 

powierzchniowego komórek, co bezpośrednio wpływa na czas elektromigracji zagregowanych 

komórek. Podejście to umożliwiło mi wyznaczenie równania, które w oparciu o czas 

elektromigracji komórek pozwala oszacować odsetek komórek żywych i martwych [22]. 

Równanie zastosowałam w publikacji [P2] do detekcji antybiotykooporności bakteryjnych 

izolatów klinicznych – E. coli ESβL, S. aureus MRSA oraz S. aureus wrażliwego na metycylinę 

(MSSA, ang. methicillin-sensitive S. aureus). Uzyskane wyniki zwalidowałam w oparciu  

o pomiary z użyciem cytometrii przepływowej (FC, ang. flow cytometry) oraz gęstości 

optycznej (OD, ang. optical density). Uzyskane wyniki wskazują na szeroki potencjał 

aplikacyjny tych metod w analizach antybiotykooporności. 

Metody spektroskopowe tj. spektroskopia Ramana [23] oraz spektroskopia w podczerwieni  

z transformacją Fouriera (FTIR, ang. fourier-transform infrared spectroscopy) [24] dają 

możliwość zarejestrowania profili molekularnych charakterystycznych dla danych 

mikroorganizmów. Otrzymane widma są specyficzne i odzwierciedlają charakterystykę 

wszystkich składników komórkowych tj. kwasy tłuszczowe, białka, polisacharydy i kwasy 

nukleinowe. W naszym zespole, Złoch i wsp. zastosowali z powodzeniem metodę FTIR  
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do rozróżnienia dwóch blisko spokrewnionych szczepów bakterii ślinowych – Streptococcus 

salivarius i Streptococcus vestibularis [25]. Dużą zaletą tych technik jest przede wszystkim 

szybkość, nieinwazyjność (nie wymagają lizy komórek w celu uwolnienia badanych 

biomolekuł), oraz fakt, iż nie wymagają zastosowania dodatkowych odczynników. Jednakże, 

ze względu na złożoność biomolekuł obecnych w komórce bakteryjnej na widmach 

obserwujemy nakładanie się na siebie pasm, co utrudnia interpretację i analizę widm. Aby 

osiągnąć wysoką dokładność identyfikacji wymagane jest znaczne wydłużenie czasu pomiaru 

(Raman) oraz odpowiednie przetworzenie widma m.in. normalizacja widma, transformacja 

pochodnej (FTIR). Ponadto, aby techniki te mogły znaleźć zastosowanie w rutynowych 

analizach zarówno do identyfikacji mikroorganizmów jak i oceniania ich wrażliwości na 

antybiotyki niezbędne jest znaczne rozbudowanie bazy widm referencyjnych [23], [24].  

Przełom w analizie mikroorganizmów nastąpił pod koniec ubiegłego stulecia wraz  

z rozwojem technik spektrometrii mas, zwłaszcza techniki laserowej desorpcji/jonizacji 

wspomaganej matrycą (MALDI, ang. matrix-assisted laser desorption/ionization). Umożliwia 

ona w łatwy sposób szybką i precyzyjną identyfikację wielu rodzajów mikroorganizmów  

na podstawie charakterystycznych profili białkowych (podejście proteomiczne) 

porównywanych z widmami referencyjnymi [26]. W ostatnich latach pojawiły się nowe 

protokoły umożliwiające bezpośrednią identyfikację szczepów chorobotwórczych z niektórych 

próbek klinicznych, głównie krew, mocz, płyn mózgowo-rdzeniowy, co skraca czas 

oczekiwania na wynik identyfikacji [27]. Koszt zużycia odczynników podczas pojedynczej 

analizy jest stosunkowo niski (około 0,5$ [28]), co sprawia, iż technika ta stanowi konkurencję 

dla metod biologii molekularnej. Zastosowanie MALDI w identyfikacji mikroorganizmów jest 

coraz częściej wprowadzane w rutynowych analizach diagnostycznych, co stanowi przełom  

w dziedzinie medycyny laboratoryjnej. Jednakże ze względu na wysoki koszt aparatury dostęp 

do tej technologii w krajach rozwijających się jest ograniczony. W ubiegłym roku ponad 100 

szpitali i placówek medycznych w Polsce zostało wyposażonych w ten sprzęt w ramach akcji 

WOŚP, co znacznie przyczyni się do podniesienia standardów opieki medycznej w naszym 

kraju. 

Technika MALDI nie tylko umożliwia identyfikację mikroorganizmów, ale również 

reprezentuje wszechstronne narzędzie o szerokim spektrum zastosowań. Poza identyfikacją 

poszczególnych gatunków bakterii czy grzybów, technika ta umożliwia precyzyjne 

różnicowanie między poszczególnymi, blisko spokrewnionymi szczepami. Ponadto, umożliwia 

identyfikację konkretnych białek lub peptydów, co jest kluczowe w analizie czynników 

wirulencji czy toksyn bakteryjnych. Umożliwia również analizę różnorodnych związków 

chemicznych obecnych w komórkach mikroorganizmów, takich jak kwasy nukleinowe, 

aminokwasy czy lipidy, co powoduje, iż technika MALDI stanowi wszechstronne narzędzie  

w badaniach nad metabolizmem i składem chemicznym komórek mikroorganizmów. Dzięki 
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temu możliwe jest jej zastosowanie w badaniach nad opornością bakterii na niektóre klasy 

antybiotyków [29].  

Wszechstronne możliwości techniki MALDI sprawiają, że znajduje ona zastosowanie 

również w mikrobiologicznych laboratoriach środowiskowych, przemysłowych i innych 

obejmujących szeroko rozumiany obszar life science. Podobnie jak każda technika analityczna, 

metoda ta nie jest pozbawiona pewnych ograniczeń, niemniej jednak, wysoki potencjał  

i możliwości tej technologii stanowią cenne źródło inspiracji dla wielu badaczy, motywując  

do ciągłego jej doskonalenia. W kolejnym rozdziale niniejszej pracy skoncentrowałam się  

na szczegółowym omówieniu możliwości i ograniczeń technologii laserowej desorpcji jonizacji 

w kontekście analizy mikroorganizmów. 
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2. Techniki LDI w analizie mikroorganizmów 

2.1. Budowa urządzenia oraz podstawy jego działania 

Spektrometria mas to obszerna dziedzina technik analitycznych, której działanie opiera się 

na pomiarze stosunku masy do ładunku (m/z) jonów na podstawie ich ruchu w polu 

elektrycznym lub magnetycznym. Warunkiem pomiaru jest przekształcenie cząsteczek 

analizowanej próbki w jony w fazie gazowej. Rozdzielanie jonów według ich stosunku m/z 

pozwala na uzyskanie charakterystycznego widma masowego, będącego wykresem abundancji 

w funkcji wartości m/z. Każdy spektrometr mas zawiera następujące elementy: układ 

wprowadzenia próbki, źródło jonów, które jest odpowiedzialne za przekształcenie cząsteczek 

próbki w formę jonową, analizator mas, który dokonuje rozdzielenia jonów na podstawie 

wartości m/z, oraz detektor, który rejestruje ilość występujących jonów [30].  

Spektrometria mas znajduje zastosowanie w różnych dziedzinach nauki, w tym w chemii 

organicznej, biochemii, biologii molekularnej, farmakologii oraz analizie środowiskowej. 

Dzięki tej technologii możliwe jest precyzyjne określanie mas cząsteczkowych, identyfikacja 

nieznanych substancji, analiza struktury białek, a także badanie interakcji molekularnych. 

Spektrometria mas umożliwia również badanie zmienności izotopowej, co pozwala na 

odkrywanie różnic w składzie chemicznym izotopów danego pierwiastka [30]. Skuteczność  

i zakres analiz, jakie może przeprowadzić dany spektrometr mas, zależą od budowy źródła 

jonów i analizatora (rodzaje przedstawiono na Rysunku 2) [30], [31], oraz innych parametrów 

technicznych urządzenia. 

 
Rysunek 2. Najważniejsze elementy budowy spektrometru mas wraz z przykładami stosowanych technik. 

Laserowa desorpcja/jonizacja (LDI) jest skuteczną metodą wytwarzania jonów gazowych. 

Impulsy lasera powodują desorpcję substancji stałej z powierzchni i tworzą mikroplazmę jonów 

i obojętnych cząsteczek, które mogą reagować między sobą w gęstej fazie gazowej w pobliżu 

próbki. Wykorzystanie LDI jest jednak ograniczone do związków o niskich masach 

cząsteczkowych (<3000 Da) ze względu na zależność procesu jonizacji od właściwości 

fizycznych analitu, tj. termodyfuzja, absorbcja promieniowania UV, lotność oraz stabilność 

termiczna. Sytuacja ta uległa radykalnej zmianie wraz z rozwojem desorpcji/jonizacji laserowej 

wspomaganej matrycą (MALDI). W 1988 roku Karas i Hillenkamp zastosowali kwas 

nikotynowy jako matrycę ułatwiającą jonizację białek o wysokich masach cząsteczkowych (> 
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10 000 Da): lizozym, β-laktoglobulina A, albumina, trypsyna [32], β-D- galaktozydaza 

(wyizolowana ze szczepu E. coli), katalaza [33]. W tym samym roku Tanaka i wsp. do analizy 

polimerów i białek o wysokich masach cząsteczkowych jako matrycę zastosowali nanocząstki 

kobaltu o średnicy 30 nm [34]. 

Najpowszechniejsze w technice MALDI ze względu na łatwość eksploatacji (krótki impuls 

i wysoka energia lasera) oraz niską cenę są lasery emitujące światło w zakresie ultrafioletu, 

takie jak: N2 λ = 337 nm, Nd:YAG λ = 266 lub 355 nm. Najważniejszym kryterium jest 

określenie mocy impulsu lasera, która powoduje desorpcję matrycy, ponieważ zbyt duża może 

prowadzić do rozległej fragmentacji i powodować utratę rozdzielczości. Czasem spotyka się 

również wykorzystanie laserów z zakresu podczerwieni, takich jak Er:YAG λ = 2,94 μm, CO2 

λ = 10,6 μm, które mając niższą energię zmniejszają zjawisko fragmentacji, jednakże w ich 

przypadku obserwuje się niższą czułość [30]. Ze względu na pulsacyjny charakter jonizacji  

w technice MALDI, najczęściej stosuje się analizator czasu przelotu (TOF, ang. time-of-flight), 

który umożliwia natychmiastową detekcję w szerokim zakresie mas. Rozdział jonów następuje 

w próżni (zazwyczaj) i opiera się na fundamentalnej zależności między czasem przelotu a masą 

naładowanego jonu – lżejsze jony docierają do detektora szybciej. Niektóre aparaty MALDI-

TOF poza trybem liniowym pracy analizatora, wyposażone są również w tryb reflektronowy, 

który wydłużając drogę rozdziału powoduje zwiększenie rozdzielczości [35]. Dodatkowo,  

w przypadku gdy pojedynczy analizator masy typu TOF nie wystarcza do pełnej analizy 

docelowych analitów w skomplikowanej mieszaninie, połączenie z drugim analizatorem mas 

TOF umożliwia przeprowadzenie tandemowej analizy MS. Pierwszy analizator masy TOF 

umożliwia selekcję jonów prekursorowych, które są następnie fragmentowane w komórce 

zderzeniowej. Uzyskane fragmenty są następnie analizowane przez drugi analizator masy TOF, 

co pozwala uzyskać tandemowe widmo masowe [29]. 

W takcie prowadzenia badań korzystałam z trzech spektrometrów mas typu LDI tj. (1) 

UltrafleXtreme MALDI-TOF MS wyposażony w laser Nd:YAG o λ = 355 nm (Bruker Daltonik 

GmbH, Bremen, Brema, Niemcy), (2) Microflex LT MALDI-TOF MS wyposażony w laser N2 

o λ = 337 nm  (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Brema, Niemcy), (3) EXS2600 MALDI-TOF 

MS wyposażony w laser N2 o λ = 337 nm (Zybio Inc., Chongqing, Chiny). Jako jedna  

z pierwszych zweryfikowałam skuteczność aparatu EXS2600 do identyfikacji bakterii  

o znaczeniu klinicznym [P5]. W chwili publikacji, moja praca była drugą na świecie, która 

dotyczyła walidacji spektrometru Zybio. W oparciu o uzyskane wyniki i poczynione przeze 

mnie obserwacje producenci aparatu EXS2600 dokonali drobnych zmian w systemie. 

2.2. Matryca i jej skuteczność 

W technice MALDI jonizacja próbki zachodzi dzięki zastosowaniu matrycy, która pochłania 

energię emitowaną przez laser, pośredniczy w przekazywaniu energii do analitu i jego jonizacji. 

Dzięki temu możliwa jest jonizacja substancji nielotnych, o dużej masie cząsteczkowej  
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i związków polarnych. W trakcie procesu ablacji, cząsteczki analitu ulegają zazwyczaj jonizacji 

poprzez protonację (w trybie jonów dodatnich [M + H]+) lub deprotonację (w trybie jonów 

ujemnych [M−H]−) w wyniku oddziaływań z sąsiednimi cząstkami matrycy. Podczas tego 

procesu analit może również oddziaływać z innymi jonami obecnymi w próbce np. Na+, K+ 

tworząc addukty, zwane również jonami quasi-molekularnymi2. MALDI jest uważane  

za metodę miękkiej jonizacji, ponieważ obecność nadmiaru matrycy minimalizuje 

fragmentację analitów [36]. W trakcie prowadzonych badań stosowałam jonizację w trybie 

dodatnim [P3-P8]. 

Klasyczne matryce stosowane w technice MALDI są zazwyczaj organicznymi związkami 

chemicznymi, często kwasami karboksylowymi, które zawierają w swojej budowie układ 

sprzężonych wiązań typu π i/lub pierścień aromatyczny, dzięki którym wykazują silną 

absorpcję promieniowania w zakresie UV. Dodatkowo, związki używane jako matryce powinny 

cechować się niską reaktywnością chemiczną, łatwą sublimacją, stabilnością w warunkach 

wysokiej próżni, jednorodnym krystalizowaniem, oraz po desorpcji powinny dostarczać 

znaczne ilości jonów (protonów) niezbędnych do jonizacji analitu [30], [37].  

Dobór właściwej matrycy stanowi jeden z kluczowych etapów w protokole 

przygotowywania próbki do analizy. Matryca wpływa na uzyskanie satysfakcjonującego 

stosunku sygnał/szum (S/N), powtarzalność sygnałów i jakość widm masowych. Matryce 

różnią się w swoich właściwościach chemicznych i fizycznych, co wpływa na skuteczność  

i selektywność procesu jonizacji. Mimo potencjału wielu związków, jedynie niewiele z nich 

znajduje rutynowe zastosowanie w technice MALDI. W tabeli 3 przedstawiono przykłady 

najczęściej stosowanych związków chemicznych wraz z ich zastosowaniem.  

Większość komercyjnych matryc umożliwia jonizację analitów tylko w jednym trybie 

(dodatnim lub ujemnym), co wynika z ich budowy chemicznej. Kwas 2,5-dihydroksy-

benzoesowy (DHB) i kwas α-cyjano-4-hydroksybenzoesowy (HCCA) są najczęściej stosowane 

w detekcji jonów dodatnich, ponieważ ich grupa karboksylowa działa jako donor protonów, 

podczas gdy 9-aminoakrydyna (9-AA) jest preferowana w wykrywaniu jonów ujemnych, 

ponieważ jego grupa aminowa działa jako akceptor protonów [38]. Polarność matrycy  

ma również istotny wpływ na zdolność jonizacji różnych analitów. Ogólnie przyjmuje się,  

że matryce bardziej polarne ułatwiają desorpcję i jonizację cząsteczek o charakterze polarnym, 

takich jak białka. Z kolei matryce o niższej polarności, na przykład DHB, często są stosowane 

w analizach substancji o mniejszej polarności, takich jak lipidy [39]. Aby zwiększyć  

ich skuteczność, czasami stosuje się mieszaniny dwóch lub trzech związków. Powszechnie 

używana matryca Super-DHB jest mieszaniną DHB i kwasu 2-hydroksy-5-metoksy-

benzoesowego (stosunek 9:1), co zwiększa wszechstronność jej zastosowania. Jest to matryca 

dedykowana do analizy związków mniej polarnych, tak więc Khor i wsp. przy jej użyciu 

otrzymali bogatszy profil lipidowy, co pozwoliło im rozróżnić blisko spokrewnione szczepy 

 
2 IUPAC zaleca używanie terminu jony quasi-molekulare (zamiast jony molekularne) wskazując, że obserwowana masa jest 

równa jonowi cząsteczkowemu zwiększona o masę jonu kationizującego (a nie o masę protonu jak w jonie molekularnym). 
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Mycobacterium [40]. Jednakże, w przypadku rozróżniania szczepów w oparciu o profil 

białkowy jej zastosowanie nie jest już tak istotne. W ramach pracy magisterskiej 

uczestniczyłam w badaniach, które wykazały, że mimo iż matryca Super-DHB generowała 

nieznacznie więcej sygnałów w porównaniu do HCCA, ich intensywność była niższa,  

a zdolność rozróżnienia szczepów S. aureus mniejsza [41]. Badania te wskazują, że wybór 

konkretnej matrycy ma wpływ na ogólny kształt profili bakteryjnych w ramach tego samego 

szczepu. W ramach pracy doktorskiej stosowałam matrycę HCCA [P3, P5, P6, P7] oraz DHB 

[P4, P7] w celu walidacji i opracowania metod przygotowania spotów, stanowiących know-

how niniejszej dysertacji. 

Duże znaczenie odgrywa również sposób krystalizacji matrycy. Obecność małych 

kryształów (<10 µm) zwiększa czułości detekcji. Natomiast, niejednorodny rozkład kryształów 

matrycy przyczynia się do powstawania tzw. „sweet spotów” w których to obserwowana jest 

zwiększona ilość analitu, co wpływa na niską powtarzalność wyników [31]. Obserwuje się  

to np. w przypadku DHB, którego kryształy przypominają igiełki. Aby uniknąć wystąpienia 

tego zjawiska stosuje się matryce ciekłe, lub ich mieszaniny z matrycą stałą (np. DHB + 

anilina/pirydyna). Jednakże ich zastosowanie ze względu na niższą wydajność jonizacji, 

wysokie tło chemiczne (S/N) i zwiększone ryzyko zanieczyszczenia źródła jonów jest 

ograniczone [39]. 

