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1.

2.

Imie¢ i nazwisko.
Michat Zioch

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem

podmiotu nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy
doktorskiej.

3.

2011-2016 - Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie Matematyczno-Przyrodnicze na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska oraz Wydziale Chemii, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu- dyscyplina gtéwna: biologia, dyscyplina dodatkowa: chemia; tytut
rozprawy doktorskiej: ,, Wybrane aspekty mikrobiologicznie wspomaganej fitoremediacji
metali cigzkich” (doktor nauk biologicznych w zakresie biologii), stopien naukowy
nadany 14.10.2016 r. — promotorzy: dr hab. Katarzyna Hrynkiewicz, dr hab. Tomasz
Kowalkowski;

2009-2011 - Studia stacjonarne II stopnia (magisterium) na kierunku biologia,
specjalizacja biologia ogdélna 1 molekularna; praca realizowana w Zakladzie
Mikrobiologii na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu; tytut pracy magisterskiej: ,, Ekstrakcja i wstepna ocena
egzopolisacharydow (EPS) i liposacharydow (LPS) wytwarzanych przez mikrosymbionty
brodawkowe Robinia pseudoacacia (L.)”, promotor: prof. dr hab. Hanna Dahm;

2006-2009 — Studia stacjonarne I stopnia (licencjat) na kierunku biologia; praca
realizowana w Zaktadzie Mikrobiologii na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Mikotaja  Kopernika ~w  Toruniu; tytut pracy licencjackie;j:
,,Nanomikrobiologia, nanobakterie, nanobiomateriaty”, promotor: promotor: prof. dr
hab. Hanna Dahm.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych.

OKkres zatrudnienia Stanowisko i miejsce zatrudnienia

12022 - obecnie adiunkt
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii

X 2021 - 1X 2023 specjalista inzynieryjno-techniczny
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Chemii
X 2018 - IX 2021 adiunkt
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii
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XI2016 adiunkt
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydzial Chemii

4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021
r. poz. 478 z p6zn. zm.).

4.1 Tytul osiagni¢cia naukowego

Ilustracja mojego osiagniecia naukowego, uzyskanego po otrzymaniu stopnia
naukowego doktora nauk biologicznych i stanowiacych istotny wkiad w rozwdj dyscypliny
nauki chemiczne w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych, jest cykl powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych pod wspdlnym tytutem:

Technika laserowej desorpcji/jonizacji wspomagana matrycq jako kluczowe narzedzie w
bioanalityce

4.2 Publikacje skladajace si¢ na osiagniecie naukowe

Na osiggnigcie naukowe sktada si¢:
- c¢ykl 6 publikacji (H1-H6),

H1 Zloch, M.*, Maslak, E., Kupczyk, W., Jackowski, M., Pomastowski, P., Buszewski,
B. Culturomics Approach to Ildentify Diabetic Foot Infection Bacteria, International Journal
of Molecular Sciences, vol. 22, nr. 17, numer artykutu: 9574, 2021, s. 1-13,
DOI:10.3390/ijms22179574.

1F=6,208; MNiSW=140; liczba cytowan(bez autocytowan)= 12(10)/ 12(10)**

M¢j wktad w powstanie pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan; doborze metodologii
badawczej - podtozy hodowlanych, doborze parametréw analizy MALDI; ocenie jakosci
uzyskiwanych wynikéw analiz (walidacja metody); przeprowadzeniu zaplanowanych
eksperymentéw naukowych witaczajac w to hodowle i izolacj¢ bakterii, ich identyfikacje
metoda MALDI oraz klasyfikacje sygnatléw biatkowych w bazie UniProt; sporzadzeniu tabel i
rysunkéw (wizualizacja wynikéw); przeprowadzeniu przegladu literaturowego; interpretacji
uzyskanych wynikéw oraz sporzadzeniu wstgpnej wersji manuskryptu; korekcie zgodnie z
uwagami otrzymanymi w recenzjach; administrowanie realizacjg badan. Badania zostaly
sfinansowane w ramach projektu, ktérego bylem kierownikiem.
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H2 ZYoch, M.*, Maslak, E., Kupczyk, W., Pomastowski, P. Multi-Instrumental Analysis
Toward Exploring the Diabetic Foot Infection Microbiota, Current Microbiology, vol. 80, nr.
8, numer artykutu: 271, 2023, s. 1-15, DOI:10.1007/s00284-023-03384-z.

IF=2,3; MNiSW=40; liczba cytowan(bez autocytowan)= 0(0)/0(0)**

Moj wktad w powstanie pracy polegatl na stworzeniu koncepcji badan, doborze metodologii
badawczej - opracowanie parametréw analizy MALDI, PCR, testow paskowych w zakresie
zarowno identyfikacji mikroorganizméw jak i1 detekcji antybiotykoopornosci; zebraniu
wynikéw badan; analizie uzyskanych wynikéw identyfikacji za pomoca techniki MALDI i
technik biologii molekularnej (obrébka sekwencji nukleotydowych regionu 16S rRNA
bakterii, ztozenie sekwencji w GenBank, analiza filo-proteomiczna i —genetyczna bakterii,
analiza poréwnawcza obu metod — wyznaczenie parametru spdjnosci gatunkowej i
rodzajowej); stworzeniu tabel 1 rysunkow (wizualizacja wynikow); przeprowadzeniu
przegladu literaturowego; interpretacji wynikdw; sporzadzeniu wstgpnej wersji manuskryptu;
redakcji calosci pracy; administrowanie realizacja badan. Badania zostaly sfinansowane w
ramach projektu, ktérego bytem kierownikiem.

H3 Zloch, M.*, Rodzik, A., Pryshchepa, O., Pauter, K., Szultka-Mlynska, M., Rogowska,
A., Kupczyk, W., Pomastowski, P., Buszewski, B. Problems with identifying and
distinguishing salivary streptococci: A multi-instrumental approach, Future Microbiology,
vol. 15, nr. 12, 2020, s. 1157-1171, DOI:10.1007/s00253-023-12371-0.