Większość stosowanych matryc to związki o niskiej masie cząsteczkowej (LMW, ang. low-

molecular weight compounds), zazwyczaj < 300 Da. W trakcie analizy MALDI na widmach 

widoczne są sygnały użytej matrycy, co znacznie utrudnia analizę innych związków LMW 

występujących w próbce w zakresie m/z poniżej 1000, takich jak metabolity czy lipidy. Matryca 

silnie absorbuje promieniowanie UV, co przyczynia się do tego, iż na widmach masowych 

obserwujemy nie tylko jony molekularne ([MH]+), ale również jony powstałe w wyniku jej 

fragmentacji (np. w wyniku oderwania cząsteczki CO2, H2O), addukty z innymi jonami 

(głównie Na+, K+), klastry składające się z kilku cząsteczek matrycy ([2MH]+, [3MH]+, 

[4MH]+) oraz  jony będące kombinacjami wyżej wymienionych możliwości [39], [42]. Ilość 

sygnałów i zakres mas w jakich występują zależy od budowy matrycy i jej właściwości oraz 

zastosowanego trybu analizy i mocy lasera. Rutynowo stosowana w wielu analizach matryca 

HCCA, generuje znacznie więcej sygnałów (około 300) w porównaniu do DHB czy SuperDHB 

(obie < 100) [43].  

Jednym z rozwiązań tego problemu jest zastosowanie buforów zawierających związki 

amonowe (np. bromek cetylotrimetyloamoniowy), których dodatek do matrycy tłumi sygnały 

pochodzące od matrycy. Rozwiązanie to nie jest idealne, ponieważ związki amonu mogą 

również tłumić sygnały analitu, jeśli stosunek matrycy/związku amonu/analitu nie zostanie 

starannie zoptymalizowany [39], [42]. Alternatywne podejście polega na uniknięciu problemu 

tła matrycy w niskim zakresie m/z poprzez zastosowanie matrycy o wysokiej masie 

cząsteczkowej (np. związki na bazie porfiryn, tiofenu). Ich zastosowanie natomiast obniża 

precyzje pomiaru i utrudnia kalibrację widm w niskich zakresach m/z. Dla niektórych LMW 
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analitów można przeprowadzić również proces derywatyzacji (np. sterole w odpowiadające im 

estry pikolinylowe), jednakże wymaga to przeprowadzenia dodatkowych etapów 

przygotowania, oczyszczania, co oznacza, że jedna z mocnych stron MALDI, jaką jest 

ograniczona manipulacja próbką, zostaje utracona [39].  

Tabela 3. Przykłady matryc stosowanych w technice MALDI-TOF wraz z zastosowaniem i długością fali przy 

której wykazują maksimum absorpcji (λmax) i preferowanym trybem jonizacji (+ tryb dodatni; - tryb ujemny) [27], 

[30], [31], [37], [39]. 

 

 

Związek chemiczny  

(skrót) 
Wzór strukturalny 

     λmax  

     [nm] 
Zastosowanie Tryb jonizacji 

kwas α-cyjano-4-

hydroksycynamonowy 

(HCCA) 
 

337 

353 

białka, peptydy, 

fragmentacja + 

kwas 4-hydroksy-3,5-

dimetoksycynamonowy 

(kwas synapinowy, SA) 
 

337 

353 

duże polipeptydy  

i białka  

>10 kDa 
+ 

kwas 4-chloro-α-

cyjanocynamonowy 

(CICCA) 
 

337 

353 

lipidy, peptydy, 

fosfolipidy, 

fosfopeptydy 
+ 

kwas 2,5-dihydroksy-

benzoesowy  

(DHB) 
 

337 

353 

lipidy, peptydy, 

cząsteczki organiczne, 

białka, węglowodany 
+ 

kwas nikotynowy 

(NA) 

 

266 białka, peptydy + 

9-aminoakrydyna 

(9-AA) 

 

388 lipidy  –   

kwas 3-hydroksypikolinowy 

(3-HPA) 

 

337 

353 

kwasy nukleionowe, 

oligosacharydy + 

Ditranol 

(DIT) 
 

337 polimery + 

2,5-dihydroksyacetofenon 

(2,5-DHAP) 

 

337 

353 
białka, peptydy + 

6-Aza-2-tiotymina 

(6-ATT) 
 

337 

353 
białka, peptydy – 

2,4,6-trihydroksyacetofenon 

(THAP) 
 

337 
oligonukleotydy 

< 3 kDa 
+ 

2-merkaptobenzotiazol 

(MBT)  
330 lipidy, białka, peptydy – 

glicerol 
 

2,94 μm 

2,79 μm 

matryca ciekła 

białka, peptydy + 
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Rozwiązaniem, cieszącym się coraz większą popularnością, jest zastąpienie klasycznych 

matryc nanocząstkami (NP, ang. nanoparticle) m.in. metalicznymi, niemetalicznymi (węgiel, 

krzem), oraz tlenków metali. Te materiały zapewniają bardziej wyraźne tło z ograniczonymi 

sygnałami interferencyjnymi, co sprawia, że są szczególnie skuteczne w analizie związków  

o niskiej masie cząsteczkowej. Z tego powodu w pracach [P7, P8] zastosowałam nanocząstki 

srebra do jonizacji LMW (rozdział 2.6). 

2.3. Przygotowanie próbek 

Przygotowanie próbek mikroorganizmów do analizy z zastosowaniem techniki MALDI 

może różnić się w zależności od rodzaju próbki oraz celu analizy (Rysunek 3). W przypadku 

próbek klinicznych (np. wymaz, mocz, ślina) i środowiskowych (np. woda, żywność, gleba) w 

pierwszym kroku należy przeprowadzić izolację mikroorganizmów tak aby uzyskać czyste 

kultury. W większości przypadków do identyfikacji potrzeba około 104 – 108 komórek. 

Następnie, w zależności od celu analizy, przeprowadza się odpowiednie ekstrakcje, takie jak 

ekstrakcja białek, lipidów, metabolitów itd., w celu wydobycia analitu z komórki 

mikroorganizmów. Gotową próbkę nanosi się na płytkę MALDI i pokrywa roztworem matrycy, 

a po wyschnięciu umieszcza w spektrometrze i rejestruje widmo. W przypadku klasycznej 

identyfikacji mikroorganizmów zarejestrowane widma białkowe są porównywane do widm 

referencyjnych i na tej podstawie identyfikowane. Poniżej opisano wpływ poszczególnych 

etapów przygotowania próbki na analizę mikroorganizmów. W trakcie badań opracowałam 

autorskie rozwiązania mające na celu m.in. przygotowanie próbek klinicznych, dobór 

warunków hodowlanych, przygotowanie ekstraktów i sposoby naniesienia próbek na płytkę 

MALDI. 

 

Rysunek 3. Uproszczony proces przygotowania próbek do przeprowadzenia analiz mikroorganizmów z 

wykorzystaniem techniki MALDI. 
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Hodowla i izolacja 

Pierwszym krokiem umożliwiającym analizę mikrobiomu próbki z wykorzystaniem techniki 

MALDI jest hodowla i izolacja mikroorganizmów. Od tego etapu zależy czy końcowy wynik 

będzie odzwierciedlał stan faktyczny. Stwarza to trudności, szczególnie w przypadku próbek  

o skomplikowanym mikrobiomie, gdzie istnieje duże zróżnicowanie gatunkowe i ilościowe. 

Mikroorganizmy wymagają bowiem różnych warunków hodowlanych ze względu na ich 

zróżnicowaną fizjologię, metaboliczną aktywność i preferencje środowiskowe. Stosując 

jednakowe warunki hodowli w praktyce możliwa jest hodowla tylko tych gatunków, które rosną 

szybko i są mniej wymagające. W wielu przypadkach klinicznych wybór warunków hodowli 

nieznanych bakterii często zależy od klinicznych objawów choroby i nie jest łatwy  

do standaryzacji. 

Uwzględniając stwierdzenie Bilena, iż wszystkie mikroorganizmy nadają się do hodowli pod 

warunkiem zapewnienia odpowiednich warunków, zastosowanie wysokowydajnej izolacji 

(tzw. kulturomika) umożliwia uzyskanie bogatszej i bardziej reprezentatywnej populacji 

mikroorganizmów z danego środowiska [44]. Podejście to polega na zwielokrotnieniu 

warunków hodowlanych poprzez: (i) zastosowanie podłoży o odmiennym pH i różnych 

składnikach odżywczych, (ii) zmianę temperatury inkubacji, (iii) zmianę wilgotności,  

(iv) stężenie tlenu lub dwutlenku węgla, (v) czas inkubacji. W praktyce umiejętne zastosowanie 

kulturomiki stwarza możliwość pełniejszego zrozumienia składu mikrobiomu w badanej 

próbce, co ma istotne znaczenie w dziedzinie mikrobiologii środowiskowej, medycznej  

czy przemysłowej. 

Wraz z rozwojem techniki MALDI, stosowanie podejścia kulturomicznego do analizy 

mikrobiomu nabrało sensu i jest coraz częściej stosowane w celu uzyskania szybkiej  

i skutecznej identyfikacji mikroorganizmów. Ze względu na kluczową rolę mikroflory jelitowej 

człowieka w zdrowiu i równowadze organizmu, większość badań skupia się na tym obszarze 

[45]. W publikacji [P3] przedstawiłam skuteczność połączenia kulturomiki i MALDI  

w przypadku identyfikacji mikrobiomu towarzyszącemu infekcjom stopy cukrzycowej. 

Zastosowanie tego podejścia pozwoliło mi zidentyfikować nie tylko gatunki najczęściej 

spotykane w tego typu infekcjach (m.in. S. aureus, P. aeruginosa), ale również szczepy wolno 

rosnące o wysokich wymaganiach pokarmowych, np. Helcococcus kunzii. Niniejsza praca 

dowodzi, iż wykorzystanie kulturomiki może stanowić użyteczne narzędzie do standaryzacji 

procesów hodowli i izolacji mikroorganizmów w laboratoriach mikrobiologicznych  

w zależności od pochodzenia próbki. Na podstawie wyników eksperymentu, w kolejnych 

badaniach zmodyfikowałam warunki hodowli mikroorganizmów, co pozwoliło na wykrycie 

większej różnorodności gatunków w analizowanych próbkach [P6]. 

Niektóre warunki zastosowane w trakcie hodowli mikroorganizmów mogą znacząco 

wpływać na profil białkowy/lipidowy co może utrudniać analizy i powodować rozbieżności  
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w wynikach. W kontekście podłoży, niektóre składniki podłoża mogą indukować lub tłumić 

syntezę określonych białek/lipidów przez mikroorganizmy np. hemoglobina obecna  

w pożywkach wzbogacanych krwią przyczynia się do występowania dodatkowych sygnałów 

białkowych na widmach masowych. Zastosowanie podłoży nieselektywnych znacząco wpływa 

na jakość otrzymywanych widm masowych i umożliwia dokładniejszą identyfikację (w oparciu 

o profil białkowy) [46]. Warunki wzrostu wpływają również na możliwość rozróżniania 

szczepów blisko spokrewnionych. Złoch i wsp. uzyskali wyższą zdolność dyskryminacji 

szczepów S. aureus uzyskali przy zastosowaniu podłoża wzbogacanego krwią owczą  

w stosunku do jego wersji podstawowej [41]. Warunki te najprawdopodobniej uruchomiły  

u badanych szczepów bakterii nowe szlaki metaboliczne, prowadząc do pojawienia się 

dodatkowych różnicujących sygnałów. Co więcej, bakterie hodowane na podłożach stałych  

są bardziej heterogeniczne niż na podłożach płynnych. Niejednorodność związana jest  

z faktem, że kolonie składają się z komórek o różnym wieku (starsze w środku, młodsze  

na obwodzie kolonii). I odwrotnie, pożywki płynne mają bardziej jednorodne populacje 

komórek, zsynchronizowane pod względem wzrostu [47]. W trakcie wzrostu bakterie wykazują 

zmiany morfologiczne i zmiany w składzie ściany komórkowej, które mogą przekładać się  

na uzyskane profile. Zazwyczaj wraz ze wzrostem czasu hodowli obserwuje się obniżenie 

jakości widma i mniejszą odtwarzalność sygnałów. Długość czasu hodowli odgrywa ważną rolę 

w przypadku identyfikacji bakterii sporujących, tj. Bacillus, Clostridium, których obecność  

w żywności stanowi zagrożenie dla zdrowia. Janiszewska i wsp. wykazali, że w przypadku 

szczepów Bacillus poprawna identyfikacja była możliwa do 5 godzin inkubacji [48].  

Po upływie tego czasu na widmach masowych pojawiły się sygnały pochodzące  

od wytworzonych sporów, co obniżyło zdolność do poprawnej identyfikacji gatunkowej 

bakterii. Istotnym czynnikiem jest również temperatura w której prowadzona była hodowla. 

Pod tym względem bakterie można podzielić na trzy rodzaje: psychrofilne (optymalna 

temperatura wzrostu < 20°C), mezofilne (20 - 45°C) i termofilne (> 45°C). Reakcją bakterii  

na zmieniające się warunki środowiskowe wywołane stresem temperaturowym jest 

dostosowanie płynności błon komórkowych poprzez zmianę składu fosfolipidów, co również 

wpływa na rejestrowane profile białkowe/lipidowe [47]. 

Analiza białek 

Metoda klasycznej identyfikacji MALDI-TOF MS opiera się na analizie profili białkowych 

mikroorganizmów, zazwyczaj rejestrowanych w zakresie 2 000 – 20 000 Da. W skład tych 

profili wchodzą występujące w dużych ilościach białka rybosomalne oraz białka metabolizmu 

podstawowego. Ponieważ skład białek różni się w zależności od rodzaju i gatunku bakterii, 

powstają unikalne widma, które można porównać z profilami białkowymi zawartymi  

w bibliotece widm referencyjnych. Dzięki temu możliwe jest ustalenie taksonomicznej 

przynależności badanego mikroorganizmu do rodzaju i gatunku, a w niektórych przypadkach 

nawet szczepu [49].  
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W celu uzyskania jak najwyższego prawdopodobieństwa dopasowania widma istotne jest 

aby stosowana procedura ekstrakcji była zbliżona do tej, która była stosowana w trakcie 

tworzenia bazy referencyjnej. Najczęściej producenci udostępniają użytkownikom różne 

metody ekstrakcji, wśród których można wymienić: bezpośrednie naniesienie próbki, 

ekstrakcję na płytce i pełną procedurę ekstrakcji. Pierwszy sposób jest najprostszy i najszybszy. 

Polega na rozsmarowaniu pojedynczej kolonii z płytki agarowej bezpośrednio na spot na płytce 

i pokrycie matrycą. Metoda ta umożliwia identyfikację 90 – 95% mikroorganizmów  

i ze względu na prostotę jest najczęściej stosowana. W drugiej metodzie po nałożeniu na spot 

biomasy bakteryjnej pokrywa się ją 70% kwasem mrówkowym (FA), który prowadzi  

do zniszczenia ściany komórkowej co ułatwia ekstrakcję białek. Podejście to pozwala  

na uzyskanie lepszej jakości widm masowych, szczególnie w przypadku gatunków Gram-

dodatnich oraz drożdży. Ostatnia metoda polega na ekstrakcji białek z komórek bakteryjnych 

przy użyciu różnego rodzaju rozpuszczalników i jest zalecana, gdy wymagane jest uzyskanie 

wyższej jakości widm. W tym celu najczęściej (wg zaleceń producentów) stosuje się wodę, 

etanol, FA i acetonitryl. Po przygotowaniu ekstrakt nakłada się na spot i pokrywa matrycą [47]. 

Jak wspomniano wcześniej matryca wpływa na jonizację, tak więc w celu identyfikacji 

mikroorganizmów standardowo zaleca się stosować HCCA. Wybór odpowiedniej metody 

ekstrakcji zależy od budowy analizowanych mikroorganizmów. Bakterie Gram-ujemne  

są zazwyczaj identyfikowane z dużym prawdopodobieństwem za pomocą metody 

bezpośredniej. Z kolei, grubsza ściana komórkowa u bakterii Gram-dodatnich nadaje  

im zwiększoną oporność na lizę. Z tego powodu w ich przypadku zaleca się przeprowadzanie 

pełnej procedury ekstrakcji.  

W trakcie badań posługiwałam się podejściem proteomicznym w celu identyfikacji 

mikroorganizmów (głównie bakterii) z próbek klinicznych: wymazy stopy cukrzycowej [P3, 

P6] i mocz pacjentów cierpiących na raka prostaty [P5]. 

Analiza lipidów 

Lipidy są kluczowymi składnikami komórek bakteryjnych, pełniąc istotną rolę  

w metabolizmie, przechowywaniu energii oraz sygnalizacji komórkowej. Są one głównym 

składnikiem dwuwarstwy fosfolipidowej, która stanowi strukturę błony komórkowej bakterii. 

Wszechstronność funkcji lipidów w komórkach wynika z ich specyficznej budowy i obejmuje 

m.in. różnice w długości i rodzaju wiązań w budujących je kwasach tłuszczowych oraz rodzaju 

związku tworzącego tzw. głowę m.in. glicerol, glicerol + grupa fosforanowa, reszty cukrowe 

[50]. Ta zróżnicowana struktura lipidów sprawia, że bakterie posiadają charakterystyczne dla 

danego rodzaju klasy lipidów. Analiza profili lipidowych mikroorganizmów przez długi czas 

była możliwa przy zastosowaniu chromatografii gazowej, jednakże konieczność derywatyzacji 

lipidów była uciążliwa. Wraz z rozwojem techniki MALDI możliwe stało się szybkie  

i precyzyjne określanie profili lipidowych. Oprócz lipidów występujących powszechnie  

we wszystkich komórkach bakteryjnych, istotne jest zdefiniowanie lipidów specyficznych dla 
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konkretnego gatunku, które wykazują znaczną zmienność, co może ułatwić identyfikację. 

Bakterie Gram-ujemne charakteryzują się obecnością lipopolisacharydu, który składa się  

z lipidu A, rdzenia oligosacharydowego i antygenu O. Struktura lipidu A lub antygenu O może 

być stosowana jako biomarker do identyfikacji bakterii. Z kolei bakterie Gram-dodatnie 

zawierają charakterystyczne glikolipidy, glukolipidy i kwas lipotejchojowy [51]. Lipid A może 

być również obiecującym narzędziem do wykrywania oporności na kolistynę (patrz rozdział 

2.5). 

Dzięki temu zróżnicowaniu drobnoustrojów lipidomika stanowi komplementarną metodę 

identyfikacji drobnoustrojów w technice MALDI. W publikacji [P4] przeprowadziłam 

szczegółową charakterystykę profili lipidowych 39 izolatów bakterii uzyskanych z próbek ran 

osób cierpiących na infekcje stopy cukrzycowej. Wyniki badań wykazały istotne różnice  

w profilach lipidowych analizowanych gatunków. Różnice te stanowią podstawę dla przyszłych 

badań mających na celu rozwinięcie bibliotek lipidów mikroorganizmów, co przyczyni się  

do doskonalenia procesów identyfikacji bakteryjnej. 

Istnieją trzy zwalidowane metody ekstrakcji lipidów z hodowli komórkowych, w tym 

mikroorganizmów: metoda Folcha, metoda Bligha-Dyera, oraz metoda Matyasha. 

Najpowszechniejszą metodą jest metoda Folcha, która wykorzystuje dwufazowy układ 

rozpuszczalników składający się z chloroformu/metanolu/wody w stosunku objętościowym 

8:4:3 (v/v/v). Metodę tę cechuje duża czułość w ekstrakcji fosfolipidów i lipidów obojętnych, 

m.in. fosfatydylocholiny, sfingomieliny, fosfatydyloetanoloamina i triacylogliceroli.  

W przypadku metody Bligha-Dyera stosuje się ten sam układ rozpuszczalników, ale w stosunku 

2:2:1,8 (v/v/v), co redukuje ilość wykorzystywanego chloroformu. Konieczność zastosowania 

chloroformu, będącego związkiem wysoce toksycznym i kancerogennym, czyni te metody 

nieodpowiednimi do stosowania na dużą skalę. Zastosowanie w metodzie Matyasha 

nietoksycznego eteru metylo-tert-butylowego (MTBE) stanowi alternatywę dla chloroformu. 

Stosunek objętościowy MTBE/metanol/woda wynosi odpowiednio: 10:3:2,5 (v/v/v). Ponadto, 

MTBE jest bardziej polarny, przez co w większym stopniu miesza się z wodą bez separacji faz. 

W konsekwencji faza organiczna zawiera więcej wody i tym samym poprawia skuteczność 

ekstrakcji dla poszczególnych klas lipidów o charakterze kwasowym. W każdej z tych metod 

uzyskana faza wodna zawiera związki rozpuszczalne w wodzie tj. cukry, aminokwasy, 

witaminy, które mogą być użyte do analizy metabolomu [50], [52]. Zastosowanie tych samych 

odczynników w metodzie Folcha i Blight-Dyera sprawia, iż ekstrakty lipidowe mają zbliżony 

skład. Wraz z Arendowskim i wspł, porównaliśmy zastosowanie wymienionych powyżej trzech 

metod do ekstrakcji lipidów z komórek bakteryjnych czterech gatunków bakterii (izolaty 

kliniczne: S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, P. mirabilis) [53]. Wyniki badań wykazały,  

iż najwięcej sygnałów na widmach lipidowych uzyskaliśmy dla ekstraktów otrzymanych 

metodą Blight-Dyera, zarówno w trybie jonów dodatnich jak i ujemnych. 
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W analizach lipidomicznych wchodzących w skład niniejszej dysertacji stosowałam metodę 

Folcha [P4,P7] do ekstrakcji lipidów z komórek izolatów bakteryjnych ze stopy cukrzycowej. 

2.4. Referencyjne bazy danych i ich ograniczenia 

Na światowym rynku dostępnych jest coraz więcej producentów, którzy wraz ze sprzętem 

dostarczają swoje oprogramowanie oraz bazy danych do identyfikacji mikroorganizmów  

w oparciu o profile białkowe, m.in.: BioTyper (Bruker Daltonics, Niemcy) [54], [55], Vitek MS 

(bioMérieux, Francja) [56], [57], Axima (Shimadzu, Japonia) [58], Andromas (Andromas SAS, 

Francja) [59], MicroIDSys (ASTA, Korea Południowa) [60], MicrobeLynx (Waters 

Corporation, USA) [61], EXS (Zybio, Chiny) [62]. Ich skuteczność w identyfikacji bakterii 

może różnić się w zależności od specyfikacji sprzętu, oprogramowania, algorytmów 

identyfikacji oraz zasobów baz danych i częstości ich aktualizacji. Wszystkie systemy  

są przeznaczone do celów badawczych (RUO, Research Use Only), a jedynie dwa pierwsze, 

BioTyper i Vitek, posiadają certyfikat IVD (In Vitro Diagnostic) i mogą być stosowane do celów 

diagnostycznych. Oba systemy cieszą się znacznym zainteresowaniem wśród użytkowników, 

co przekłada się na obfitość dostępnych prac porównawczych [54], [57], [63].  

Porównanie widm następuje w oparciu o wartości m/z oraz intensywności sygnałów, a każdy 

producent ma własny algorytm tworzenia profilu białkowego. W przypadku systemu BioTyper 

widma w bazie danych tworzone są poprzez wielokrotny pomiar profilu danego szczepu  

i określenie sygnałów wchodzących w skład tzw. głównych profili widmowych (MSP, ang. 

main spectrum profile) [64]. Program wyraża podobieństwo widm jako wartość log(score)  

w zakresie 0,000 – 3,000, gdzie wartość wskaźnika: >2,300 wskazuje na wiarygodną 

identyfikację do poziomu gatunku; 2,000 – 2,299 wskazuje na wiarygodną identyfikację  

do poziomu rodzaju i prawdopodobną identyfikację do gatunku; 1,700 – 1,999 wskazuje  

na prawdopodobną identyfikację do poziomu rodzaju; <1,700 brak identyfikacji. W przypadku 

niektórych szczepów (np. Mycobacteria [65]) możliwe jest stosowanie niższych progów 

identyfikacji. Natomiast system Vitek, tworząc bazę widm, wykorzystuje algorytm oparty  

na podziale widma na 13 000 zdefiniowanych przedziałów, dla których określana jest ważność. 

Nieznane widmo próbki poddawane jest temu samemu procesowi i na tej podstawie 

dopasowywane do tzw. SuperSpectra, uzyskiwanego z co najmniej 15 widm referencyjnych. 

Wynik identyfikacji wyrażany jest jako wartość ufności w zakresie od 0 - 100%, gdzie: 99,9% 

– wskazuje na dopasowanie idealne, 60% - 99,8% – dopasowanie dobre, natomiast wartości  

< 60% uważa się za brak identyfikacji [64], [66].  

Tworzenie bazy danych determinuje możliwości jej późniejszego zastosowania oraz 

skuteczność. Kluczowym czynnikiem jest obszerność bazy danych nie tylko pod kątem ilości 

szczepów, ale również ich różnorodności. Chociaż większość systemów umożliwia uzyskanie 

wysokiego prawdopodobieństwa dopasowania dla szerokiego zakresu mikroorganizmów, 

niektóre z nich mogą być bardziej precyzyjne dla konkretnych gatunków. Literatura wskazuje, 
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iż BioTyper z powodu dużej ilości różnych gatunków w bazie lepiej sprawdza się w przypadku 

większości bakterii i drożdży, a Vitek w przypadku Mycobacteria, Actinomycetes i grzybów 

strzępkowych [67]. Baza Vitek zbudowana jest w oparciu o  kliniczne szczepy pochodzące  

z różnych regionów świata i hodowanych w różnych warunkach (tj. pożywki, temperatura),  

co może w niektórych przypadkach przekładać się na jej korzyść. 

Zastosowanie proteomicznego podejścia w technice MALDI początkowo skupiało się  

na stworzeniu gotowego rozwiązania mającego usprawnić prace laboratoriów klinicznych. Z 

tego powodu w skład baz wchodzą głównie szczepy kliniczne, które najczęściej wywołują 

choroby zakaźne. Sprawia to, iż wiele bakterii środowiskowych (gatunki należące do m.in. 

Bacillus, Brachybacterium, Legionella, Pseudomonas, Vibrio) jest błędnie lub niepoprawnie 

identyfikowanych z powodu braku lub niewystarczającej ilości referencyjnych widm w bazie 

[68]. Ponadto, bakterie występujące w odmiennych środowiskach charakteryzują się większą 

różnorodnością i mogą posiadać różne cechy fenotypowe, które mogą wpływać na ich 

identyfikację. Niestepski i in. zauważyli znaczny wpływ środowiska na poprawność 

identyfikacji bakterii z grupy Bacteroides fragilis [69]. 100% poprawność identyfikacji 

uzyskali tylko dla szczepów wyizolowanych z kału ludzkiego i szczurzego. Szczepy 

wyizolowane ze ścieków oczyszczonych i szpitalnych uzyskały niższą poprawność, 

odpowiedno 40% i 20%. Wiele systemów umożliwia użytkownikom tworzenie własnych baz 

danych, co pozwala częściowo przezwyciężyć problem braku odpowiedniego dopasowania, 

jednakże stworzenie własnej bazy danych wiąże się z nakładem czasu i środków finansowych. 

Pinar-Mendez i wsp. utworzyli bazę do analizy wody pitnej, zawierającą 319 różnych szczepów 

bakterii [70]. Zastosowanie tej biblioteki znacząco zwiększyło skuteczność identyfikacji 

bakterii środowiskowych w wodzie do 76,2%, w porównaniu z bazą BioTyper, która osiągnęła 

wynik 54,8%. Fergusson i wsp. również tworząc własną bazę zwiększyli zdolność identyfikacji 

szczepów Burkholderia, Caballeronia i Paraburkholderia [71]. Niektóre bazy danych 

tworzone przez użytkowników są ogólnodostępne np. BacteriaMS3, Spectra bank4 co znacząco 

podnosi dokładność identyfikacji szczególnie szczepów środowiskowych. 

W przypadku braku prawidłowego widma system albo nie zidentyfikuje organizmu, albo 

wskaże błędny wynik. Dokładna, chociaż w rzeczywistości niepoprawna identyfikacja, może 

stanowić wyzwanie, zwłaszcza w kontekście blisko spokrewnionych organizmów, które mogą 

charakteryzować się różnymi poziomami ryzyka oraz zróżnicowanymi protokołami 

bezpieczeństwa w warunkach laboratoryjnych i diagnostycznych. Problem ten dotyczy także 

gatunków pomiędzy którymi występuje wysokie podobieństwo proteomiczne tj. Escherichia 

coli i Shigella spp. [72], wielu gatunków w obrębie paciorkowców (m. in. Streptococcus 

anginosus, S. bovis, S. mitis, S. mutans, S. salivarius, S. sanguinis, S. pneumoniae) [73], 

Enterobacter cloacae complex [74] oraz grupy Bacillus pumillis [75]. Producenci baz danych 

 
3 http://www.bacteriams.net 
4 http://www.spectrabank.org 
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często umożliwiają użytkownikom wykorzystywanie zaawansowanych narzędzi, które służą  

do dogłębnej analizy i porównywania widm masowych. Takie narzędzia obejmują między 

innymi tworzenie dendrogramów, które pozwalają na wizualizację podobieństw lub różnic 

pomiędzy badanymi próbkami, generowanie macierzy korelacji, dzięki którym można ocenić 

wzajemne zależności między różnymi zmiennymi, przeprowadzenie analizy skupień, która 

umożliwia grupowanie danych na podstawie ich podobieństwa, oraz realizowanie analiz 

wielowymiarowych, pozwalających na badanie złożonych wzorców i zależności w danych 

wielowymiarowych.  Korzystanie z tych zaawansowanych funkcji, oferowanych przez firmę 

Bruker, stanowiło ważny element mojej pracy podczas prowadzenia badań naukowych.  

Bruker posiada również dodatkowy program ClinProTools, który zwiększa precyzje 

identyfikacji niektórych gatunków należących do Streptococcus [67]. Niemniej jednak,  

te rozwiązania często wymagają doświadczenia od użytkowników i są specyficzne dla 

określonych systemów. W literaturze możemy znaleźć doniesienia o możliwość rozróżnienia 

np. Shigella spp. od E. coli przy użyciu klasycznej techniki MALDI ze specyficzną biblioteką 

referencyjną [76] lub algorytmem interpretacji sygnałów [77], ale metody te nigdy nie zostały 

wdrożone w rutynowych analizach. Ponadto, wiele prac wskazuje, iż zastosowanie algorytmów 

opartych o uczenie maszynowe (ang. machine learning) ma duży potencjał w poprawie 

dokładności i efektywności identyfikacji szczepów charakteryzujących się wysokim stopniem 

podobieństwa [72], [78].  

Wysokie pokrewieństwo proteomiczne jest wynikiem wysokiego podobieństwa 

genomowego, co oznacza, że zastosowanie dodatkowych metod, takich jak techniki biologii 

molekularnej, w tych przypadkach jest również ograniczone. Analiza lipidów, które nie  

są bezpośrednio determinowane przez sekwencje DNA, lecz są produkowane w procesach 

metabolicznych organizmu, przedstawia się jako obiecujące podejście w badaniach. Produkty 

te, będące wynikiem złożonych szlaków metabolicznych, charakteryzują się bogatą 

różnorodnością funkcjonalną i strukturalną. Ta właściwość sprawia, że lipidy mogą wykazywać 

znacząco większą zmienność między poszczególnymi osobnikami tego samego gatunku 

bakterii w porównaniu do białek, które są ściślej kontrolowane przez geny. Taka zmienność 

lipidów może dostarczać unikalnych informacji o stanach fizjologicznych, adaptacjach  

do środowiska czy nawet interakcjach międzygatunkowych, czyniąc je kluczowymi 

wskaźnikami w mikrobiologicznych badaniach diagnostycznych i ewolucyjnych. Właśnie  

z tego względu rozwijałam w swojej pracy doktorskiej badania lipidomiczne, mając na celu 

głębsze zrozumienie mechanizmów regulacji i funkcji lipidów w różnych kontekstach 

biologicznych.  Wiele prac wskazuje, iż zastosowanie podejścia lipidomicznego w analizach 

MALDI umożliwia nawet rozróżnienie bliskospokrewnionych bakterii. Złoch i wsp., z naszej 

grupy badawczej w ICNT, rozróżnili paciorkowce ślinowe (S. salivarius i S. vestibularis) [25], 

Pizzato i wsp. szczepy E. coli i Shigella [78], a AlMasoud i wsp. szczepy Bacillus  

i Brevibacillus [79]. Aktualnie jest brak lipidowych bazy danych służących do identyfikacji 

mikroorganizmów porównywalnyvh pod względem wielkości i różnorodności z bibliotekami 
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białkowymi. Autorzy prac tworzą bazy danych, które wykorzystują tylko do własnych potrzeb. 

Profile lipidowe są znacznie bardziej zależne od warunków środowiska mikrobiologicznego 

niż białkowe, dlatego ich zastosowanie bez ujednolicenia procesu hodowli, przygotowywania 

próbek i warunków analizy jest niemożliwe. Najpopularniejszą bazą danych wykorzystywaną 

w analizach lipidomicznych mikroorganizmów jest LIPIS MAPS5, który dostarcza 

kompleksowych informacji na temat struktury i funkcji pojedynczych lipidów, w tym ich 

klasyfikacji, właściwości fizykochemicznych i szlaków metabolicznych.  

Przedstawione dane podkreślają istotne znaczenie rozwijania przez producentów systemów 

identyfikacyjnych w celu doskonalenia technologii MALDI. Nasz zespół współpracuje  

z przedstawicielami firmy Bruker (Brema, Niemcy) oraz Zybio (Chiny) przeprowadzając 

analizy, których wyniki umożliwiają rozwój baz danych i poprawę sprawności systemów.  

W publikacji [P5] porównałam skuteczność dwóch różnych systemów MALDI (Bruker 

BioTyper i Zybio EXS2600) w szybkiej identyfikacji izolatów bakteryjnych wyizolowanych  

z próbek moczu pacjentów cierpiących na raka prostaty. Uzyskane wyniki potwierdziły,  

że obydwie platformy są równie dobrym wyborem pod względem wydajności i szybkości 

analitycznej w rutynowych procedurach diagnostyki mikrobiologicznej. Dzięki zastosowaniu 

obu systemów zwiększyłam skuteczność identyfikacji izolatów – tylko 34 z 1979 nie zostały 

zidentyfikowane przez oba systemy. 8,5% analizowanych próbek zidentyfikowałam tylko przez 

jeden system, co podkreśla konieczność ciągłego rozwoju baz danych i ich wzbogacania, 

szczególnie o szczepy rzadziej izolowane w próbkach klinicznych należące do rodziny 

Actinomycetia oraz Bacilli tj. Bacillus, Brevibacillus, Brachybacterium, Lactococcus. Dzięki 

temu możliwe będzie wykorzystanie techniki MALDI również do rutynowych analiz próbek 

środowiskowych, które wykazują większą różnorodność. Badania tego rodzaju próbek  

są istotne m.in. ze względu na potencjał probiotyczny wykazywany przez wiele szczepów 

bakteryjnych, który jest pożądany ze względu na korzyści zdrowotne i ekologiczne, jakie mogą 

przynieść dla ludzi i środowiska. Podczas badań doktoranckich aktywnie uczestniczyłam  

w poszukiwaniach szczepów o potencjale probiotycznym [80], [81]. Identyfikacja tych 

szczepów za pomocą techniki MALDI stanowiła wyzwanie ze względu na ograniczoną 

różnorodność dostępnych danych w bazach.  