IF=3,165; MNiSW=100; liczba cytowan(bez autocytowan)= 6(3)/7(4)**

M§j wktad w powstanie pracy polegatl na stworzeniu koncepcji badan, doborze metodologii
badawczej - opracowanie parametréw analizy MALDI bakterii §linowych w podejsciu
proteomicznym oraz lipidomicznym, dobor warunkow analizy PCR (selekcja starterow,
opracowanie parametrOw programu temperaturowego); przeprowadzeniu analizy filo-
proteomicznej i1 —genetycznej bakterii; obrobki sekwencji regionu 16S rRNA z ich
zdeponowaniem w bazie GenBank; sporzadzeniu tabel i rysunkéw (wizualizacja wynikow);
przeprowadzeniu przegladu literaturowego; interpretacji wynikOw; sporzadzeniu wstepnej
wersji manuskryptu; redakcji catosci pracy; korekcie zgodnie z uwagami otrzymanymi w
recenzjach.

H4 ZYoch, M.*, Pomastowski, P., Peer, M., Sparbier, K., Kostrzewa, M., Buszewski, B.
Study on carbapenemase-producing bacteria by matrix-assisted laser desorption/ionization
approach, PLoS One, vol. 16, nr. 3, numer artykutu: e0247369, 2021, s. 1-19, DOI:
10.1371/journal.pone.0247369.

IF=3,752; MNiSW=100; liczba cytowan(bez autocytowan)= 7(5)/7(5)**

Moj wktad w powstanie pracy polegal na stworzeniu koncepcji badan; przygotowaniu probek
1 ich analizie; zebraniu wynikéw analiz; przeprowadzeniu analiz statystycznych; sporzadzeniu
tabel i1 rysunkOéw (wizualizacja wynikow); przeprowadzeniu przegladu literaturowego;
interpretacji wynikow; sporzadzeniu wstepnej wersji manuskryptu; korekcie zgodnie z
uwagami otrzymanymi w recenzjach; administrowanie realizacjg badan. Badania zostaly
sfinansowane w ramach projektu, ktérego bytlem kierownikiem.
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HS5 Pomastowski, P., Ztoch, M., Rodzik, A., Ligor, M., Kostrzewa, M., Buszewski, B.
Analysis of bacteria associated with honeys of different geographical and botanical origin
using two different identification approaches: MALDI-TOF MS and 16S rDNA PCR
technique, PLoS One, vol. 14, numer artykulu: e0217078, 2019, s. 1-20,
DOI:10.1007/s00253-023-12371-0.

IF=2,740; MNiSW=100; liczba cytowan(bez autocytowan)= 55(46)/50(41)*%*

Mo6j wkiad w powstanie pracy polegal na wspétudziale w koncepcji badan; opracowaniu
metodologii badan, w tym selekcji warunkéw hodowli, izolacji i identyfikacji bakterii z
miodow za pomocyg analizy MALDI i1 sekwencjonowania regionu 16S rRNA; zebraniu i
katologowaniu wynikéw analiz; przeprowadzeniu analiz filo-proteomicznych 1 -
genetycznych; obrobka sekwencji nukleotydowych bakterii z ich zdeponowaniem w bazie
GenBank; przeprowadzeniu analiz statystycznych (analiza gléwnych sktadowych),
wspotudziale w sporzadzeniu tabel i rysunkéw (wizualizacja wynikéw); wspdétudziale w
interpretacji wynikow; wspoétudziale w sporzadzeniu wstepnej wersji manuskryptu; korekcie
zgodnie z uwagami otrzymanymi w recenzjach.

Hé Czeszewska-Rosiak, G., Ztoch, M.*, Radosinska, M., Florkiewicz, A., Tretyn, A.,
Pomastowski, P. The usefulness of the MALDI-TOF MS technique in the determination of
dairy samples’ microbial composition: comparison of the new EXS 2600 system with MALDI
Biotyper platform, Archives of Microbiology, vol. 206, nr. 172, 2024, DOI: 10.1007/s00203-
024-03885-w.

IF=2.8; MNiSW=70; liczba cytowan(bez autocytowan)= 0(0)/0(0)**

Moj wktad w powstanie pracy polegat na wspoétudziale w koncepcji badan; wspoétudziale w
opracowaniu metodologii badan; analizie 1 interpretacji wynikOw (w tym analizie
statystycznej i pordwnawczej); wspotudziale w sporzadzeniu tabeli i rysunkéw (wizualizacja
wynikéw); wspotudziale w przygotowaniu wstepnej wersji manuskryptu; redakcji catosci
pracy; korekcie zgodnie z uwagami otrzymanymi w recenzjach.

*autor do korespondencji
** w oparciu o baz¢ Scopus/Web of Science

Podsumowanie

IF sumaryczny: 20,965

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW: 550

Sumaryczna liczba cytowan na podstawie Scopus: 80

Sumaryczna liczba cytowan (bez autocytowan) na podstawie Scopus: 64

Sumaryczna liczba cytowan na podstawie Web of Science Core Collection: 76
Sumaryczna liczba cytowan (bez autocytowan) na podstawie Web of Science Core
Collection: 60
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4.3 Finansowanie i wspélpraca

Prowadzone przeze mnie badania naukowe (reprezentujace jednotematyczny cykl
publikacji), stanowigce osiggni¢cie naukowe ujete w przewodzie habilitacyjnym, byly
finansowane przez:

(1) Narodowe Centrum Nauki; projekt nr 2018/28/C/ST4/00434 (lata 2018-2022):
,» Wykorzystanie techniki MALDI-TOF/MS w monitorowaniu i szybkiej diagnostyce rozwoju
zakazenia stopy cukrzycowej”

(2) Narodowe Centrum Nauki; projekt nr 2016/21/B/ST4/02130 (2017-2020): ,,Nowe
podejscie w identyfikacji patogenoéw za pomocq sprzezonych technik separacyjnych (CE-LIF-
MALDI-TOF-MS, LCxLC-MS/MS, GCxGC-Q-TOF) dla potrzeb spersonalizowanej
diagnostyki medycznej”

(3) Narodowe Centrum Nauki; projekt nr 2017/25/N/ST4/01079 (2017-2020): ,, Badanie
metabolizmu mikroorganizméw poddanych dziataniu nanoczgstek metali, antybiotykow,
Jjonow metali i ich potgczen za pomocq techniki MALDI-TF MS i technik pokrewnych”

(4) Narodowe Centrum Badan i Rozwoju; projekt nr BIOSTRATEG2/298205/9/NCBR/
2016 (2016-2019): ,,Rosliny uprawne oraz produkty naturalne jako Zrodta substancji
biologicznie aktywnych przeznaczonych do produkcji preparatow kosmetycznych,
farmaceutycznych i suplementow diet” (Plantarum)

(5) Narodowe Centrum Badan i Rozwoju; projekt nr TANGO-V-A/0014/2021 (2022-2023):
»INowe podejscie w identyfikacji mikroorganizmow w matrycach srodowiskowych i
klinicznych dla rutynowych laboratoriow mikrobiologicznych”

W projekcie 1. petnitem role kierownika i gléwnego wykonawcy prac badawczych, w
projektach 2. i 4. petnitem role¢ wykonawcy prac badawczych, a w projekcie 5. wchodzitem w
sktad kluczowego personelu badawczego odpowiedzialnego za realizacj¢ prac badawczych.
Szczegoty projektdw znajduja si¢ w Zataczniku nr 4 (pkt I1.5A).