2.5. Analiza antybiotykooporności 

 Uniwersalność MALDI sprzyja rozwojowi coraz większej liczby aplikacji opartych na tej 

technologii, z których jednymi z najbardziej obiecujących do zastosowania w praktyce 

klinicznej są metody oceny wrażliwości na środki przeciwdrobnoustrojowe (AST, ang. 

antimicrobial susceptibility testing). Opracowano różne metody analizy AST, jednakże 

 
5 https://www.lipidmaps.org/ 
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większość z nich wymaga standaryzacji i dodatkowych badań przed wprowadzeniem ich  

do rutynowego zastosowania w praktyce klinicznej. Najistotniejsze omówiono poniżej. 

Identyfikacja biomarkerów związanych z opornością 

Jednym z pierwszych doniesień w literaturze o możliwości zastosowania techniki MALDI 

w analizie antybiotykooporności była praca Edwards-Jonesa z 2000 roku, w której to porównał 

widma masowe całych komórek siedmiu szczepów referencyjnych MSSA i siedmiu izolatów 

klinicznych MRSA w zakresie m/z 500 – 10 000 [82]. W dolnym zakresie mas autorzy 

zidentyfikowali specyficzne grupy biomarkerów, co pozwoliło im prawidłowo odróżnić 

szczepy wrażliwe na metycylinę od opornych. Kolejne badania wykazały, iż szczepy MRSA 

wytwarzają toksynę białkową (PSM-mec), która jest wykrywalna metodą MALDI jako sygnał 

m/z 2415 ± 2,00. Peptyd ten nie powoduje oporności na metycylinę, ale jego ekspresja jest 

powiązana z opornością, co pozwala przewidzieć nosicielstwo genu mecA6 u szczepów  

S. aureus [83]. Bruker opracował oprogramowanie (MBT subtyping module), które bazując  

na tej zależności dostarcza pośredniego dowodu oporności na metycylinę. Chociaż obecność 

PSM-mec wiąże się z opornością na metycylinę również u gronkowców koagulazo-ujemnych 

(np. S. epidermidis, S. haemolyticus), większość z nich go nie wytwarza, co sprawia,  

że użyteczność tego systemu jest ograniczona głównie do szczepów S. aureus [84], [85]. 

Podejście polegające na poszukiwaniu na widmach sygnałów (m/z) pochodzących  

od biomarkerów oporności można wykorzystać również do identyfikacji plazmidów niosących 

różne geny (głównie β-laktamaz). Dla szczepów K. pneumoniae wytwarzających 

karbapenemazy (KPC) obserwuje się sygnał przy m/z 11 109 [86], a dla A. baumannii 

produkujących cefalosporynazy przy m/z ~40 279 [87]. Z kolei szczepy Bacteroides fragilis 

oporne na karbapenemy od wrażliwych można rozróżnić w oparciu o przesunięcia sygnałów  

w przedziale 4000 – 5500 Da [88]. Nakano i wsp. wyznaczyli na widmach masowych pięć 

sygnałów (m/z: 3184, 5702, 7415, 7445, 12 662 Da) umożliwiających rozróżnienie szczepów 

Enterococcus faecium opornych od wrażliwych na wankomycynę (VRE) [89]. 

Zaletą podejścia opierającego się na poszukiwaniu biomarkerów jest brak konieczności 

przygotowywania dodatkowych próbek. Próbki przygotowane do identyfikacji 

mikroorganizmów (ekstrakty białkowe) można wykorzystać do detekcji biomarkerów 

szczepów opornych na antybiotyki. Jednakże, opisane wyżej metody są specyficzne  

dla konkretnych mechanizmów oporności i zależne od gatunku bakterii. 

Analiza lipidu A 

Lipid A wchodzi w skład lipopolisacharydu (LPS), który jest kluczowym elementem błon 

zewnętrznych bakterii Gram-ujemnych. Struktura lipidu A jest skomplikowana i zróżnicowana, 

a jej skład może się różnić w zależności od gatunku bakterii. U większości bakterii Gram-

 
6 koduje białko PBP2a (białko wiążące penicylinę), które zapewnia szczepom S. aureus oporności na antybiotyki β-laktamowe, 

takie jak penicyliny i cefalosporyny. 
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ujemnych oporność na kolistynę7 wynika z modyfikacji chemicznych lipidu A,  

za pośrednictwem mutacji kodowanych chromosomowo lub aktywności enzymów oporności 

na kolistynę. W wyniku tego do natywnej formy lipidu A dołącza się ugrupowanie 4-amino-4-

deoksy-L-arabinozy (L-Ara4N) i/lub fosfoetanoloaminy (PEtN), co powoduje wzrost masy 

lipidu o 131 Da dla L-Ara4N i 123 Da dla PEtN. Widma zarejestrowane dla szczepów 

wrażliwych posiadają sygnał pochodzący jedynie od natywnej formy lipidu A, a dla szczepów 

opornych obserwuje się również sygnały o zwiększonej masie świadczące o zajściu 

modyfikacji lipidu. Na podstawie tych sygnałów i ich intensywności oprogramowanie oblicza 

współczynnik oporności, który wskazuje czy badany szczep wykazuje oporność [90].  

Metoda ta jest szybka i dokładna, jednakże jej zastosowanie ogranicza się do analizy tylko 

tych gatunków bakterii dla których budowa i masa cząsteczkowa lipidu została dokładnie 

scharakteryzowana m.in. E. coli, K. pneumoniae, P. aureginosa, M. morganii, A. baumannii, 

Salmonella enterica. Kolejne ograniczenie stanowią wymagania aparaturowe. Do przepro-

wadzenia analiz wymagane jest zastosowanie trybu jonizacji ujemnej, który do niedawna  

nie był dostępny w instrumentach dedykowanych dla rutynowych laboratoriów klinicznych 

[90], [91].  

Wykrywanie hydrolizy antybiotyków β-laktamowych 

Jednym z najbardziej powszechnych zastosowań techniki MALDI w detekcji 

antybiotykooporności jest wykrywanie aktywności β-laktamaz,  na podstawie pomiaru 

produktów hydrolizy cząsteczek antybiotyku w supernatancie znad płynnego podłoża 

hodowlanego zawierającego szczepy bakterii inkubowane w obecności badanego antybiotyku. 

Hydrolizie pierścienia β-laktamowego za pośrednictwem β-laktamazy towarzyszy przyłączenie 

cząsteczki wody i reakcja ta prowadzi do zmiany masy antybiotyku o 18 Da. Zhydrolizowana 

cząsteczka antybiotyku może ulec dalszym reakcjom nieenzymatycznym, do których głównie 

należy odłączenie grupy karboksylowej prowadzące w efekcie do zmiany masy cząsteczkowej 

o -44 Da. Wszystkie produkty zachodzących reakcji można łatwo wykryć metodą MALDI. 

Procedura przygotowania próbki wymaga zawieszenia komórek bakteryjnych w buforze  

z antybiotykiem i przeprowadzenia inkubacji w temperaturze 37°C. Czas inkubacji zależny jest 

od zastosowanego antybiotyku i waha się od 30 minut dla ceftriaksonu i imipenemu do nawet 

6 godzin dla ceftazydymu. Po inkubacji supernatant nakłada się na płytkę i pokrywa matrycą. 

W ten sam sposób należy przygotować kontrole dodatnią (wzorcowy szczep oporny) i ujemną 

(wzorcowy szczep wrażliwy). Ocena oporności następuje w oparciu o porównanie 

intensywności sygnałów pochodzących od formy natywnej i form zhydrolizowanych 

antybiotyku oraz ich znormalizowanie względem różnicy zmierzonej dla kontroli pozytywnej 

i negatywnej – parametr logRQ [92]. Ze względu na małe natężenia sygnału w przypadku 

zhydrolizowanych cząsteczek, analiza z wykorzystaniem zestawów IVD komercyjnie 

 
7 Kolistyna jest antybiotykiem ostatniej szansy, stosowanym w leczeniu trudnych infekcji bakteryjnych charakteryzujących się 

wielolekooporonością.  



 

35 

 

dostępnych i stosowanych w rutynowych laboratoriach diagnostycznych wymaga zastosowania 

standardu matrycy dostarczanego przez producenta wraz z matrycą. Wówczas podczas 

wyznaczania parametru logRQ zamiast zsumowanego natężenia cząsteczek zhydrolizowanych 

wykorzystuje się intensywność standardu wewnętrznego.  

Metodologię tę można zastosować do badania wrażliwości bakterii Gram-ujemnych  

(m.in. Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.) na różne klinicznie 

stosowane karbapenemy (tj. meropenem, imipenem, ertapenem) i cefalosporyny  

(tj. cefotaksym, ceftazydym, ceftriakson). Czułość metody wynosi 90 – 95%, przy czym 

najwyższą obserwuje się dla antybiotyków, które wymagają krótkiego czasu inkubacji. 

Antybiotyki te należą do związków LMW, co oznacza, że interpretacja ich sygnałów przy 

zastosowaniu HCCA jako matrycy może być kłopotliwa. Obserwuje się to szczególnie  

w przypadku meropenemu i imipenemu, dla których wymagane jest zastosowanie odmiennych 

procedur. W przypadku meropenemu  w celu ograniczenia supresji sygnałów zaleca się 

stosowanie jako matrycy DHB. Jednakże niejednorodna krystalizacji DHB utrudnia 

automatyzację procesu i wdrożenie w rutynowych zastosowaniach. W przypadku imipenemu 

częstym zjawiskiem jest brak detekcji sygnałów pochodzących od cząsteczek 

zhydrolizowanych. Rozwiązaniem tego problemu jest dodanie do matrycy wewnętrznego 

standardu, jak to zostało opisane we wcześniejszym paragrafie [93]. 

Zgodnie z raportem opublikowanym w 2022 roku przez Światową Organizację Zdrowia,  

w Polsce odnotowuje się wzrost liczby zakażeń szczepami wykazującymi lekooporność, 

głównie na penicyliny i antybiotyki β-laktamowe, zwłaszcza karbapenemy i cefalosporyny 

trzeciej generacji (takie jak cefotaksym, ceftazydym, ceftriakson) [94]. W oparciu  

o te informacje w publikacji [P6] technikę MALDI zastosowałam do szybkiej detekcji 

oporności na wyżej wymienione klasy antybiotyków. Przedmiot badań stanowiły szczepy, które 

wyizolowałam z wymazów z  ran osób cierpiących na infekcje stopy cukrzycowej m.in. E. coli, 

P. aeruginosa, P. mirabilis. Walidację metody wykonałam w oparciu o wyniki uzyskane z analiz 

molekularnych (PCR) i metod konwencjonalnych (testy paskowe). Badania te udowodniły,  

iż zastosowanie techniki MALDI w laboratoriach mikrobiologicznych do detekcji oporności 

może znacznie skrócić czas oczekiwania lekarzy na wyniki antybiogramu i przyczynić się  

do implementacji skuteczniejszej antybiotykoterapii. 

2.6. Zastosowanie nanostruktur 

Bezmatrycowe platformy LDI, stanowiące nowoczesną alternatywę dla tradycyjnej techniki 

MALDI, zyskały uznanie w kontekście analizy metabolitów, które charakteryzują się niskimi 

masami cząsteczkowymi, przede wszystkim ze względu na ich zdolność do generowania 

niskiego sygnału pochodzącego od tła w zakresie m/z poniżej 1000 Da, co w konsekwencji daje 

większą liczbę sygnałów o wysokim stosunku S/N (sygnał do szumu). Kluczowym aspektem 
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tych platform jest zastąpienie konwencjonalnej matrycy przez różnorodne nanomateriały, które 

są aplikowane na powierzchni podłoża. Dzięki temu innowacyjnemu podejściu możliwe jest 

osiągnięcie wysokiej efektywności procesu desorpcji i jonizacji związków nisko-

cząsteczkowych znajdujących się w próbkach, co jest kluczowe dla dokładnej analizy 

chemicznej. Takie metody, znane pod nazwą wspomagana powierzchniowo laserowa desorpcja 

jonizacja (SALDI, ang. surface-assisted laser desorption ionization) oraz laserowa desorpcja 

jonizacja wspomagana nanostrukturami (NALDI, ang. nanostructure assisted laser desorption 

ionization), otwierają nowe możliwości w zakresie precyzyjnego badania składu chemicznego 

próbek, oferując jednocześnie znaczną redukcję efektów tłumiących sygnał, co jest często 

obserwowanym ograniczeniem w przypadku technik opartych na tradycyjnych matrycach 

MALDI. Akronim NALDI głównie odnosi się do metody opracowanej przez firmę Bruker 

Daltonics wykorzystującej powierzchnie zawierające nanodruty krzemowe. 

Ich powstanie zainspirowane było wspomnianą wcześniej pracą Tanaki i wsp., w której 

zastosowano nanocząstki kobaltu do jonizacji białek i polimerów [34]. Sunner i Chen 

zastosowali zawieszone w glicerolu cząstki grafitu o wielkości od 2 do 150 µm do jonizacji 

małych molekuł [95]. Proponowana terminologia SALDI miała na celu zaakcentowanie 

kluczowej roli, jaką powierzchnia oraz jej struktura odgrywają w procesie desorpcji i jonizacji. 

Jednakże, początkowe badania nie odzwierciedlały w pełni rzeczywistych warunków 

pomiarowych, gdyż ablacja nie następowała bezpośrednio z modyfikowanej powierzchni, lecz 

z matrycy nieorganicznej zanurzonej w glicerolu. Użycie glicerolu miało również wpływ  

na ograniczenie zastosowań do systemów pomiarowych, w których płytki umieszczane są  

w pozycji pionowej. Wobec tych ograniczeń, w dalszych badaniach pojęcie SALDI zaczęto 

stosować z odniesieniem do nanostruktur zintegrowanych z powierzchnią płytki lub  

do powierzchni, które zostały specjalnie zmodyfikowane przed aplikacją analizowanej próbki. 

Takie podejście pozwala na efektywniejsze wykorzystanie procesu desorpcji i jonizacji,  

co przyczynia się do zwiększenia dokładności i wiarygodności wyników analizy [96].  

W kontekście technologii SALDI, różnorodne powierzchnie są testowane pod kątem ich 

skuteczności jako substraty, z różnym powodzeniem. Analizując skład pierwiastkowy, można 

zaklasyfikować większość podłoży SALDI do trzech głównych kategorii: podłoża na bazie 

węgla (takie jak fulereny i grafen), podłoża na bazie półprzewodników (np. krzem) oraz 

podłoża na bazie metalu. Każda z tych kategorii charakteryzuje się specyficznymi 

właściwościami fizykochemicznymi, które mogą wpływać na efektywność procesu desorpcji  

i jonizacji, a tym samym na jakość i precyzję wyników analizy. Wybór odpowiedniego typu 

podłoża zależy od specyfiki badanej próbki oraz oczekiwanych wyników analizy, co podkreśla 

znaczenie dogłębnej wiedzy na temat właściwości różnych materiałów wykorzystywanych jako 

substraty w metodzie SALDI [97].  

Szczególnym zainteresowaniem w dziedzinie biologii cieszą się metody oparte  

na nanocząstkach (NP) metali, szczególnie metali szlachetnych. Właściwości fizykochemiczne 

NP metalicznych zależą od ich rozmiarów i/lub morfologii, co wpływa na wydajność 
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desorpcji/jonizacji i wewnętrzny transfer energii w procesie SALDI. McLean i wsp. stosując 

nanocząstki złota (AuNP) w technice LDI wykazli, iż AuNP o średnicy 10 nm 

charakteryzowały się 10-krotnie wyższą wydajnością w wykrywaniu białek niż ich 

odpowiedniki o średnicy 2 nm [98]. Gámez i wsp. stosując sferyczne AuNP (śr. 30 nm)  

i w kształcie nanoprętów AuNP (śr. 18 mm, dł. 50 mm) w technice LDI  odnotowali 2,8-krotnie 

niższy próg fluencji lasera przy 355 nm w przypadku sferycznych AuNP [99]. Właściwości 

fizykochemiczne substratów wykorzystywanych w technologii SALDI mają znaczący wpływ 

na efektywność procesów desorpcji oraz jonizacji indukowanych przez laser. Chociaż jasne 

jest, że właściwości te odgrywają kluczową rolę, jednakże względny wpływ poszczególnych 

właściwości na ogólną wydajność metody wciąż nie jest w pełni wyjaśniony. W tym kontekście 

jednym z głównych wyzwań jest brak standaryzacji procesów syntezy nanomateriałów, co jest 

konieczne do osiągnięcia większej jednorodności strukturalnej i rozmiarowej produktu 

końcowego. Osiągnięcie takiej standaryzacji byłoby kluczowe dla zapewnienia powtarzalności 

i wiarygodności wyników uzyskiwanych za pomocą technologii SALDI, poprzez 

minimalizację zmienności wewnętrznej związanej z heterogenicznością substratów. Dążenie  

do większej jednorodności w produkcji nanomateriałów może zatem znacząco przyczynić się 

do lepszego zrozumienia wpływu poszczególnych cech fizykochemicznych na proces 

desorpcji/jonizacji, co z kolei może doprowadzić do optymalizacji i ulepszenia metodologii 

SALDI. Literatura wskazuje, że najczęściej stosowane metody syntezy nanocząstek (m.in. 

srebra, złota) do LDI opierają się na chemicznej redukcji soli [100], [101] lub 

elektrochemicznym wzroście na powierzchni katody [102]. Synteza tymi metodami, mimo  

iż prosta i tania często prowadzi do uzyskania niejednorodnych struktur i niekontrolowanej 

agregacji. 