Prowadzone przeze mnie badania miaty charakter interdyscyplinarny i wymagatly
podjecia wspdlpracy z r6znymi osrodkami badawczymi w kraju i za granica:

Dr Markus Kostrzewa, dr Katrin Sparbier, dr Markus Peer - Dzial Rozwoju Bioanalityki i
Klinicznej Spektrometrii Mas, Bruker Daltonik GmbH w Bremie (Niemcy)

Prof. dr hab. Marek Jackowski, dr Wojciech Kupczyk, - Katedra Chirurgii Ogdlne;j,
Gastroenterologicznej i1 Onkologicznej, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum w
Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Prof. dr hab. Andrzej Tretyn, mgr Grazyna Czeszewska-Rosiak — Katedra Fizjologii RoSlin i
Biotechnologii, Instytut Biologii, Wydziat Nauk Biologicznych i1 Weterynaryjnych,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
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4.4 Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt 2b ustawy.

4.4.1 Wprowadzenie.

MALDI-TOF MS jako narzedzie do analizy biomolekut

Wprowadzenie pod koniec lat 80-tych XX wieku technik migkkiej jonizacji, takich jak
jonizacja z desorpcja laserowag (ang. Laser Desorption/lonization, LDI) 1 jonizacja metoda
elektrorozpylania (ang. Electro Spray Ionization, ESI), zrewolucjonizowato spektrometri¢
mas (MS) umozliwiajac wytwarzanie jonéw o niskiej fragmentacji z polimeréw i duzych
biomolekut, a takze czasteczek nielotnych czy labilnych (nietrwatych), co nie bytlo mozliwe w
przypadku tradycyjnych technik jonizacji. Mialo to kluczowe znaczenie dla rozwoju badan
dotyczacych analizy istotnych z punktu widzenia bioanalityki, ktdrej istotng cze$¢ stanowig
badania mikrobiologiczne, czasteczek wchodzacych w skiad komdrek organizméw zywych,
takich jak peptydy, biatka, weglowodany, lipidy i metabolity, czyniac je uzytecznymi
obiektami badan do zastosowan w identyfikacji gatunkéw oraz oceny ich cech fenotypowych,
np. aktywnosci enzymatycznej [1,2] .

W kontek$cie wykorzystania spektrometrii mas do badan mikroorganizméw na
szczegblna uwage zastuguje technika laserowej desorpcji/jonizacji wspomaganej matryca
(ang. Matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI) potaczona z analizg czasu przelotu
(ang. Time-of-flight, TOF), ktérej adaptacja do aplikacji w laboratoriach diagnostycznych, a w
szczegOlnosci mikrobiologicznych, jako szybka 1 wiarygodna metoda identyfikacji
drobnoustrojow stanowi istotny przetom w bioanalityce [3]. Istota techniki MALDI jest
wykorzystanie nasyconych roztwordw niskoczasteczkowych zwigzkéw organicznych,
zwanych matrycami, ktére po dodaniu do prébki przed lub po jej natozeniu na plytke (ang.
target) do analiz MALDI posredniczg w transferze energii ze $wiatla lasera na czasteczki
probki (analitu), utatwiajac ich jonizacje i desorpcje [4].
Proces jonizacji w MALDI opiera si¢ na zdolnosci matrycy do absorpcji energii lasera, przy
czym optymalna wydajno$¢ osiggana jest, gdy dtugos¢ fali lasera odpowiada wysokiemu
pasmu absorpcji optycznej matrycy w fazie stalej. Jonizacja przebiega dwuetapowo: najpierw
jonizowana jest matryca, a nast¢pnie zachodzi reakcja jon-molekuta prowadzaca do powstania
jondw analitu. Zaproponowano rézne modele tego procesu, w tym mechanizm jonizacji
fotochemicznej (i), jonizacji klastrowej (ii), model dysproporcjonowania indukowanego
transferem energii (EDIT z ang. energy transfer induced disproportionation) (iii) oraz model
"szczesliwych ocalatych"(ang. lucky survivors) (iv). Kazdy z tych modeli prébuje wyjasnic¢
obserwowane zjawiska, takie jak réwna ilo$¢ jondw dodatnich i ujemnych dla duzych
biomolekut czy sposéb powstawania jondw analitu — proces protonacji i deprotonacji w
trakcie zderzania si¢ analitu z jonami matrycy w fazie gazowej (i), desolwatacja matrycy z
jonow klastra (i1), krétkodystansowy transfer energii z wzbudzonych czgsteczek matrycy do
dimeru analitu prowadzacy do powstania jednego protonowanego i jednego deprotonowanego
jonu analitu (ii1), czy pokonywanie oddzialywan jon-para przez energi¢ lasera skutkujace
uwalnianiem jondéw analitu od ich odpowiednich przeciwjondéw (iv)[5—7]. Niemniej jednak
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pelne wyjasnienie mechanizmu jonizacji za pomocg techniki MALDI jest wcigz kwestig
otwarta.