Nanocząstki metali można otrzymać metodami chemicznymi, fizycznymi i biologicznymi, 

które można ogólnie podzielić na dwa podejścia: odgórne (metoda niszcząca) i oddolne (metoda 

konstrukcyjna). Podejście oddolne jest bardziej preferowane, ponieważ zapewnia lepszą 

kontrolę właściwości fizykochemicznych produktu końcowego i jego składu chemicznego 

[103]. W trakcie realizacji mojej rozprawy doktorskiej zastosowałam i rozwijałam metodę 

chemicznego osadzania z fazy gazowej (CVD, ang. chemical vapour deposition). Ta technika 

umożliwia syntezę nanocząsteczek (NP) bezpośrednio na podłożu poprzez proces sublimacji 

prekursora. W metodzie tej prekursor w formie gazowej jest transportowany do powierzchni 

podłoża, gdzie ulega serii reakcji chemicznych (w przypadku metali głównie rozkładowi 

termicznemu). Proces ten prowadzi do ostatecznego utworzenia cienkiej warstwy 

nanocząsteczek. Takie podejście charakteryzuje się wysoką kontrolą nad morfologią i składem 

chemicznym powstałej warstwy, co jest kluczowe dla uzyskania materiałów o pożądanych 

właściwościach fizykochemicznych [104]. Zsyntetyzowane tą metodą AgNP wykazują 

potencjał do zastosowania w technice LDI do analizy LMW, co przedstawiłam na przykładzie 

lipidów wyizolowanych z komórek bakteryjnych w pracy [P7] oraz standardach lipidów  

i sacharydów [P8]. 
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Zastąpienie cząsteczek matrycy nanocząstkami srebra znacznie zmniejsza ilość sygnałów tła 

chemicznego, co zapewnia łatwiejszą analizę danych. Sygnały związane z jonami srebra  

są wysoce powtarzalne i mogą służyć jako wewnętrzny kalibrant. Dodatkowo właściwości 

antybakteryjne i przeciwgrzybicze AgNP pomagają w konserwacji analizowanej próbki, co ma 

szczególne znaczenie w przypadku obrazowania MS [105]. Sprawia to, iż AgNP są często 

stosowane w technice LDI w kontekście analiz (jakościowych i ilościowych) związków 

biologicznych tj. kwasy nukleinowe [106], kwasy karboksylowe [107], cukry i kwasy 

tłuszczowe [108], lipidy [109], oraz leki i ich metabolity [110].  

W literaturze wykorzystanie techniki SALDI w kontekście analizy mikroorganizmów nie 

cieszy się wielką popularnością, a powstałe prace głównie koncentrują się na analizie całych 

komórek bakteryjnych. Gopal zastosował niemodyfikowane AgNP jako sondy powinowactwa 

do wiązania całych komórek E. coli i S. marcescens w celu zwiększenia czułości LDI w ich 

detekcji bezpośrednio z produktów żywnościowych tj. jogurty [111]. Lukowski i wsp. 

zastosował AuNP do analizy metabolitów (w tym toksyn) obecnych w biofilmie tworzonym 

przez B. subtilis [112]. W publikacji [P7] przedstawiłam możliwość rejestrowania profili 

lipidowych bakterii przy użyciu techniki LDI wspomaganej AgNP. Otrzymane profile lipidowe 

umożliwiły rozróżnienie dwóch bliskospokrewnionych szczepów E. coli (szczepy wykazywały 

odmienną wrażliwość na β-laktamy), co nie było możliwe w oparciu o profile zarejestrowane 

za pomocą MALDI.  

Mechanizm desorpcji i jonizacji w układach z nanostrukturami jest skomplikowany i nie  

w pełni poznany. Zakłada się, że mechanizm desorpcji/jonizacji dla analitu znajdującego się na 

lub w pobliżu nanocząstek polega na absorpcji impulsów lasera przez nanocząstki, czego 

skutkiem jest niemal natychmiastowe, gwałtowne ogrzewanie analitu i gwałtowne przejście 

fazowe [96]. W przypadku nanocząstek metali istotne znaczenie przypisuje się również silnie 

hydrofobowej powierzchni oraz występowaniu powierzchniowego rezonansu plazmonowego 

(SPR, ang. surface plasmon resonance) (patrz Rysunek 4).  

 
Rysunek 4. Mechanizm laserowej desorpcji/jonizacji w układach wspomaganych nanocząstkami metali. 
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Interakcja promieniowania laserowego z nanocząstkami metali inicjuje szereg złożonych 

zjawisk fizycznych i chemicznych. W procesie tym obserwuje się dystrybucję energii 

promieniowania, która częściowo rozprasza się poprzez mechanizmy takie jak emisja fotonów, 

czyli rozpraszanie światła. Jest to zjawisko wykorzystywane między innymi w technice 

spektroskopii Ramana ze wzmocnieniem powierzchniowym (ang. Surface Enhanced Raman 

Spectroscopy), która pozwala na detekcję molekuł z wyjątkowo wysoką czułością dzięki 

lokalnemu wzmocnieniu pola elektromagnetycznego wokół nanocząstek. Ponadto, znaczna 

część energii jest absorbowana przez nanocząstki, co może skutkować wzrostem  

ich temperatury oraz występowaniem zjawiska SPR. Absorpcja energii promieniowania 

prowadzi do zwiększenia energii kinetycznej elektronów w nanocząstce, co ma kluczowe 

znaczenie dla generowania lokalnie wzmocnionego pola elektromagnetycznego. Wzmocnienie 

to ma bezpośredni wpływ na zwiększenie efektywności procesów desorpcji oraz jonizacji 

analitów, co jest istotne w kontekście zastosowań analitycznych, takich jak masowa 

spektrometria z laserową desorpcją/jonizacją. Takie zjawiska podkreślają znaczenie 

nanocząstek metali jako mediatorów w przekazywaniu energii promieniowania lasera, 

umożliwiając nie tylko bardziej efektywne wykorzystanie promieniowania w celach 

analitycznych, ale również otwierając nowe możliwości w badaniach nad materiałami  

na poziomie nano. Dzięki temu, zrozumienie mechanizmów oddziaływania promieniowania 

lasera z nanocząstkami i ich wpływu na procesy analityczne staje się kluczowe dla rozwoju 

nowoczesnych metod spektroskopowych i spektrometrycznych [36].  

W ramach badań opisanych w publikacji [P8], po raz pierwszy zastosowałam powierzchnię 

pokrytą nanocząstkami srebra uzyskanymi metodą chemicznego osadzania z fazy gazowej 

(CVD), aby przeprowadzić analizę jakościową standardów lipidów oraz węglowodanów. 

Proces ten umożliwił zbadanie mechanizmów jonizacji oraz fragmentacji poszczególnych 

związków, co zaowocowało ważnymi obserwacjami dotyczącymi efektywności jonizacji. 

Jonizacja standardów zdeterminowana była również przez strukturę analitów. Dla wszystkich 

związków zaobserwowałam tworzenie adduktów z jonami Na+, podczas gdy tylko niektóre 

związki tworzyły stabilne addukty z jonami Ag+. Otrzymane nanostruktury wykazały wysoką 

selektywność w stosunku do trójglicerydów. Na podstawie uzyskanych wyników 

sformułowano hipotezę, sugerującą, że ilość energii absorbowanej przez nanocząstki  

ma bezpośredni wpływ na procesy jonizacji i fragmentacji analitów.    

Dodatkowo, nanocząstki srebra pełniły funkcję fotokatalizatora, co miało kluczowe 

znaczenie dla zwiększenia efektywności procesu jonizacji analitów. To odkrycie otwiera nowe 

perspektywy dla dalszych badań nad mechanizmami fotokatalizy i jej zastosowaniem  

w analizie chemicznej. Ważnym wnioskiem płynącym z pracy jest również stwierdzenie,  

że technika laserowej desorpcji/jonizacji wspomaganej nanocząstkami (nano-LDI) oferuje 

możliwość przeprowadzenia ilościowych analiz związków o niskiej masie cząsteczkowej 

(LMW), co odróżnia ją od tradycyjnej techniki MALDI, często ograniczonej przez efekty 

tłumienia sygnału i niską efektywność jonizacji dla tych związków. Dzięki zastosowaniu nano-
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LDI, możliwe jest osiągnięcie wyższej czułości i specyficzności w analizie chemicznej, co ma 

istotne znaczenie dla rozwoju metod analitycznych i zwiększenia ich zastosowań  

w różnorodnych dziedzinach naukowych. Wyniki przedstawione w publikacji [P8] stanowią 

istotny wkład w rozwój technik spektrometrycznych, demonstrując potencjał zastosowania 

nanocząstek jako fotokatalizatorów w procesach jonizacji oraz otwierając nowe możliwości dla 

ilościowej analizy związków o niskiej masie cząsteczkowej. 
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Cel pracy 
 

Celem zasadniczym przedstawionej rozprawy doktorskiej jest opracowanie i walidacja 

nowoczesnych metod analitycznych, ze szczególnym uwzględnieniem spektrometrii mas  

z laserową desorpcją/jonizacją oraz technik elektromigracyjnych, które zostaną zastosowane 

do precyzyjnej identyfikacji mikroorganizmów patogennych oraz oceny ich 

antybiotykooporności. W ramach tej pracy dąży się do osiągnięcia głębszego zrozumienia 

mechanizmów molekularnych, które leżą u podstaw interakcji pomiędzy patogenami  

a środkami przeciwbakteryjnymi, co ma kluczowe znaczenie w kontekście rosnącego problemu 

występowania oporności na antybiotyki. Rozprawa ma na celu nie tylko rozwój 

metodologiczny, ale również weryfikację skuteczności tych metod w kontekście realnych 

próbek klinicznych, co umożliwi ocenę ich przydatności w rutynowej diagnostyce 

mikrobiologicznej. Integralną częścią pracy będzie dogłębna analiza porównawcza nowo 

opracowanych metod z tradycyjnymi podejściami, co pozwoli na ustalenie ich zalet, ograniczeń 

oraz potencjalnych obszarów zastosowania. Opracowanie takich metod wymaga zrozumienia 

złożonych interakcji biochemicznych i fizykochemicznych zachodzących podczas procesów 

desorpcji/jonizacji oraz elektromigracji, co będzie realizowane przez eksperymentalne badania 

próbek zawierających różnorodne mikroorganizmy patogenne. Dodatkowo, szczególny nacisk 

zostanie położony na wykorzystanie tych metod do identyfikacji mechanizmów 

antybiotykooporności, co ma istotne znaczenie dla opracowania nowych strategii 

terapeutycznych i przeciwdziałania rozprzestrzenianiu się opornych szczepów bakteryjnych.  

W konsekwencji, przedstawiona rozprawa doktorska ma na celu nie tylko przyczynienie się  

do interdyscyplinarego rozwoju nauk analitycznych i mikrobiologicznych, ale również 

dostarczenie praktycznych narzędzi diagnostycznych, które mogą znacząco poprawić 

skuteczność wykrywania i identyfikacji patogenów, a tym samym przyczynić się do lepszego 

zarządzania terapią antybiotykową w środowisku klinicznym. 

Realizacja celu rozprawy doktorskiej obejmuje następujące cele szczegółowe: 

• Istotność zastosowania nowoczesnych technik w analizie mikroorganizmów [P1] 

• Ocena wrażliwości szczepów klinicznych na antybiotyki z zastosowaniem 

elektroforezy kapilarnej [P2] 

• Zastosowanie podejścia kulturomicznego w hodowli mikroorganizmów i jego wpływ 

na wydajność procesu identyfikacji w technice MALDI [P3] 

• Charakterystyka profili lipidowych bakterii i ich wpływ na możliwość identyfikacji  

w technice MALDI [P4] 
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• Ocena skuteczności dwóch systemów MALDI w szybkiej identyfikacji izolatów 

bakteryjnych [P5] 

• Zastosowanie techniki MALDI do szybkiej identyfikacji i detekcji 

antybiotykooporności bakterii z próbek klinicznych oraz porównanie uzyskanych 

wyników z innymi metodami [P6] 

• Zastosowanie techniki CVD do pokrycia powierzchni płytki nanocząstkami srebra oraz 

charakterystyka uzyskanej warstwy [P7, P8] 

• Wykorzystanie AgNP w technice LDI do rozróżniania klinicznych szczepów 

bliskospokrewnionych bakterii w oparciu o ich profile lipidowe, porównanie z techniką 

MALDI [P7] 

• Ocena zastosowania techniki LDI wspomaganej AgNP w analizach jakościowych i 

ilościowych LMW [P8] 

W celu realizacji celów szczegółowych zastosowano następujące instrumenty: 

• Elektroforeza kapilarna 3DCE z detektorem UV-VIS DAD o zakresie λ od  200 

do 600 nm (Hewlett Packard, USA)  

• Spektrometr mas UltrafleXtreme MALDI-TOF MS wyposażony w laser 

Nd:YAG o λ = 355 nm, tryb jonizacji dodatni/ujemny (Bruker Daltonik GmbH, 

Bremen, Niemcy) 

• Spektrometr mas Microflex LT MALDI-TOF MS wyposażony w laser N2  

o λ = 337 nm, tryb jonizacji dodatni (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Niemcy) 

• Spektrometr mas EXS2600 MALDI-TOF MS wyposażony w laser N2 o λ = 337 

nm, tryb jonizacji dodatni/ujemny (Zybio Inc., Chongqing, Chiny) 

• Spektrofotometr UV-Vis NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Czytnik mikropłytek UV-VIS (Multiskan FC microplate photometer (Thermo 

Fisher Scientific, USA) 

• Cytometr przepływowy MACSQuant VYB (Miltenyi Biotec, USA) 

• Mastercycler PRO S thermocycler (Eppendorf AG, Hamburg, Niemcy) 

• Zestaw do elektroforezy żelowej poziomej 

• Aparatura do przeprowadzenia chemicznego osadzania z fazy gazowej 

(konstrukcja własna dr hab. P. Piszczka, prof. UMK) 

• Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) w w połączeniu ze spektroskopią 

rentgenowską z dyspersją energii (EDX) (Quanta 3D FEG, USA) 

• Aparat do dyfrakcji rentegenowskiej (XRD) (Quantax 200 XFlash 4010, Bruker, 

Niemcy) 

• Mikroskop sił elektronowych (AFM) wyposażony w sondę SPM (Nanoscope 

III, Veeco Digital Instruments, USA) 
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W celu realizacji celów szczegółowych wykorzystałam metody badawcze obejmujące 

zastosowanie: 

• Podejścia kulturomicznego, 

• Zestawu primerów: 16S rDNA (27F, 1492R), genów EβBL (MultiTSO-T, MultiTSO-

O, MultiTSO-S, MultiCTXMGp1), genów karbapenemaz (KPC, GES, GIM, VIM, 

OXA, NDM, IMP), genów AmpC o rozszerzonym spektrum (CMY-1, CMY-2) 

• Zestawu MBT STAR-BL IVD (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Niemcy) 

• Zestawu paskowej detekcji oporności bakterii na różne klasy antybiotyków –E-test 

(Biomerieux, Francja) 

Metodyki badań zostały szczegółowo opisane w poszczególnych pracach [P2 – P8] 

stanowiących całość niniejszej dysertacji. 
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Supplementary Figure 1. Illustrative drawing showing electrophoreograms of three types of tested E. coli 

bacterial cells: live cells, dead cells and cells incubated with an antibiotic.  

 

Supplementary Figure 2. Dependence of the peak area on absorbance (OD) for tested clinical strains. 
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Table S2. All identified combinations of fatty acids in lipid molecules species. 

 

Dane w arkuszu Excel dostępne po ściągnięciu ze strony czasopisma: 

https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.analchem.3c03071/suppl_file/ac3c03071_si_002.xlsx 

lub po zeskanowaniu poniższego kodu QR: 
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Supplementary table S1. Comparison of the identification of the tested isolates based on the identification result 

(species level) using Bruker and Zybio systems. Only ID values above 1.70 were included in the average (and 

standard deviation). 

 Correct identification   

Organisms genera  
(No. of isolates tested) 

species level 
>2.00 

genus level 
1.70 - 1.99 

not reliable 
<1.70 

average score of ID 

MALDI system Bruker Zybio Bruker Zybio Bruker Zybio Bruker Zybio 

Fungi (9) 

Candida albicans (6) 
Candida parapsilosis (1) 
Candida tropicalis (1) 
Aspergillus (1) 

6 
6 
 
 
 

9 
6 
1 
1 
1 

2 
 
1 
1 
 

 

1 
 
 
 
1 

 

2.02±0.14 
2.09±0.02 

1.80 
1.81 

- 

2.20±0.06 
2.23±0.01 

2.07 
2.11 
2.11 

Gram positive bacteria (1760) 1325 1448 385 199 50 113 2.12±0.17 2.20±0.17 

A
c
ti
n
o
m
y
c
e
ti
a
 

Brevibacterium casei (6) 4 6 1  1  2.08±0.19 2.25±0.12 

Brevibacterium celere (5) 2 4 2 1 1  2.10±0.25 2.10±0.14 

Brevibacterium luteolum (1)   1 1   1.93 1.86 

Brevibacterium paucivorans (1) 1 1     2.04 2.11 

Brevibacterium pityocampae (1) 1     1 2.16 1.48 

Brevibacterium ravenspurgense (4) 1 3 1 1 2  2.04±0.18 2.08±0.03 

Brevundimonas diminuta (1) 1 1     2.35 2.41 

Brevibacillus reuszeri (1)  1 1    1.81 2.36 

Dermacoccus nishinomiyaensis (6) 2  4   6 1.88±0.11 - 

Nesterenkonia lacusekhoensis (1) 1 1     2.31 2.24 

Brachybacterium paraconglomeratum (6) 3  3   6 1.93±0.12 - 

Brachybacterium conglomeratum (1)   1   1 1.89 - 

Dermabacter hominis (14) 11 4 1 6 2 4 2.16±0.11 1.96±0.20 

Corynebacterium amycolatum (7) 6 7 1    2.22±0.18 2.19±0.07 

Corynebacterium  aurimucosum (6) 5 6 1    2.07±0.19 2.26±0.11 

Corynebacterium frankenforstense (1)  1 1    1.85 2.11 

Corynebacterium freneyi (1) 1   1   2.25 1.80 

Corynebacterium  coyleae (5) 5 4  1   2.28±0.10 2.07±0.13 

Corynebacterium  glucuronolyticum (14) 14 12  2   2.32±0.11 2.27±0.20 

Corynebacterium imitans (4) 2 2 2 2   2.12±0.25 1.98±0.14 

Corynebacterium  jeikeium (1) 1 1     2.08 2.26 

Corynebacterium mucifaciens (1)   1   1 1.70 1.60 

Corynebacterium  minutissimum (1) 1 1     2.30 2.24 

Corynebacterium  tuberculostearicum 
(13) 

11 12 2 1   2.15±0.12 2.11±0.11 

Corynebacterium variabile (1) 1     1 2.36 - 

Turicella otitidis (1)  1 1    1.90 2.34 

Actinobaculum massiliense (4) 4 3    1 2.45±0.06 2.49±0.04 

Actinomyces oris (1) 1 1     2.15 2.40 

Actinomyces urogenitalis (1) 1 1     2.39 2.50 

Actinotignum schaalii (3) 3 3     2.12±0.10 2.34±0.08 

Winkia neuii (6) 6 4  2   2.26±0.11 2.08±0.19 

Arthrobacter luteolus (1) 1     1 2.13 - 

Glutamicibacter protophormiae (2) 1  1   2 2.03±0.11 - 

Kocuria marina (2)  1  1 2   1.99±0.10 1.83±0.01 

Kocuria palustris (6) 3  3   6 1.98±0.15 - 

Kocuria  kristinae (4) 3 3  1 1  2.03±0.01 2.07±0.21 

Kocuria  rhizophila (93) 51 68 31 23 11 3 1.99±0.25 2.13±0.24 

Kocuria  salsicia (1) 1 1     2.28 2.11 

Micrococcus endophyticus (4) 2 2 2 2   1.99±0.15 2.04±0.17 

Micrococcus flavus (1) 1     1 2.28 - 

Micrococcus  luteus (175) 161 143 13 27 1 5 2.23±0.16 2.20±0.22 

Micrococcus lylae (2) 2 1    1 2.35±0.01 1.88 

Pseudoglutamicibacter cumminsii (4)  4 4    1.85±0.05 2.19±0.03 

Rothia aeria (3) 3 3     2.42±0.08 2.27±0.11 
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Rothia amarae (5) 1 2 4 1 1 2 1.98±0.17 2.04±0.18 

Rothia dentocariosa (1) 1 1     2.18 2.25 

Rothia endophytica (1) 1 1     2.02 2.01 

Rothia kristinae (6) 2 6 4    1.94±0.15 2.09±0.05 

Rothia terrae (3) 3 1  1  1 2.34±0.06 2.07±0.21 

Schaalia radingae (2)  2 2    1.90±0.07 2.17±0.08 

Dietzia papillomatosis (1) 1 1     2.33 2.28 

Microbacterium aurum (4) 2 4 4 2   1.87±0.08 1.83±0.12 

Microbacterium  testaceum (2)    2 2  - 1.93±0.05 

Pseudoclavibacter alba (2) 2     2 2.20±0.15 - 

B
a
c
il
li
 

Aerococcus sanguinicola (3) 3 2  1   2.38±0.03 2.10±0.30 

Aerococcus urinae (17) 11 15 6 1  1 2.07±0.16 2.25±0.16 

Aerococcus viridans (5) 3 5 2    2.03±0.07 2.18±0.09 

Facklamia hominis (13) 13 12  1   2.28±0.14 2.25±0.18 

Bacillus pumilus (7) 2 5 3 2 2  2.02±0.18 2.07±0.03 

Bacillus sp. (2)   2 2   1.73±0.02 1.77±0.06 

Bacillus megaterium (2)  2 2    1.80±0.06 2.17±0.01 

Bacillus  endophyticus (1)  1 1    1.98 2.14 

Cytobacillus sp. (1)   1   1 1.73 - 

Lactobacillus gasseri (2) 2 2     2.18±0.17 2.33±0.07 

Leucobacter alluvii (2) 2 2     2.25±0.06 2.40±0.06 

Lactococcus garvieae (1)    1 1  - 1.78 

Leuconostoc sp. (1)    1 1  - 1.71 

Leuconostoc  mesenteroides (1) 1 1     2.24 2.29 

Metabacillus niabensis (1)  1   1  - 2.22 

Metabacillus  halosaccharovorans (1)  1   1  - 2.03 

Paenibacillus timonensis (1) 1     1 2.03 - 

Pediococcus pentosaceus (1) 1 1     2.32 2.16 

Streptococcus agalactiae (5) 4 4 1 1   2.37±0.18 2.44±0.03 

Streptococcus anginosus (3) 2 2 1 1   2.22±0.11 2.44±0.02 

Streptococcus constellatus (3) 3 2  1   2.20±0.11 2.29±0.06 

Streptococcus gallolyticus (1) 1   1   2.01 1.78 

Streptococcus sanguinis (1) 1 1     2.26 2.08 

Nosocomiicoccus ampullae (3) 1  2   3 1.90±0.12 - 

Staphylococcus aureus (21) 18 16 3 2  2 2.27±0.18 2.21±0.23 

Staphylococcus auricularis (2) 2 2     2.05±0.01 2.18±0.23 

Staphylococcus capitis (50) 44 46 5 4 1  2.16±0.14 2.16±0.14 

Staphylococcus caprae (3) 3 3     2.17±0.15 2.20±0.09 

Staphylococcus cohnii (21) 17 17 4 3  1 2.11±0.15 2.06±0.16 

Staphylococcus epidermidis (359) 255 295 104 27 1 37 2.06±0.13 2.20±0.13 

Staphylococcus equorum (9) 8 4 1 2 1 3 2.08±0.07 2.05±0.21 

Staphylococcus  haemolyticus (199) 151 175 39 24 9  2.09±0.19 2.18±0.16 

Staphylococcus hominis (246) 182 233 60 13 4  2.08±0.16 2.21±0.12 

Staphylococcus  lugdunensis (55) 45 46 9 3 1 6 2.15±0.18 2.20±0.14 

Staphylococcus pasteuri (19) 12 18 7 1   2.02±0.15 2.16±0.11 

Staphylococcus petrasii (16) 14 4 2 7  5 2.11±0.09 1.88±0.20 

Staphylococcus pettenkoferi (14) 6 14 6  2  1.94±0.13 2.14±0.10 

Staphylococcus  pseudintermedius (1)  1   1  - 2.06 

Staphylococcus saprophyticus (24) 22 17 1 7 1  2.11±0.16 2.05±0.19 

Staphylococcus sciuri (5) 3  2 3  2 2.02±0.08 1.87±0.02 

Staphylococcus simulans (6) 4 5 2   1 2.05±0.06 2.15±0.05 

Staphylococcus sp. (5)   4 2 1 3 1.86±0.04 1.81±0.02 

Staphylococcus  warneri (41) 21 32 19 6 1 3 1.99±0.20 2.16±0.19 

Staphylococcus xylosus (4) 2 1 1 3 1  1.97±0.28 1.88±0.12 

Enterococcus avium (4) 3 4 1    2.15±0.14 2.17±0.07 

Enterococcus faecalis (126) 123 125 3 1   2.30±0.12 2.38±0.09 

Enterococcus  faecium (6) 6 6     2.31±0.08 2.31±0.09 

Enterococcus gallinarum (1) 1 1     2.36 2.45 

Enterococcus gilvus (1) 1   1   2.18 1.75 

Gram negative bacteria (123) 105 115 16 5 2 3 2.21±0.20 2.30±0.15 

G
a
m
m
a
p
ro
te
o

b
a
c
te
ri
a
 

Acinetobacter (19) 15 19 4    2.20±0.18 2.32±0.11 

Acinetobacter johnsonii (6) 6 6     2.35±0.05 2.42±0.06 

Acinetobacter  lwoffii (10) 7 10 3    2.09±0.13 2.29±0.07 

Acinetobacter pseudolwoffii (3) 2 3 1    2.29±0.27 2.21±0.19 

Moraxella osloensis (11) 2 9 7 2 2  1.86±0.10 2.07±0.15 

Psychrobacter sanguinis (1) 1 1     2.28 2.39 
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Enterobacter cloacae (1) 1 1     2.12 2.25 

Escherichia coli (30) 30 28    2 2.31±0.11 2.32±0.12 

Klebsiella oxytoca (5) 4 5 1    2.25±0.19 2.27±0.17 

Klebsiella pneumoniae (4) 4 4     2.23±0.13 2.35±0.06 

Proteus mirabilis (24) 24 24     2.29±0.16 2.40±0.06 

Morganella morganii (1) 1 1     2.45 2.45 

Providencia rettgeri (5) 5 5     2.36±0.12 2.42±0.02 

Pseudomonas aeruginosa (1) 1 1     2.34 2.23 

Pseudomonas oryzihabitans (3) 2 2 1 1   2.16±0.01 1.99±0.34 

Pseudomonas  monteilii (1) 1 1     2.26 2.41 

Pseudomonas sp. (1)   1   1 1.82  

Serratia marcescens (5) 4 3 1 2   2.08±0.10 2.04±0.17 

Stenotrophomonas maltophilia (6) 5 6 1    2.04±0.07 2.31±0.10 

B
* 

Roseomonas mucosa (2) 2 2     2.41±0.01 2.33±0.11 

A
* 

Sphingomonas paucimobilis (2) 2 2     2.14±0.19 2.22±0.13 

Brevundimonas (1) 1 1     2.35 2.41 

* A – Alphaproteobacteria, B -  Betaproteobacteria  
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Supplemenatary Table S1. List of the identified isolates with the Score values (MALDI TOF MS) and 

percentage of identity with the NCBI records (16S rDNA sequencing) with obtain accession numbers. 

P
a

ti
e
n

t MALDI 16S rDNA 

sequencing 

Id
e
n

ti
t

y
 

[%
] 

A
c
c
e
ss

i

o
n

 n
o

. 

RAW MSP Related species 

from NCBI* 

DFI-1 

Escherichia coli DH5alpha BRL 2,21 Escherichia coli DH5alpha BRL 2,27 
Escherichia coli 

NBRC 102203 
99,34 MZ914687 

Klebsiella oxytoca 

VA20876_2_09 ERL 
2,08 

Klebsiella oxytoca 

VA20876_2_09 ERL 
2,04 -   

Morganella morganii 9544_1 

CHB 
2,01 

Morganella morganii 9544_1 

CHB 
2,34 -   

Proteus mirabilis DSM 788 DSM 2,09 
Proteus mirabilis DSM 788 

DSM 
2,41 

Proteus mirabilis 

ATCC 29906 
99,86 MZ914688 

DFI-2 

Corynebacterium striatum 
MB_8820_05 THL 

2,37 
Corynebacterium striatum 

10_G1799 ISB 
2,44 

Corynebacterium 

striatum ATCC 

6940 

99,54 MZ914698 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
2,39 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
2,30 

Staphylococcus 
aureus NBRC 

100910 

99,93 MZ915637 

DFI-3 

Brevibacillus reuszeri DSM 

9887T DSM 
1,92 

Brevibacillus reuszeri DSM 

9887T DSM 
1,84 

Brevibacillus 

reuszeri NBRC 
15719 

100 MZ918943 

Staphylococcus aureus ssp 

aureus DSM 20232 DSM 
2,44 

Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 THL 
2,47 -   

DFI-4 

Enterococcus faecalis ATCC 
7080 THL 

2,12 
Enterococcus faecalis 

ATCC 7080 THL 
2,12 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

19433 

100 MZ918944 

Escherichia coli ATCC 

35218 CHB 
2,20 

Escherichia coli DH5alpha 

BRL 
2,14 

Escherichia coli 

NBRC 102203 
99,72 MZ918945 

Morganella morganii ssp 

morganii DSM 30164T 
HAM 

2,39 

Morganella morganii ssp 

morganii DSM 30164T 
HAM 

2,42 -   

Proteus mirabilis 13210_1 

CHB 
2,03 

Proteus mirabilis DSM 

30115 DSM 
2,19 

Proteus mirabilis 

JCM 1669 / 
ATCC 29906 

99,79 MZ918947 

Staphylococcus sciuri ssp 
sciuri DSM 20345T DSM 

2,11 
Staphylococcus sciuri ssp 
sciuri DSM 20345T DSM 

2,18 

Staphylococcus 

sciuri DSM 

20345 

99,86 MZ918949 

Pseudomonas aeruginosa 

8147_2 CHB 
2,31 

Pseudomonas aeruginosa 

DSM 50071T HAM 
2,31 ?   

DFI-5 

Enterococcus faecalis ATCC 
7080 THL 

2,27 
Enterococcus faecalis 

ATCC 7080 THL 
2,21 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

19433 

100 MZ918965 

Escherichia coli MB11464_1 

CHB 
2,11 

Escherichia coli 

MB11464_1 CHB 
2,25 

Escherichia coli 

NBRC 102203 
99,72 MZ918988 

Proteus mirabilis 13210_1 
CHB 

2,22 
Proteus mirabilis 13210_1 

CHB 
2,34 

Proteus mirabilis 
ATCC 29906 

99,86 MZ919118 

Pseudomonas aeruginosa 

8147_2 CHB 
2,19 

Pseudomonas aeruginosa 

8147_2 CHB 
2,13 ?   

DFI-6 

Corynebacterium striatum 

MB_8820_05 THL 
2,38 

Corynebacterium striatum 

MB_8820_05 THL 
2,49 -   

Enterococcus faecalis ATCC 

7080 THL 
2,37 

Enterococcus faecalis DSM 

6134 DSM 
2,40 

Enterococcus 

faecalis ATCC 
19433 

100 MZ919144 

Morganella morganii ssp 
sibonii Mb19277_2 CHB 

2,54 
Morganella morganii ssp sibonii  

Mb19277_2 CHB 
 

2,49 

Morganella 

morganii subsp. 
sibonii DSM 

14850 

99,78 MZ919317 

Proteus vulgaris DSM 30119 

DSM 
1,98 

Proteus vulgaris DSM 

46228 DSM 
2,20 

Proteus terrae 

N5/687 
100 MZ919328 

DFI-7 Enterococcus faecalis ATCC 

7080 THL 
2,36 

Enterococcus faecalis 

ATCC 29212 CHB 
2,28 

Enterococcus 

faecalis ATCC 
19433 

100 MZ919328 
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Streptococcus dysgalactiae 

ssp dysgalactiae DSM 

20662T DSM 
2,45 

Streptococcus dysgalactiae 

VA20336_10 ERL 
2,36 

Streptococcus 
dysgalactiae 

subsp. equisimilis 

CIP 105120 

99,93 MZ919346 

Staphylococcus haemolyticus 
10024 CHB 

2,57 
Staphylococcus 

haemolyticus 10024 CHB 
2,25 

Staphylococcus 

haemolyticus 

JCM 2416 

99,93 MZ919344 

Helcococcus kunzii 
VA324_10 ERL 

2,45 
Helcococcus kunzii 

VA324_10 ERL 
2,42 

Helcococcus 
kunzii 22 

98,64 MZ919347 

DFI-8 

Enterococcus faecalis ATCC 
7080 THL 

2,28 
Enterococcus faecalis 

ATCC 7080 THL 
2,23 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

19433 

100 MZ919357 

Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 THL 
2,38 

Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 THL 
2,28 

Staphylococcus 
aureus NBRC 

100910 

99,00 MZ919968 

Klebsiella oxytoca 

VA20879_09 ERL 
2,16 

Klebsiella oxytoca 

VA31877_09 ERL 
2,13 

Klebsiella 
oxytoca JCM 

1665 

99,43 MZ919988 

Enterobacter cloacae DSM 

3264 DSM 
2,20 

Enterobacter ludwigii DSM 

16688T DSM 
1,66 

Pantoea 

agglomerans 
JCM1236 

99,71 MZ919989 

DFI-9 

Staphylococcus aureus ssp 

aureus DSM 20232 DSM 
2,37 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
1,80 

Staphylococcus 

aureus NBRC 

100910 / ATCC 
12600 

100 MZ920051 

Bacillus flexus 100331_30 

USP 
2,09 

Bacillus flexus 100331_30 

USP 
2,15 -   

DFI-10 

Enterococcus faecalis DSM 

20371 DSM 
2,29 

Enterococcus faecalis 

ATCC 7080 THL 
2,20 

Enterococcus 

faecalis ATCC 
19433 

100 MZ921477 

Streptococcus agalactiae 

DSM 6784 DSM 
2,33 

Streptococcus agalactiae 

DSM 6784 DSM 
2,33 

Streptococcus 

agalactiae ATCC 
13813 

100 MZ921512 

Staphylococcus simulans 

DSM 20723 DSM 
1,81 

Staphylococcus simulans 

DSM 20723 DSM 
1,71 

Staphylococcus 

simulans MK 148 
99,93 MZ921511 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33862 THL 
2,27 

Staphylococcus aureus ssp 

aureus DSM 4910 DSM 
2,33 

Staphylococcus 

aureus NBRC 
100910 

100 MZ921946 

DFI-11 

Enterococcus faecalis ATCC 

7080 THL 
2,22 

Enterococcus faecalis DSM 

20409 DSM 
2,21 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ922053 

Staphylococcus epidermidis 

ATCC 14990T THL 
1,66 

Staphylococcus epidermidis 

ATCC 14990T THL 
1,73 

Staphylococcus 
epidermidis 

Fussel 

100 MZ922259 

Citrobacter freundii 22054_1 

CHB 
2,39 

Citrobacter freundii 

22054_1 CHB 
2,42 

Citrobacter 

freundii LMG 
3246 

99,78 MZ930404 

DFI-12 

Corynebacterium striatum 

MB_8820_05 THL 
2,48 

Corynebacterium striatum 

MB_8820_05 THL 
2,49 ?   

Pasteurella canis 

SO_02063_09 ERL 
1,97 Pasteurella canis 26 PIM 2,06 -   

DFI-13 

Enterococcus faecalis ATCC 

29212 CHB 
2,38 

Enterococcus faecalis DSM 

20371 DSM 
2,44 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ930405 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
2,28 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
2,41 

Staphylococcus 
aureus NBRC 

100910 

100 MZ930410 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 THL 
2,16 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 THL 
2,22 ?   

Klebsiella oxytoca 

VA31877_09 ERL 
2,17 

Klebsiella oxytoca 35130 

PFM 
2,29 

Klebsiella 

oxytoca JCM 

1665/ Klebsiella 

grimontii SB73 

99,28/ 

99,21 
MZ930463 

DFI-14 

Enterococcus faecalis ATCC 

7080 THL 
2,13 

Enterococcus faecalis DSM 

2570 DSM 
2,29 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ930473 

Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 THL 

2,09 
Pseudomonas aeruginosa 

DSM 50071T HAM 
2,10 ?   