Matryce stosowane w technice MALDI to substancje, ktére dobrze absorbuja
promieniowanie UV (zawieraja grupy chromoforowe), tatwo sublimujg, a po desorpcji
dostarczaja duzych ilosci jonéw (protonéw) potrzebnych do jonizacji analitu. Ponadto
powinny si¢ one charakteryzowa¢ stabilnoscia w warunkach wysokiej prdzni, dobra
rozpuszczalnosciag w rozpuszczalnikach kompatybilnych z analizowang probka (zapewnienie
efektywnego mieszania z analitem) oraz catkowitym brakiem jakiejkolwiek reaktywnos$ci
chemicznej z badang probka w celu uniknigcia niepozadanych zmian lub degradacji
zwigzkOéw zawartych w badanej probce. Lista matryc powszechnie stosowanych do analizy
biomolekut metodg MALDI jest szeroka, a ich wybor zalezy od typu substancji, ktére chcemy
podda¢ analizie. Intensywne ogniskowanie wigzki laserowej na materiale probki, zmieszanym
ze skrystalizowang matryca, powoduje napromieniowanie laserem 1 szybkie nagrzewanie
krysztalow matrycy 1 probki w wyniku absorpcji duzej ilosci energii z wigzki. Pulsacja lasera
doprowadza zaréwno matryce, jak i1 probke do szybkiej sublimacji z fazy statej do fazy
gazowej (bez przechodzenia przez faze¢ ciekly), tworzac chmure zawierajacg jony zaréwno
matrycy, jak i badanych analitow. Poniewaz gtéwna cze$¢ energii cieplnej jest przeksztalcana
w energi¢ drgan wigzan chemicznych pochtaniang przez czgsteczki matrycy, chroni ona
badang substancj¢ przed degradacja (fragmentacjg). Dotyczy to w szczegdlnosci wigkszych
czasteczek, takich jak biatka, w ktorych istnieje wiele mozliwosci wibracji 1 rotacji wigzan
chemicznych, dzigki czemu zaabsorbowana energia jest rozpraszana bez ich zrywania [8—10].

Nie mniej waznym elementem warunkujagcym duzg uzyteczno$¢ metody MALDI jako
techniki migkkiej jonizacji jest typ lasera i parametry jego pracy. W przypadku tej techniki
wykorzystywane sg lasery UV o r6znej dtugosci fali — najczesciej azotowe o A= 337 nm lub
znacznie rzadziej neodymowo-yagowe (Nd:YAG) o A= 355 nm, ktérych gtéwnym zadaniem
jest dostarczenie impulsOw energii o wysokiej intensywnosci do analitu w okreslonym
interwale czasowym i powierzchni, umozliwiajac jego natychmiastowg desorpcje i jonizacje
bez powodowania rozkladu termicznego. Parametry impulsu laserowego, takie jak czas
trwania 1 jego energia, majg kluczowe znaczenie na sklad powstajagcego w wyniku
naswietlania probki laserem tzw. pioropusza jonow (ang. plume). Symulacje dynamiki
molekularnej wykazaly, ze diugie (nanosekundowe) impulsy o niskiej energii powodujg
tagodng desorpcje materiatu, ale o niskiej wydajnosci desorpcji, podczas gdy krétkie (piko-
lub femtosekundowe) impulsy o wysokiej energii prowadza do gwattownej dezintegracji
probki, tworzac duze fragmenty skondensowanego materiatu, co utrudnia jego pelne
odparowanie i dalszg jonizacje. Tak wigc optymalizacja parametréw lasera jest kluczowa dla
uzyskania odpowiedniej ilo$ci jonéw analitu i wysokiej jako$ci widm mas [11,12]. Istotng
role w regulacji nat¢zenia promieniowania laserowego definiowanego jako ilo$¢ energii na
jednostke powierzchni, pelni atenuator wigzki, ktory moze by¢ indywidualnie dostosowywany
w zalezno$ci od rodzaju probki juz w trakcie trwania analizy, co przeklada si¢ na duza
elastycznos¢ metody MALDI w zakresie poszukiwania optymalnych parametrow
jonizacji/desorpcji analitu [2].

Po bombardowaniu laserem jony generowane zaréwno z matrycy, jak i badanego
materialu muszag zosta¢ przeanalizowane w celu okreslenia ich mas czgsteczkowych oraz
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identyfikacji sygnaléw, a wigec muszg trafi¢ do analizator mas. Istnieje wiele réznych
analizatoréw mas, a ich wybor zalezy od celu prowadzonych badan. W przypadku techniki
MALDI, w ktorej to jak wskazalem wcze$niej, wykorzystuje si¢ impulsowe zrédto jonizacji,
najczesciej laczy sie ja z analizatorem mas typu TOF, ktéry wymaga, aby wszystkie jony
wchodzily do rury przelotowej jednoczesnie [13]. Wydaje si¢, ze takie potaczenie jest
szczegOlnie korzystne ze wzgledu na praktycznie nieograniczony zakres oznaczanych mas
czasteczkowych, co jest szczegblnie istotne w przypadku techniki MALDI gdzie zazwyczaj
powstaja pojedynczo natadowane jony pseudo-molekularne, ktére moga mie¢ wysoki
stosunek masy do tadunku (m/z), jak ma to miejsce w przypadku analizy biatek, bedacych
najczegstszymi  badanymi biomolekutami w kontek$cie analiz mikrobiologicznych [2].
Podobnie jak w przypadku lasera i parametréw jego pracy, czy tez matrycy MALDI, mamy
do wyboru rézne tryby analizy TOF — liniowy lub z uzyciem reflektronu. W trybie liniowym
analizatora TOF w technice MALDI, jony o r6znych masach docierajg do detektora w r6znym
czasie, przy czym jony o wigkszej masie potrzebujg wigcej czasu na dotarcie niz jony lzejsze,
co skutkuje wyzszymi wartosciami m/z dla cigzszych jonéw. W praktyce, r6znice w absorpcji
energii laserowej przez jony o tej samej masie prowadzg do rozkladu energii kinetycznej, co
zmniejsza rozdzielczo$¢ widma. Zastosowanie reflektronu, ktéry skltada si¢ ze zwierciadet
jonowych z polem elektrycznym, pozwala na ponowne skupienie jondw o tej samej masie,
poprawiajac tym samym rozdzielczo$¢ analizy. Reflektron odpycha jony z powrotem do
strefy dryfu w kierunku detektora, co kompensuje réznice w ich energiach kinetycznych [14].
Ta konfiguracja zwigksza rozdzielczos¢ masowg poprzez korygowanie poczatkowych
rozktadow energii wsrod jondw o tym samym stosunku m/z. Wydtuzona droga lotu oraz efekt
skupiania energii przez reflektron znaczaco poprawiajga ogdélng wydajnos¢ spektrometru
masowego MALDI-TOF, umozliwiajac doktadniejsze pomiary masy oraz lepsze rozdzielenie
blisko potozonych sygnatéw stanowigcych obwiednie (rozktad izotopowy) na widmie mas. W
przypadku analiz mikrobiologicznych, najcze¢séciej stosowanym trybem analizy czasu przelotu
jest tryb liniowy, w ktérym jony generowane ze zrddta sa przyspieszane pod wpltywem
impulséw elektrycznych do rury przelotowej (obszaru wolnego od pola), gdzie s rozdzielane
zgodnie z ich predkosciami (zaleznymi od tadunku i masy czasteczkowej), zanim uderzg w
detektor znajdujacy si¢ na drugim koncu rury przelotowej [15]. Liniowy TOF charakteryzuje
si¢ wysoka czuloscig i wydajnoscia, ale niskg rozdzielczoscia - poszerzanie pikow, ktore jest
nastgpstwem przestrzennego rozmieszczenia czasteczek analitu oraz nierdwnomiernego
rozktadu energii impulsu lasera skutkujace r6zng energig kinetyczng czasteczek o tej samej
wartosci m/z. W przypadku trybu reflektronowego stosuje si¢ uktad soczewek na koncu
instrumentu TOF, w ktérych po przylozeniu napigcia nast¢puje zmiana trajektorii jonéw
zgodnie z zasada - jony o wyzszej energii kinetycznej penetrujg reflektron glebiej niz te o
nizszej energii kinetycznej, co skutkuje wydtuzeniem ich tor lotu, a w konsekwencji
umozliwienie usrednienia czaséw przelotu 1 zmniejszenie zjawiska poszerzania pikow —
zwiekszenie rozdzielczosci. Cho¢ zastosowanie trybu reflektronowego niesie istotng korzysc,
jaka jest znaczna poprawa rozdzielczo$ci w stosunku do standardowego trybu liniowego, to
jednak wybdr trybu pracy analizator TOF w duzej mierze zalezy od celu prowadzonych badan
(poréwnywanie catych profili MS, np. do celéw identyfikacyjnych czy tez analiza celowana,
w kierunku detekcji konkretnych sygnaléw, np. biomarkeréw) oraz rodzaju badanych
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zwigzkow — gtéwnie w kontekscie ich wielkosci. I tak w przypadku analizy zwigzkow
niskoczgsteczkowych (np. oligonukleotydy, peptydy, polimery, metabolity komodrkowe)
preferowanym trybem wydaje si¢ zastosowanie reflektronu, ktéry zapewnia wyzsza
rozdzielczos¢, a tym samym umozliwia dokladniejszy pomiaru m/z oraz lepsze rozdzielenie
blisko potozonych sygnaléw w widmie mas). Natomiast uzycie trybu liniowej analizy TOF
wydaje si¢ by¢ korzystniejsze w przypadkach, gdy zalezy nam na przeprowadzeniu
wielkoskalowych badan (zdolnos¢ do efektywnego przetwarzania duzej liczby probek w
krétkim czasie — wysoka przepustowos$¢), profilowaniu ztozonych mieszanin biologicznych
(zdolnos$¢ do radzenia sobie z wysoka zmienno$cig i ztozonos$cig probek) oraz w przypadku
analizy zwigzkéw o duzych rozmiarach (masach czgsteczkowych), takich jak biatka, u
ktérych przewidujemy, iz moga one wykazywac ograniczong stabilno$s¢ w warunkach pracy z
trybem reflektronowym (zjawisko znacznej fragmentacji podczas przechodzenia przez pole
reflektronu, gdzie jony s3a najpierw zwalniane a nast¢pnie ponownie przyspieszane przez
przytozenie wysokiego pola elektrycznego [kV] w nanosekundowym przedziale czasowym),
a tym samym ryzykiem drastycznego spadku czuto$ci (mozliwo$¢ ominigcia detektora
reflektronu przez jony fragmentacyjne o niskich masach) [2,16,17].

Wymienione powyzej charakterystyki techniki MALDI sktadaja si¢ na jej przewage w
poréwnaniu z popularng technika ESI w kontek$cie badan prébek biologicznych w trzech
istotnych obszarach analitycznych, a mianowicie skalowalno$ci, szybkos$ci oraz elastycznosci
w zakresie procedur przygotowania probek. W przypadku ostatniego wymienionego obszaru
— rozumianego jako mozliwosci dostosowania procedur przygotowania probki celem
zapewnienia optymalnych warunkéw jonizacji 1 wykrywania analitu, technika MALDI daje
szeroki wachlarz modyfikacji, poczawszy od mozliwosci analizy probek bez wstgpnego
przygotowania (np. catych komoérek mikroorganizméw) poprzez szereg rodzajow metod
ekstrakcyjnych wiaczajac w nie te przeprowadzane bezposrednio na ptytkach stuzacych do
analiz, a skonczywszy na prostym doborze matrycy MALDI i sposobie jej nalozenia. Biorac
dodatkowo pod uwage wigksza tolerancja techniki MALDI na obecnos¢ soli lub detergentow
w probkach, a wiec brak koniecznosci wdrozenia dodatkowych procedur ,,0oczyszczania”
probek, przektada si¢ to w rezultacie na duzo krétszy czas potrzebny do uzyskania
wiarygodnego wyniku niz w przypadku techniki ESI, co w polaczeniu z duzg szybkosciag
generowania widm MS (zwigzanej z wymienionymi wczesniej parametrami pracy lasera) daje
w rezultacie doskonate narzgdzie do analizy biomolekularnej bardzo duzych zestawow probek
(skalowalno$¢ analiz). Powoduje to iz technika MALDI-TOF MS moze by¢ traktowana jako
jedno z najbardziej wszechstronnych narzedzi do analizy sktadu biopolimeréw komérkowych
i szybko po jej wprowadzeniu w 1987 i1 1988 roku przez Hillenkampa oraz Tanake stala si¢
obiektem szczegdlnego zainteresowania w obszarze badan mikrobiologicznych [4,8,18].