Enterobacter cloacae DSM 

46348 DSM 
2,50 

Enterobacter cloacae DSM 

46348 DSM 
2,39 

Enterobacter 

hormaechei 

subsp. 
xiangfangensis 

99,64 MZ930474 
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DFI-15 

Enterococcus faecalis ATCC 

7080 THL 
2,32 

Enterococcus faecalis DSM 

20409 DSM 
2,38 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

19433 

100 MZ930475 

Staphylococcus simulans 

DSM 20723 DSM 
1,91 

Staphylococcus simulans 

DSM 20723 DSM 
2,09 

Staphylococcus 

simulans MK 148 
99,86 MZ930477 

Corynebacterium striatum 
MB_8820_05 THL 

2,39 
Corynebacterium striatum 

MB_8820_05 THL 
2,44 -   

Staphylococcus aureus ssp 

aureus DSM 11822 DSM 
2,00 

Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 THL 
1,95 

Staphylococcus 

aureus NBRC 
100910 

99,93 MZ930479 

DFI-16 

Streptococcus pyogenes 

ATCC 19615 THL 
2,42 

Streptococcus pyogenes 

DSM 2072 DSM 
2,47 

Streptococcus 
pyogenes JCM 

5674 

100 MZ930480 

Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 THL 
2,36 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
2,34 

Staphylococcus 
aureus NBRC 

100910 

100 MZ931308 

DFI-17 

Escherichia coli DH5alpha 

BRL 
1,99 

Escherichia coli DH5alpha 

BRL 
2,20 

Escherichia coli 

NBRC 102203 
99,50 MZ931297 

Rummeliibacillus pycnus 

DSM 15030T DSM 
2,03 

Rummeliibacillus pycnus 

DSM 15030T DSM 
2,17 

Rummeliibacillus 
pycnus NBRC 

101231 

99,86 MZ931298 

Staphylococcus epidermidis 

10547 CHB 
2,18 

Staphylococcus epidermidis 

10547 CHB 
2,38 

Staphylococcus 

epidermidis 
Fussel 

100 MZ931299 

DFI-18 

Enterococcus faecalis ATCC 
7080 THL 

2,35 
Enterococcus faecalis DSM 

6134 DSM 
2,49 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

19433 

99,93 MZ931305 

Proteus mirabilis 

RV412_A1_2010_06b LBK 
2,46 

Proteus mirabilis 

RV412_A1_2010_06b LBK 
2,53 

Proteus mirabilis 

ATCC 29906 
99,93 MZ931326 

Citrobacter braakii 9314_2 

CHB 
2,16 

Citrobacter braakii 

20663_2 CHB 
2,31 

Citrobacter 

freundii LGM 
3246 

99,50 MZ934698 

Staphylococcus haemolyticus 

10024 CHB 
2,39 

Staphylococcus 

haemolyticus 10024 CHB 
2,28 

Staphylococcus 

haemolyticus 
JCM 2416 

99,86 MZ934700 

DFI-19 Streptococcus agalactiae 

V29 CTL 
2,50 

Streptococcus agalactiae 

03_102 CTL 
2,56 

Streptococcus 
agalactiae ATCC 

13813 

100 MZ934701 

DFI-20 

Enterobacter cloacae 

MB_8779_05 THL 
2,11 

Enterobacter cloacae 

MB_8779_05 THL 
2,27 

Enterobacter 

cloacae ATCC 
13047 

99,56 MZ934702 

Enterococcus faecalis 
20247_4 CHB 

2,26 
Enterococcus faecalis DSM 

6134 DSM 
2,46 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

19433 

100 MZ934703 

DFI-21 

Enterococcus faecalis ATCC 

7080 THL 
2,08 

Enterococcus faecalis DSM 

2570 DSM 
2,45 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ934744 

Citrobacter freundii 22054_1 
CHB 

2,27 
Citrobacter freundii 

22054_1 CHB 
2,49 

Citrobacter sp 

(Citrobacter 
freundii JCM 

1657) 

98,26 MZ934704 

Escherichia coli DH5alpha 
BRL 

2,29 
Escherichia coli ATCC 

35218 CHB 
2,33 

Escherichia coli 
NBRC 102203 

99,64 MZ934706 

Enterobacter cloacae 
13159_1 CHB 

2,10 
Enterobacter cloacae DSM 

46348 DSM 
2,28 

Enterobacter 

hormaechei subs 
xiangfangensis 

10-17 

99,79 MZ934705 

Klebsiella pneumoniae ssp 

pneumoniae 9295_1 CHB 
2,16 

Klebsiella pneumoniae ssp 

pneumoniae 9295_1 CHB 
2,43 

Klebsiella 

pneumoniae DSM 
30104 

99,64 MZ934707 

DFI-22 

Candida albicans ATCC 

10231 THL 
1,88 

Streptomyces badius B192 

UFL 
1,45 -   

Candida krusei ATCC 6258 

VML 
1,92 

Mycobacterium celatum 

DSM 44243T DSM 
1,22 -   

Proteus vulgaris DSM 

13387NT HAM 
2,23 

Proteus vulgaris DSM 

13625 DSM 
2,37 

Proteus vulgaris 

ATCC 29905 
99,35 MZ951127 

Staphylococcus aureus ssp 
aureus DSM 20232 DSM 

2,06 
Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
2,47 

Staphylococcus 

aureus NBRC 
100910 / ATCC 

12600 

100 MZ951129 

Escherichia coli DH5alpha 
BRL 

2,00 
Escherichia coli DH5alpha 

BRL 
2,31 

Escherichia coli 
NBRC 102203 

99,15 MZ951131 
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Streptococcus agalactiae 

04_158 CTL 
2,12 

Streptococcus agalactiae 

V29 CTL 
2,47 

Streptococcus 
agalactiae ATCC 

13813 

99,93 MZ951130 

Myroides odoratimimus 

LMG 4029T HAM 
1,90 

Myroides odoratimimus 

LMG 4029T HAM 
2,27 

Myroides 
odoratimimus 

CCUG 39352 

99,85 MZ951134 

Enterococcus faecalis 2,20 
Enterococcus faecalis DSM 

2570 DSM 
2,34 

Enterococcus 

faecalis ATCC 
19433 

100 MZ951133 

Staphylococcus epidermidis 

CCM 4505 CCM 
1,87 

Staphylococcus epidermidis 

ATCC 14990T THL 
1,91 

Staphylococcus 

epidermidis 
NBRC 100911 

100 MZ951138 

Citrobacter freundii 13158_2 
CHB 

1,61 
Citrobacter freundii 

22054_1 CHB 
2,07 

Citrobacter 

freundii ATCC 

8090 = mtcc 1658 

99,79 MZ951142 

DFI-23 

Enterococcus faecalis ATCC 

29212 CHB 
2,23 

Enterococcus faecalis DSM 

6134 DSM 
2,43 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ956264 

Staphylococcus simulans 

DSM 20323 DSM 
1,96 

Staphylococcus simulans 

DSM 20323 DSM 
2,19 

Staphylococcus 

simulans MK 148 
99,86 MZ951146 

Escherichia coli W3350 

MMG 
2,06 

Escherichia coli DH5alpha 

BRL 
2,20 

Escherichia coli 

NBRC 102203 
99,42 MZ951157 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
1,91 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
2,38 

Staphylococcus 

aureus NRBC 
100910 

100 MZ951147 

Streptococcus pyogenes 

ATCC 19615 THL 
2,10 

Streptococcus pyogenes 

ATCC 19615 THL 
2,36 

Streptococcus 

pyogenes JCM 
5674 

100 MZ951159 

DFI-24 

Enterococcus faecalis ATCC 
7080 THL 

2,24 
Enterococcus faecalis DSM 

20409 DSM 
2,44 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

19433 

100 MZ951163 

Escherichia coli DH5alpha 
BRL 

2,16 
Escherichia coli DH5alpha 

BRL 
2,51 

Escherichia coli 
NRBC 102203 

99,34 MZ951164 

Enterobacter cloacae 

MB_8779_05 THL 
2,05 

Enterobacter cloacae 

MB_8779_05 THL 
2,18 

Enterobacter 

cloacae ATCC 
13047 

99,78 MZ951167 

Proteus mirabilis 9482_2 

CHB 
2,08 

Proteus mirabilis DSM 

46227 DSM 
2,34 

Proteus mirabilis 

ATCC 29906 
99,93 MZ951168 

Staphylococcus simulans 
DSM 20723 DSM 

1,62 
Staphylococcus simulans 

DSM 20723 DSM 
1,93 

Staphylococcus 
simulans MK 148 

99,86 MZ951169 

DFI-25 

Sphingobacterium 
multivorum DSM 11691T 

HAM 

2,39 
Sphingobacterium 

multivorum DSM 11691T 

HAM 

2,22 
Sphingobacterium 

multivorum 

NBRC 14947 

99,71 MZ955455 

Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 THL 
2,40 

Staphylococcus aureus ssp 

aureus DSM 3463 DSM 
2,37 

Staphylococcus 
aureus NBRC 

100910 

99,93 MZ956162 

Staphylococcus epidermidis 

10547 CHB 
2,12 

Staphylococcus epidermidis 

10547 CHB 
2,16 

Staphylococcus 

epidermidis 
Fussel 

100 MZ956274 

DFI-26 

Proteus mirabilis 9482_2 

CHB 
2,42 

Proteus mirabilis 13210_1 

CHB 
2,33 

Proteus mirabilis 

JCM 1669 
99,93 MZ955635 

Enterococcus faecalis ATCC 

29212 CHB 
2,36 

Enterococcus faecalis 

20247_4 CHB 
2,46 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ955864 

Morganella morganii (E) 

21086317 MLD 
2,48 

Morganella morganii ssp 

morganii 15284_1 CHB 
2,50 

Morganella 

morganii LMG 
7874 

99,85 MZ955868 

Streptococcus agalactiae 

V29 CTL 
2,44 

Streptococcus agalactiae 

V29 CTL 
2,51 

Streptococcus 

agalactiae ATCC 
13813 

99,93 MZ955884 

DFI-27 

Enterococcus faecalis ATCC 

7080 THL 
2,39 

Enterococcus faecalis 

ATCC 7080 THL 
2,42 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ955986 

Acinetobacter pittii DSM 
9321 DSM 

2,24 
Acinetobacter pittii DSM 

9321 DSM 
2,27 

Acinetobacter 
pittii DSM 21653 

99,79 MZ955994 

Klebsiella pneumoniae ssp 
pneumoniae 9295_1 CHB 

2,29 
Klebsiella pneumoniae ssp 
pneumoniae 9295_1 CHB 

2,38 

Klebsiella 

pneumoniae DSM 

30104 

99,50 MZ956116 

DFI-28 

Enterococcus faecalis ATCC 

29212 CHB 
2,33 

Enterococcus faecalis 

ATCC 7080 THL 
2,51 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ956119 

Citrobacter koseri DSM 

4570 DSM 
2,37 

Citrobacter koseri 9553_1 

CHB 
2,58 

Citrobacter koseri 

LMG 5519 
99,36 MZ956120 
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Morganella morganii (E) 

21086317 MLD 
2,38 

Morganella morganii 

RV_BA_03_A LBK 
2,56 

Morganella 
morganii NBRC 

3848 

99,78 MZ956128 

Escherichia coli DH5alpha 
BRL 

2,21 
Escherichia coli DH5alpha 

BRL 
2,43 

Escherichia coli 
NBRC 102203 

99,20 MZ956129 

Acinetobacter haemolyticus 
LMG 1033 HAM 

2,39 
Acinetobacter junii DSM 

6964T HAM 
2,12 

Acinetobacter 

gyllenbergii RUH 

422 

100 MZ956131 

DFI-29 

Escherichia coli MB11464_1 
CHB 

2,17 
Escherichia coli ATCC 

25922 CHB 
2,23 

Escherichia coli 
NBRC 102203 

99,71 MZ956132 

Corynebacterium striatum 
23086514 MLD 

2,28 
Corynebacterium striatum 

143 RLT 
2,16 

Corynebacterium 

striatum ATCC 

6940 

99,77 MZ956136 

Enterococcus faecalis ATCC 
7080 THL 

2,02 
Enterococcus faecalis 

20247_4 CHB 
2,29 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

19433 

100 MZ956134 

DFI-30 

Enterococcus faecalis 

20247_4 CHB 
2,43 

Enterococcus faecalis 

20247_4 CHB 
2,36 

Enterococcus 

faecalis ATCC 
19433 

100 MZ960142 

Escherichia coli MB11464_1 

CHB 
2,38 

Escherichia coli 

MB11464_1 CHB 
2,35 

Escherichia coli 

NBRC 102203 
99,57 MZ960143 

Staphylococcus warneri 

Mb18796_1 CHB 
1,94 Staphylococcus warneri CCM 2604 CCM 

 

1,85 
Staphylococcus 

warneri AW 25 
99,93 MZ960144 

DFI-31 

Streptococcus agalactiae 04_158 CTL 
 

2,39 Streptococcus agalactiae 04_158 CTL 
 

2,41 

Streptococcus 

agalactiae ATCC 

13813 

99,93 MZ960149 

Escherichia coli DH5alpha BRL 
 

2,29 
Escherichia coli DH5alpha 

BRL 
2,29 

Shigella 

dysenteriae 

ATCC 13313 

99,78 MZ960146 

Enterococcus faecalis ATCC 

7080 THL 
2,34 

Enterococcus faecalis 

ATCC 7080 THL 
2,26 

Enterococcus 
faecalis ATCC 

19433 

100 MZ960150 

 

Supplemenatary Table S2. Temperature program used for specific primers sets in order to detect 

investigated antibiotic-resistance genes. 

Temperature program Set 

  30 cycles   

1, 2 94°C 94°C 60°C 72°C 72°C 

10 min 40 s 40 s 60 s 7 min 

  36 cycles   

3-6 94°C 94°C 52°C 72°C 72°C 

10 min 30 s 40 s 50 s 5 min 

  30 cycles   

7 95°C 94°C 57°C 72°C 72°C 

15 min 30 s 90 s 90 s 10 min 

  30 cycles   

8 94°C 94°C 60°C 72°C 72°C 

3 min 30 s 30 s 60 s 7 min 
 

Wszystkie dane dotyczące sekwencji potwierdzające wnioski z tego badania zostały zdeponowane w 

GenBank pod adresem URL:  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/myncbi/1F1i8raBplj5d/collections/61834280/public/ 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/myncbi/1F1i8raBplj5d/collections/61834280/public/
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Podsumowanie i wnioski 

Praca [P1] stanowi przegląd literatury istotny dla zrozumienia problemu badawczego jakim 

jest rola nowoczesnych technologii analitycznych w analizie mikroorganizmów. Badania 

przeprowadzone w ramach pracy [P2] umożliwiły opracowanie metody do oznaczania 

wrażliwości szczepów bakteryjnych na antybiotyki z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej. 

Prace [P3] – [P8] koncentrowały się na wykorzystaniu technik laserowej desorpcji jonizacji  

do analizy mikroorganizmów, mając na celu rozwiązanie często występujących problemów 

analitycznych. 

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania pozwoliły na sformułowanie następujących 

wniosków: 

1. Zastosowanie kontrolowanej agregacji komórek bakteryjnych przy użyciu jonów Ca2+ 

stanowi innowacyjną metodę pre-koncentracji tych komórek, co pozwala na uzyskanie 

pojedynczego, wyraźnego sygnału na elektroforegramie. Taki proces agregacji ułatwia 

analizę elektroforetyczną, umożliwiając dokładniejszą charakterystykę próbek 

bakteryjnych. Interesującym aspektem tego podejścia jest obserwacja, iż populacje 

komórek żywych i martwych wykazują odmienne czasy elektromigracji, co jest 

bezpośrednio związane ze zmianą ładunku powierzchniowego komórek. Ładunek ten 

zmienia się w zależności od stanu funkcjonalnego bakterii, co pozwala na różnicowanie 

między komórkami żywymi a martwymi. Na podstawie analizy czasu elektromigracji 

opracowano równanie umożliwiające określenie procentowego udziału żywych  

i martwych komórek bakteryjnych w badanej próbce. Kluczowym elementem metodyki 

jest uprzednia inkubacja komórek z odpowiednim antybiotykiem, co pozwala na ocenę 

ich żywotności w kontekście odporności na działanie antybiotyków. To podejście 

otwiera nowe możliwości w diagnostyce mikrobiologicznej, umożliwiając szybką  

i precyzyjną ocenę skuteczności antybiotykoterapii. Należy podkreślić, że choć 

zaproponowana metoda może zostać zastosowana do analizy działania różnych 

antybiotyków, dla każdego badanego szczepu bakterii niezbędne jest indywidualne 

wyznaczenie czasów migracji komórek żywych i martwych. Jest to istotne dla 

zapewnienia wiarygodności i dokładności wyników, co stanowi fundamentalny warunek 

skutecznej aplikacji tej techniki w praktyce diagnostycznej. Proponowane rozwiązanie 

ma potencjał, aby znacząco przyspieszyć proces identyfikacji i oceny wrażliwości 

bakterii na antybiotyki, co jest kluczowe dla optymalizacji terapii antybiotykowej  

i ograniczenia rozprzestrzeniania się oporności na antybiotyki w populacjach 

bakteryjnych [P2]. 

2. Implementacja podejścia kulturomicznego w procesie hodowli mikroorganizmów  

z próbek klinicznych stanowi znaczący postęp w zakresie ich identyfikacji przy 
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wykorzystaniu techniki MALDI-TOF MS. Integracja metod kulturomicznych  

z technikami spektrometrii masowej umożliwia nie tylko szybką i dokładną 

identyfikację, ale także pozwala na uzyskanie bardziej reprezentatywnego obrazu 

populacji mikroorganizmów obecnych w specyficznych środowiskach, takich jak rany 

stopy cukrzycowej. Dzięki temu, możliwe jest głębsze zrozumienie dynamiki 

mikrobiomu rany, co ma bezpośrednie implikacje dla opracowywania skuteczniejszych 

strategii leczenia. Kulturomika jako metoda umożliwiająca standaryzację etapu hodowli 

mikroorganizmów, oferuje unikalną możliwość dostosowania procesów hodowlanych 

do specyficznych wymagań poszczególnych mikrobiomów. Taka personalizacja etapu 

hodowli znacząco przyczynia się do zwiększenia wykrywalności mikroorganizmów,  

co jest kluczowe w kontekście rutynowych analiz mikrobiologicznych. Poprzez 

optymalizację warunków hodowli, kulturomika pozwala na maksymalizację 

efektywności identyfikacji patogenów, co jest niezbędne dla szybkiego diagnozowania 

infekcji i wdrażania celowanej terapii antybiotykowej. Ponadto, zastosowanie podejścia 

kulturomicznego w badaniach mikrobiologicznych stanowi istotny krok w kierunku 

rozwoju spersonalizowanej mikrobiologii klinicznej, która uwzględnia unikalne 

właściwości mikrobiomu pacjenta. Takie podejście może znacząco przyczynić się  

do poprawy skuteczności leczenia, zmniejszając ryzyko wystąpienia oporności  

na antybiotyki oraz promując szybszą regenerację tkanki w procesie gojenia ran.  