MALDI-TOF MS — rewolucja w identyfikacji mikrobiologicznej

Technika MALDI-TOF/MS reprezentuje proteomiczne podejscie do identyfikacji
mikroorganizmoéw, poniewaz opiera si¢ przede wszystkim na detekcji biatek. Zjonizowane
formy biatek sg identyfikowane na podstawie ich stosunku masy do tadunku (m/z), a
generowane widma masowe s3 unikatowe dla poszczeg6lnych mikroorganizméw, poniewaz
w ich sktad wchodzg giéwnie silnie konserwowane ewolucyjnie biatka rybosomalne (ok.
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50%) [19,20]. W tym kontekscie technika MALDI moze by¢ traktowana jako metoda
komplementarna dla technik biologii molekularnej bazujacych na sekwencjonowaniu regionu
16S rRNA (tzw. ,,ztotego standardu identyfikacji”’) wchodzacych w sktad matej podjednostki
rybosomOow organizméw prokariotycznych. Identyfikacja organizmu nast¢puje poprzez
poréwnanie otrzymanego profilu biatkowego (specyficznego biatkowego ,,odcisku palca”
mikroorganizmu) z referencyjng baza danych, a uzyskana korelacja zarowno pozycji jak i
intensywnosci sygnatu stuzy do generowania wartosci dopasowania, ktérego warto$¢ opisuje
poziom ufnosci z jakg badany organizm zostal dopasowany do odpowiadajgcego mu
mikroorganizmu referencyjnego. Wykorzystanie MALDI-TOF/MS w identyfikacji
mikroorganizméw posiada szereg korzysci, ktére powoduja, iz technika ta szybko staje si¢
nowym ztotym standardem diagnostyki mikrobiologicznej. Po pierwsze moze by¢
zastosowana do szerokiego wachlarza rodzajéw mikroorganizméw bez koniecznosci
wczesniejszego ich definiowania, jak ma to miejsce w przypadku technik bazujacych na DNA
(techniki biologii molekularnej — sekwencjonowanie kwaséw nukleinowych). Po drugie
analiza jest szybka, a gotowy wynik mozna otrzymac¢ juz w ciggu kilku minut. Dodatkowo
metoda ta charakteryzuje si¢ wysoka czutos$cig co powoduje, ze do wiarygodnej analizy
wymagana jest stosunkowo niewielka ilo§¢ materialu - <10°4 komoérek mikroorganizmow.
Niewatpliwym atutem tej techniki jest szeroki wachlarz metod przygotowania probek, ktére
charakteryzujg si¢ duzg prostotg procedur w stosunku do innych metod zaczynajac od
mozliwo$ci wykorzystania catych, natywnych komoérek (ang. intact/whole cells method)
poprzez prosta ekstrakcje na plytce (ang. on-target extraction) a skonczywszy na pelnej
ekstrakcji biatek (ang. in-tube/full extraction method). Niemniej jednak nalezy pamigtaé, ze
sposob naktadania matrycy (np. metoda kanapki (ang. sandwich), metoda suchej kropli (ang.
dry droplet), metoda cienkiej warstwy (ang. thin layer)) oraz wybor matrycy (np. pochodne
kwasu benzoesowego lub cynamonowego, zwigzki heterocykliczne) odgrywaja réwniez
kluczowg rol¢ w analizie MALDI. Czynniki te wptywaja na jednorodno$¢ i proces
krystalizacji mieszaniny probki z matrycg, stopien desorpcji i jonizacji analitu oraz jego
poziom fragmentacji. Ponadto, maja one wplyw na selektywnos$¢ wzgledem réznych typéw
analitow (np. polarne vs. niepolarne), poziom szumow tla oraz powtarzalnos¢ analiz. Matryce
tworzace  jednorodne  struktury  krystaliczne, takie jak kwas  a-cyjano-4-
hydroksycynamonowy, sprzyjaja wyzszej odtwarzalnosci analiz w poréwnaniu do tych
tworzacych nieregularne struktury, takie jak igtowate krysztaly kwasu @ 2.5-
dihydroksybenzoesowego [21-23].

Technika MALDI-TOF MS znalazta juz zastosowanie w identyfikacji licznych grup
mikroorganizméw, w tym bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, mykobakterii, czy tez
r6znych rodzajow grzybéw. Szybka analiza uzyskanych profili biatkowych, w tym przede
wszystkim ich poréwnywanie ze wzorcowymi widmami szczepow referencyjnych, nie bytaby
mozliwa bez  wsparcia odpowiedniego  oprogramowania. Obecnie najbardziej
rozpowszechnionymi 1 jednoczesnie wiodagcymi na rynku platformami do identyfikacji
mikroorganizméw z wykorzystaniem techniki MALDI-TOF MS sa platformy MALDI
Biotyper (Bruker) oraz Vitek MS System (Biomerieux). Oba systemy posiadaja wtasne
biblioteki widm referencyjnych i zapewniajg duzg automatyzacj¢ procesu identyfikacji. Ich
wysoka wiarygodno$¢ zaowocowala zatwierdzeniem przez amerykanska Agencje Zywnosci i
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Lekéw (ang. US Food and Drug Administration, FDA) ich dopuszczenia do wykorzystania w
rutynowych analizach przez kliniczne laboratoria mikrobiologiczne w  Stanach
Zjednoczonych do identyfikacji najwazniejszych z medycznego punktu widzenia
mikroorganizméw klinicznych [24-28]. Warto wspomnie¢, iz ze wzgledu na rosnaca
popularno$¢ techniki MALDI w rutynowych laboratoriach bioanalitycznych, na rynku
pojawia si¢ coraz wigcej nowoczesnych aparatow i1 systemow, gtéwnie pochodzacych z Chin,
ktoérych skuteczno$¢ w analizie probek mikrobiologicznych wcigz wymaga dalszych badan.
Wsrdéd takich systemOdw mozna wymieni¢ system EXS 2600 firmy Zybio Inc., ktory,
podobnie jak MALDI Biotyper czy Vitek MS, stluzy do automatycznej identyfikacji
mikroorganizméw. Obecnie w Polsce znajduje si¢ tylko jeden taki aparat, ktory jest
zlokalizowany w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w
Toruniu, gdzie pod kierownictwem dr hab. Pawla Pomastowskiego 1 z moim udzialem, jest
poddawany badaniom walidacyjnym w kierunku opracowania jego zastosowania do analiz
probek mikrobiologicznych do wdrozenia w polskich laboratoriach diagnostycznych sektora
przemystowego, w tym szczegélnie zwigzanego z przetworstwem mleczarskim, przy
wspotpracy z POLGEN MACHEJKO (L6dz, Polska) — polskim dystrybutorem instrumentu
Zybio EXS 2600 w ramach wsp6tpracy miedzynarodowej z Chinskg Republikg Ludowa.

Chociaz wprowadzenie techniki MALDI do praktyki pracy laboratoriow
mikrobiologicznych mozna uzna¢ za duzy postep w dziedzinie, poniewaz umozliwia ona
identyfikacje mikroorganizméw do rodzaju, gatunku, a nawet podgatunku z doktadnoscig i
specyficznoscig porownywalng do wynikéw uzyskiwanych metoda sekwencjonowania DNA
(na poziomie zgodno$ci klasyfikacji taksonomicznej rzedu 90 - 100% w zaleznosci od
gatunku mikroorganizmu i/lub rodzaju prébki), to nadal nie moze by¢ ona uznawana za
metode kompletng ze wzgledu na szereg ograniczen i wyzwan wynikajacych z charakteru
badan prébek mikrobiologicznych.

Kluczowe wyzwania poszerzania uzytecznosci techniki MALDI — TOF MS w rozwigzywaniu
probleméw  skutecznej  charakterystyki — mikrobiologicznej — matryc  klinicznych i
srodowiskowych

W srodowisku naturalnym, wiaczajac w to organizm ludzki, mikroorganizmy rzadko
wystepuja w formie monokultur (wystgpowanie pojedynczego typu/gatunku). Znacznie
czesSciej tworza one mniej lub bardziej zlozone mieszaniny réznych gatunkéw
mikroorganizméw, co sprawia, ze doktadna i wiarygodna charakterystyka skladu
mikrobiologicznego badanej matrycy biologicznej stanowi duze wyzwanie zaréwno dla
badaczy, jak i personelu rutynowych laboratoriow diagnostycznych. Jednym z przyktadéw
tego typu matryc sg rany zakazenia stopy cukrzycowej (ZSC) — material biologiczny
charakteryzujacy si¢ ztozonym skladem mikrobiologicznym podlegajacym dynamicznym
zmianom w czasie progresji schorzenia, u ktérego, podobnie jak w przypadku innych zakazen
ran skory, istniejg trudnosci w okresleniu patogennego charakteru wystepujacych gatunkow
drobnoustrojow ze wzgledu na obecno$¢ duzej liczby gatunkéw komensalnych, ktére jednak
mogg sta¢ si¢ patogenne w odpowiednich warunkach (patogeny oportunistyczne) [29,30].
Wskazuje si¢, ze obecno$¢ wiecej niz jednego rodzaju komdrek bakteryjnych w badanej
probce moze prowadzi¢ do braku lub biednej identyfikacji taksonomicznej jako efekt
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naktadania si¢ widm MS pochodzacych od obu bakterii. A wi¢c zjawisko wystgpowania wielu
rodzajéw bakterii w prébce jednoczes$nie, wymaga podjecia odpowiednich procedur ich
skutecznego rozdzielenia przed analizga MALDI celem uzyskania widm MS pochodzacych od
pojedynczych gatunkéw drobnoustrojow (czystych kultur). Do takich procedur nalezy
zaliczy¢ hodowle mikroorganizméw na podlozach statych w zmiennych warunkach inkubacji,
aczkolwiek jej zastosowanie wigze si¢ z koniecznoscig rozwigzania szeregu istotny aspektow
analitycznych, takich jak: (1) zmienne wymagania pokarmowe bakterii mogace skutkowac
faworyzowaniem tych o niskich wymaganiach pokarmowych; (2) rézne tempo wzrostu
bakterii prowadzace do dominacji gatunkéw szybkorosngcych oraz (3) wplywie
zastosowanych warunkéw hodowlanych, w tym przede wszystkim skladu podtozy
mikrobiologicznych, na metabolizm komoérkowy bakterii a tym samym sklad ich profili
biatkowych i1 generowanych widm MS [31,32]. Wigze si¢ to rowniez z konieczno$cig
dostosowania systemu do analizy szerokiego zakresu rodzajow komodrek mikroorganizméw,
ktéore moga znaczaco r6zni¢ si¢ sktadem chemicznym. Adaptacja ta obejmuje dobor
parametréw analizy (zakres m/z, warunki pracy lasera, sposOb zbierania widm), selekcje
odpowiednich analiz statystycznych do poréwnywania uzyskiwanych widm MS (algorytmy
klasyfikacji, metody obrébki surowych widm, takie jak wygtadzanie, usuwanie linii bazowe;j i
metody kalibracji), wyboér trybu pracy analizatora mas (liniowy, reflektronowy) oraz sposéb
konstrukcji bazy widm referencyjnych [33-35].

Duza bior6znorodnos¢ (ztozono$¢ gatunkowa) to nie jedyny problem analityczny
zwigzany z analizag mikrobiologiczng matryc biologicznych. Drugi, niezwykle istotny i czgsto
kluczowy element wiarygodnej diagnostyki mikrobiologicznej jest zdolnos¢ do rozrézniania
komoérek bakteryjnych reprezentujacych odmienny gatunek, ale charakteryzujacych si¢ bardzo
zblizonym sktadem profili molekularnych, tzw. gatunkéw blisko spokrewnionych[19]. Ich
poprawna klasyfikacja za pomocg powszechnie stosowanych metod hodowlanych (hodowla
na podtozach réznicujacych, mikroskopowa analiza cech morfologicznych komoérek, szeregi
biochemiczne) jest czesto niemozliwa, poniewaz metody te opierajg si¢ na badaniu réznic
fenotypowych pomiedzy bakteriami, ktére w przypadku gatunkéw blisko spokrewnionych sg
na tyle male, Zze nie mogg one by¢ ujawnione podczas standardowych procedur
identyfikacyjnych [3,36,37]. Znacznie wyzsza moc dyskryminacyjna identyfikacji bakterii
prezentuja techniki biologii molekularnej oparte o analiz¢ sekwencji nukleotydowej regionu
16S rRNA amplifikowanego za pomoca reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) uwazanej za
»ztoty standard” w identyfikacji drobnoustrojéw. Niemniej jednak istnieja przypadki, gdzie
zastosowanie sekwencjonowania 16S rRNA réwniez nie przynosi rozwigzania problemu
wiarygodnego rozréznienia niektérych gatunkéw bakterii, np. Lactobacillus casei i
Lactobacillus paracasei, Escherichia coli i1 Shigella sp czy Streptococcus mitis i
Streptococcus oralis, ze wzglgdu na prezentowany przez nie wysoki stopien podobienstwa
sekwencji nukleotydowej — znacznie przekraczajacy poziom 99%. Chociaz takie ograniczenie
mozna przezwyciezy¢ stosujagc sekwencjonowanie dodatkowych genéw metabolizmu
podstawowego (ang. housekeeping genes), na przyklad genu sodA, nalezy podkresli¢, ze takie
podejscie jest czasochlonne i nie znalazlo jeszcze szerokiego zastosowania w rutynowych
analizach ze wzgledu na konieczno$¢ zaangazowania wyspecjalizowanego personelu [38—40].
Wspomniany problem analityczny dotyczy rOwniez badanej w niniejszej dysertacji techniki
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MALDI-TOF MS, co wiaze si¢ z faktem, iz w przypadku automatycznej identyfikacji bakterii
z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnych platform do identyfikacji mikroorganizméw za
pomoca techniki MALDI, klasyfikacja nastepuje gtéwnie na podstawie sygnaloéw
pochodzacych od biatek rybosomalnych stanowigcych ok 50% sumy wszystkich sygnatéw
znajdujacych si¢ w otrzymywanym widmie MS, a te, jak wspomniano wczesniej,
charakteryzujg si¢ w przypadku gatunkéw blisko spokrewnionych niskim stopniem wariancji.
Jak pokazujg liczne prace naukowe, takie wykorzystanie techniki MALDI jest wystarczajace
do uzyskiwania wynikéw klasyfikacji taksonomicznej na poziomie zblizonym do wynikéw
sekwencjonowania 16S rDNA, ale jednocze$nie wigze si¢ z tymi samymi ograniczeniami w
stosunku do szczepow blisko spokrewnionych[2,41].

Duzy sukces wdrozenia techniki MALDI do identyfikacji mikroorganizméw w
praktyce rutynowych laboratoriow klinicznych spowodowata, iz coraz czesciej jest ona
rOwniez przedmiotem zainteresowania badaczy zajmujacych si¢ problematyka analizy sktadu
mikrobiologicznego roznego rodzaju probek srodowiskowych. Jak dotad, mozna znalezé
przyktady zastosowania tej techniki jako precyzyjnego narzedzia do identyfikacji takich
rodzajéow bakterii Srodowiskowych, jak gatunki rozktadajace zanieczyszczenia, bakterie
fermentacyjne, patogeny przenoszone przez zywnos$¢, bakterie kwasu mlekowego, bakterie
promujgce wzrost roslin oraz takie o znaczeniu biotechnologicznym[41]. Jednocze$nie,
badania uwzgledniajagce poroéwnanie skutecznosci metody MALDI w identyfikacji bakterii
klinicznych 1 Srodowiskowych jasno wskazuja na znaczacy efekt srodowiska zycia bakterii na
wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikéw identyfikacji. Prace dotyczace m. in. takich bakterii
jak Bacteroidetes fragilis group, Burkholderia cepacia complex czy Virgibacillus sp.
poréwnujace wpltyw zrédta pochodzenia izolatow (kliniczne vs Srodowiskowe) wskazuja, iz
doktadno$¢ przypisania taksonomicznego badanych izolatéw bakterii pochodzacych z
materiatu  ludzkiego zawsze istotnie przewyzszala tych pochodzacych z innych,
srodowiskowych zrddet, np. sciekow, gleby, wody, osadéw dennych itp.[42]. Wskazuje sig, iz
przedstawione zjawisko zwigzane jest z faktem iz, bakterie wystepujace w réznych
srodowiskach moga demonstrowa¢ rozne, odmienne cechy fenotypowe, a zatem ich
identyfikacja oparta na profilach biatkowych za pomoca techniki MALDI-TOF MS moze by¢
utrudniona ze wzgledu na obecno$s¢ w otrzymywanych widmach MS nie tylko sygnatow
charakterystycznych dla danego gatunku bakterii (biatek rybosomalnych), ale réwniez tych
pojawiajacych si¢ w zwigzku z mechanizmami adaptacyjnymi odpowiedzi bakterii na
warunki stresowe.

Z. drugiej strony nalezy pamigta¢, iz platformy MALDI do identyfikacji
drobnoustrojow przedstawiajg podejscie oparte o biblioteki widm MS (ang. spectral library
approach), gdzie wyniki identyfikacji sg bezposrednio zalezne od zgodnosci wzorca
biatkowego probki z referencyjnymi widmami MS znajdujacymi si¢ w bazie danych. W takim
podejsciu, rozmiar bazy danych oraz reprezentacja gatunkOw w bibliotece znaczaco wplywaja
na wynik klasyfikacji taksonomicznej[43]. Stad u podstaw wyjasnienia zjawiska rdznej
efektywnosci techniki MALDI w identyfikacji takich samych gatunkéw bakterii, ale
r6znigcych si¢ pochodzeniem — kliniczne vs srodowiskowe, lezy réwniez fakt, iz bazy widm
referencyjnych platform do identyfikacji MALDI sg optymalizowane gtéwnie z
uwzglednieniem izolatow klinicznych, co réwna si¢ wiekszej liczbie ich widm
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referencyjnych, a takze fakt dalece wyzszej bioréznorodnosci gatunkowej prdobek
pochodzacych z szeroko rozumianego srodowiska w poréwnaniu do tych klinicznych [44,45].
Wspomniane czynniki powoduja, iz zastosowanie techniki MALDI-TOF MS do identyfikacji
sktadu mikrobiologicznego probek srodowiskowych boryka si¢ z gtldwnym problemem jakim
jest niewystarczajaca reprezentacja szczepOéw Srodowiskowych w referencyjnych bazach
danych co implikuje duzo wigksze znaczenie czynnikow mogacych wplywa¢ na
odtwarzalnos¢ metody lub prowadzacych do btednej identyfikacji bakterii, w tym: (i) wybor
odpowiedniej metody przygotowania probki: warunki hodowli, w tym faza wzrostu bakterii =
czas inkubacji (sktad bialek nierybosomalnych zaleznych od statusu metabolicznego
komoérek); parametry ekstrakcji bialek wplywajace na zakres wykrywanych biatek oraz
obecnos¢ zwigzkOéw niebialkowych (interferentéw); dobdér matrycy (wydajnosé i
selektywno$¢ jonizacji analitdéw) oraz (ii) wielkos¢ 1 struktura baz referencyjnych, w tym
sposob przygotowania i wprowadzania widm szczepéw wzorcowych.

Globalny kryzys systemu ochrony zdrowia czlowieka zwigzany gléwnie z
wzrastajagcym odsetkiem infekcji wywotywanych przez bakterie oporne na antybiotyki, a w
szczegblnosci patogendéw wielolekoopornych, powoduje stala konieczno$