W konsekwencji, integracja kulturomiki z techniką MALDI-TOF MS otwiera nowe 

perspektywy w diagnostyce i terapii infekcji bakteryjnych, podnosząc standardy opieki 

nad pacjentami z ranami cukrzycowymi i innymi stanami klinicznymi wymagającymi 

precyzyjnej identyfikacji mikroorganizmów [P3]. 

3. Wykorzystanie techniki MALDI-TOF do analizy lipidów ekstrahowanych z komórek 

bakteryjnych otwiera nowe możliwości w zakresie mikrobiologicznej diagnostyki  

i badania. W przeprowadzonych badaniach zastosowałam tę technikę do zarejestrowania 

profilów lipidowych dla 39 izolatów bakteryjnych pochodzących ze stopy cukrzycowej, 

co pozwoliło na szczegółową charakterystykę lipidomu tych mikroorganizmów. 

Obserwacje wykazały znaczącą zmienność w składzie jakościowym lipidów między 

bakteriami Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi, co podkreśla złożoność ich struktur 

lipidowych oraz potencjał lipidów jako biomarkerów w mikrobiologicznej diagnostyce. 

Uzyskane wyniki potwierdzają tezę, iż sygnały lipidowe, otrzymywane podczas analizy 

MALDI, mogą służyć jako specyficzne chemiczne odciski palców, umożliwiające 

precyzyjne różnicowanie między poszczególnymi mikroorganizmami. Taka 

charakterystyka lipidowa oferuje unikalne perspektywy dla identyfikacji i klasyfikacji 

mikroorganizmów, stanowiąc komplementarne podejście do tradycyjnych metod 

proteomicznych. W szczególności, możliwość dokładnej analizy lipidomu bakteryjnego 

może przyczynić się do lepszego zrozumienia mechanizmów adaptacyjnych bakterii  

do różnorodnych środowisk, w tym środowiska ran cukrzycowych, które są znane  



 

190 

 

z wysokiej bioróżnorodności mikrobiologicznej. Tym samym, zastosowanie techniki 

MALDI w analizie lipidów bakteryjnych reprezentuje innowacyjne podejście  

w bioanalityce, pozwalając na rozwijanie nowych metod diagnostycznych  

i terapeutycznych. Potencjał lipidów jako biomarkerów w różnicowaniu 

mikroorganizmów otwiera nowe ścieżki w poszukiwaniu efektywnych strategii leczenia 

infekcji, szczególnie w kontekście rosnącej oporności na antybiotyki. Przyszłe badania 

w tej dziedzinie mogą przyczynić się do opracowania nowych narzędzi diagnostycznych, 

które będą wspierać szybką i precyzyjną identyfikację patogenów, co jest kluczowe dla 

skutecznego leczenia infekcji bakteryjnych [P4]. 

4. W ramach przeprowadzonych badań zauważono, że jakość oprogramowania oraz 

obszerność i aktualność bazy danych mają istotny wpływ na skuteczność i dokładność 

identyfikacji mikroorganizmów w technice spektrometrii mas MALDI-TOF. Analiza 

porównawcza dwóch systemów spektrometrycznych, Bruker BioTyper oraz Zybio 

EXS2600, wykazała, że obydwa oferują wysoką efektywność w identyfikacji izolatów 

klinicznych, osiągając odpowiednio 95,6% i 92,4% wiarygodnych identyfikacji.  

Co więcej, dla 89,5% izolatów uzyskano zbieżne wyniki identyfikacji pomiędzy oboma 

systemami, co podkreśla ich równoważną wartość analityczną w kontekście rutynowych 

procedur diagnostycznych w mikrobiologii. Takie wyniki demonstrują, że zarówno 

Bruker BioTyper, jak i Zybio EXS2600 stanowią efektywne narzędzia, umożliwiające 

szybką i precyzyjną identyfikację większości izolatów klinicznych, co jest kluczowe dla 

szybkiego postawienia diagnozy i wdrożenia odpowiedniego leczenia. Dodatkowo, 

walidacja nowych spektrometrów mas, takich jak seria EXS, jest procesem 

wymagającym szczegółowej analizy wielu czynników, w tym odpowiedniego doboru 

matrycy, starannej preparatyki próbek oraz konstrukcji i ciągłej aktualizacji 

repozytoriów baz danych. Te aspekty mają bezpośredni wpływ na jakość oraz 

wiarygodność wyników identyfikacji, co z kolei przekłada się na ogólną skuteczność 

zastosowania technologii MALDI-TOF w diagnostyce mikrobiologicznej. Proces 

walidacji musi więc uwzględniać kompleksową optymalizację tych elementów,  

aby zapewnić maksymalną precyzję i efektywność analiz. Wyniki tych badań wskazują 

na konieczność ciągłej pracy nad doskonaleniem metod spektrometrii mas oraz 

związanych z nimi baz danych i oprogramowania, aby móc nieustannie poprawiać jakość 

i szybkość diagnostyki mikrobiologicznej [P5]. 

5. Technika MALDI dostarcza w zdecydowanej większości precyzyjne wyniki 

identyfikacji. Rozbieżność pomiędzy identyfikacją w oparciu o proteom i genom 

zaobserwowano tylko dla szczepów blisko spokrewnionych [P6]. 

6. Jednym z mechanizmów obronnych bakterii na działanie antybiotyków jest ich 

hydroliza. Technika MALDI umożliwia detekcję produktów hydrolizy, co pozwala na 

wykrycie oporności znacznie szybciej niż w przypadku zastosowania metod 

konwencjonalnych lub genomowych (molekularnych). Z jej wykorzystaniem uzyskano 
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bardziej precyzyjne wyniki niż w przypadku metod konwencjonalnych, które wiele 

wyników sklasyfikowały jako niepewne [P6].  

7. Chemiczne osadzanie z fazy gazowej zapewnia równomierne pokrycie powierzchni 

płytki nanocząstkami metalicznego srebra. Otrzymane AgNP charakteryzują się 

jednorodnym kształtem i rozmiarem. Wraz ze wzrostem masy użytego prekursora 

wzrasta rozmiar nanocząstek. Otrzymane nanostruktury umożliwiają jonizację  

i desorpcję związków o niskiej masie cząsteczkowej, co pozwoliło na zarejestrowanie 

profili lipidowych szczepów bakteryjnych. Stosując AgNP możliwe było rozróżnienie 

dwóch bliskospokrewnionych szczepów bakteryjnych w oparciu o zarejestrowane 

profile, co nie było możliwe przy zastosowaniu standardowo stosowanych w technice 

MALDI matryc [P7]. 

8. W ramach mojej rozprawy doktorskiej po raz pierwszy przeprowadzone zostały badania, 

które wykazały, że nanocząstki srebra uzyskane za pomocą metody chemicznego 

osadzania z fazy gazowej (CVD) skutecznie wspomagają procesy jonizacji i desorpcji 

analitu poprzez mechanizmy fotokatalizy. Istotnym aspektem, który znacząco 

przyczynia się do efektywności tych procesów, jest zjawisko powierzchniowego 

rezonansu plazmonowego (SPR). Zjawisko to, charakterystyczne dla nanocząstek 

metalicznych, polega na rezonansowej oscylacji swobodnych elektronów  

na powierzchni nanocząstki pod wpływem padającego światła. SPR nie tylko zwiększa 

lokalne pole elektromagnetyczne, ale również poprawia absorpcję światła,  

co bezpośrednio wpływa na zwiększenie efektywności fotokatalizy. Kluczowe dla 

uzyskanych wyników okazało się równomierne rozmieszczenie nanocząstek na badanej 

powierzchni. Dzięki temu możliwe jest osiągnięcie jednorodnej jonizacji i desorpcji 

analitów, co jest niezbędne do przeprowadzenia precyzyjnych analiz ilościowych. 

Szczególnie znaczące jest to w kontekście związków o niskiej masie cząsteczkowej 

(LMW), takich jak lipidy i węglowodany, które często stanowią wyzwanie dla 

tradycyjnych metod spektrometrycznych ze względu na ich skłonność do fragmentacji 

lub niską efektywność jonizacji. Zastosowanie nanocząstek srebra w technice SALDI 

(Surface Assisted Laser Desorption/Ionization) otwiera nowe możliwości dla analizy 

ilościowej tego rodzaju związków. Technika ta, wykorzystując unikalne właściwości 

nanocząstek srebra, umożliwia nie tylko efektywną jonizację i desorpcję, ale także 

zwiększa stabilność i wiarygodność wyników analiz ilościowych. W ten sposób, badania 

przeprowadzone w ramach mojej rozprawy doktorskiej demonstrują potencjał 

wykorzystania nanocząstek srebra otrzymanych metodą CVD w zaawansowanych 

metodach spektrometrycznych, oferując nowe perspektywy dla precyzyjnej analizy 

związków o niskiej masie cząsteczkowej w różnorodnych próbkach biologicznych  

i chemicznych [P8].  
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Wnioski wyciągnięte z przeprowadzonych badań w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej 

podkreślają istotność, jaką rozwój metod spektrometrycznych, szczególnie technik mas 

spektrometrii z laserową desorpcją/jonizacją (LDI), może odegrać w przyszłości w procesie 

identyfikacji mikroorganizmów. Badania te rzucają światło na znaczny potencjał tych technik, 

wskazując na możliwość ich szerszego zastosowania, które może zrewolucjonizować 

tradycyjnie stosowane protokoły diagnostyczne w laboratoriach mikrobiologicznych.  

W kontekście globalnym, jak i w Polsce, obserwuje się trend wzrostowy w zakresie 

implementacji technik spektrometrycznych w środowiskach szpitalnych, co jest odpowiedzią 

na rosnącą potrzebę szybkiej i precyzyjnej identyfikacji patogenów. Rozwój i wdrożenie 

zaawansowanych protokołów wykorzystujących te technologie może znacząco przyczynić się 

do poszerzenia naszego zrozumienia charakterystyki szczepów bakteryjnych, co ma 

bezpośrednie przełożenie na efektywność diagnostyki i terapii różnorodnych stanów 

chorobowych oraz zakażeń. Ponadto, opracowanie i wdrożenie nowych metod opartych  

na spektrometrii mas LDI mogłoby umożliwić dokładniejsze badanie mechanizmów 

antybiotykooporności, co jest kluczowe w kontekście rosnącego problemu oporności bakterii 

na dostępne antybiotyki. Takie podejście nie tylko zwiększyłoby skuteczność walki  

z patogenami, ale również pozwoliłoby na opracowanie bardziej celowanych strategii leczenia, 

minimalizując ryzyko rozwoju dalszych form oporności. W rezultacie, wnioski płynące  

z niniejszej rozprawy doktorskiej stanowią fundament dla dalszych badań i rozwoju  

w dziedzinie bioanalityki oraz diagnostyki laboratoryjnej. Przyszłe badania powinny skupić się 

na dalszym rozwijaniu i optymalizacji technik spektrometrycznych, tak aby maksymalnie 

wykorzystać ich potencjał w kontekście identyfikacji mikroorganizmów i walki  

z antybiotykoopornością. Innowacyjne i interdyscyplinarne podejście do diagnostyki 

mikrobiologicznej, oparte na zaawansowanych metodach analitycznych, może znacząco 

przyczynić się do poprawy jakości opieki zdrowotnej oraz skuteczności leczenia infekcji 

bakteryjnych, co jest niezwykle istotne w obliczu współczesnych wyzwań medycznych. 
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Streszczenie 

Tematyka badań niniejszej rozprawy doktorskiej koncentruje się na wykorzystaniu 

zaawansowanych technologii w laboratoriach mikrobiologicznych w celu identyfikacji, analizy 

i określenia lekowrażliwości drobnoustrojów o istotnym znaczeniu dla szerzenia się zakażeń  

i rozprzestrzeniania genów antybiotykooporności. Dzięki dokładnej i precyzyjnej analizie 

mikrobiomu możliwe jest zapewnienie bezpieczeństwa żywności, utrzymanie higieny 

publicznej oraz wdrażanie terapii i strategii prewencyjnych w ochronie zdrowia ludzi i zwierząt. 

Głównym celem rozprawy jest rozwój efektywnych narzędzi diagnostycznych, 

umożliwiających wiarygodną identyfikację czynników patogennych oraz ocenę ich  

antybiotykooporności, szczególnie poprzez wykorzystanie techniki laserowej 

desorpcji/jonizacji oraz techniki elektromigracyjne. Rozprawa ma na celu nie tylko rozwój 

metodologiczny, ale również weryfikację skuteczności różnych podejść omicznych  

w kontekście analiz próbek klinicznych, co umożliwi ocenę ich przydatności w rutynowej 

diagnostyce mikrobiologicznej. Badania skupiają się wokół gatunków mikroorganizmów 

stanowiących kluczowe czynniki etiologiczne stanów chorobowych dotykających znaczną 

część społeczeństwa, m.in. infekcji trudno gojących się ran, takich jak zespół stopy 

cukrzycowej, oraz tych towarzyszących rozwojowi nowotworu prostaty. 

W kontekście technik elektromigracyjnych przedstawiono potencjał wykorzystania 

elektroforezy kapilarnej do  pre-koncentracji komórek bakteryjnych jako innowacyjnej metody 

oceny ich wrażliwości na różne klasy antybiotyków. W części poświęconej spektrometrii mas, 

szczególną uwagę poświęcono technice MALDI, dla której obserwuje się cigły wzrostowy 

wykorzystania w środowisku szpitalnym. Przedstawiono możliwości i ograniczenia podejścia 

proteomicznego i lipidomicznego w procesie identyfikacji oraz podejścia metabolicznego, 

które w oparciu o detekcję hydrolizy enzymatycznej umożliwia określenie 

wrażliwości/oporności patogenów na antybiotyki. W pracy poruszono również tematykę 

związaną z przygotowaniem próbek, w szczególności z wpływem wdrożenia podejścia 

kulturomicznego na proces identyfikacji mikrobiomu. W celu przezwyciężenia niektórych 

problemów wynikających z konieczności zastosowania klasycznych matryc organicznych  

w technikach laserowej desorpcji/jonizacji zaproponowano podejście wykorzystujące 

nanocząstki srebra jako efektywne narzędzie jonizacji. Syntezę nanocząstek przeprowadzono 

przy użyciu metody osadzania z fazy gazowej, co umożliwiło uzyskanie warstwy 

charakteryzującej się wysoką jednorodnością i wykazującej potencjał w analizach związków  

o niskich masach cząsteczkowych. W pracy zaprezentowano możliwość ich zastosowania  

w rozróżnianiu szczepów bliskospokrewnionych. Integralną częścią pracy stanowią analizy 

porównawcze nowo opracowanych metod z tradycyjnymi podejściami, co pozwala  

na określenie ich zalet, ograniczeń oraz potencjalnych obszarów zastosowania. 
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Przedstawione w pracy badania prezentują innowacyjne i interdyscyplinarne podejście do 

diagnostyki mikrobiologicznej, oparte na zaawansowanych metodach analitycznych, które 

może znacząco przyczynić się do poprawy jakości opieki zdrowotnej oraz skuteczności 

leczenia infekcji bakteryjnych, co jest niezwykle istotne w obliczu współczesnych wyzwań 

medycznych. 
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Abstract 

The research presented in this doctoral dissertation focuses on using advanced technologies 

in microbiological laboratories to identify, analyze, and determine the drug susceptibility of 

microorganisms that play a significant role in spreading infections and the disseminating 

antibiotic-resistant genes. It is possible to ensure food safety, maintain public hygiene, and 

implement therapies and preventive strategies in human and animal health protection through 

precise and accurate microbiome analysis. 

The main objective is to develop effective diagnostic tools that precisely identify pathogenic 

factors and determine their antibiotic-resistance level, mainly through laser 

desorption/ionization techniques and electromigration techniques. The dissertation aims not 

only at methodological development but also at verifying the effectiveness of various omics 

approaches in clinical sample analysis, enabling assessment of their utility in routine 

microbiological diagnostics. The research focuses on microorganisms of clinical significance, 

including those involved in diabetic foot infections and those associated with the development 

of prostate cancer, which affect a significant portion of the population. 

Regarding electromigration techniques, the potential use of capillary electrophoresis for pre-

concentration of bacterial cells as an innovative method for assessing their sensitivity to various 

classes of antibiotics is presented. In the section dedicated to mass spectrometry, particular 

attention is paid to MALDI technique, which is witnessing an increasing trend of 

implementation in hospital settings. In the section on mass spectrometry, special attention was 

given to the MALDI technique, which has been steadily increasing in hospital settings.  The 

possibilities and limitations of proteomic and lipidomic approaches in the identification process 

and the metabolic approach based on enzymatic hydrolysis detection enabling the determination 

of pathogen susceptibility/resistance to antibiotics are discussed. The dissertation also addresses 

sample preparation issues, particularly the impact of implementing the culturomic approach on 

the microbiome identification process. To overcome some of the problems associated with the 

use of classical organic matrices in laser desorption/ionization techniques, an approach utilizing 

silver nanoparticles as an effective ionization tool is proposed. The synthesis of nanoparticles 

was conducted using the chemical vapor deposition method, allowing the production of a layer 

characterized by high uniformity and showing potential in analyzing low molecular weight 

compounds. The possibility of their application in distinguishing closely related strains is also 

presented. Comparative analyses of newly developed methods with traditional approaches, 

allowing determination of their advantages, limitations, and potential application areas, are  

an integral part of the work. 

The research presented in this dissertation introduces an innovative and interdisciplinary 

approach to microbiological diagnostics based on advanced analytical methods, which can 
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significantly contribute to improving healthcare quality and the effectiveness of bacterial 

infection treatment, particularly crucial in the face of contemporary medical challenges. 


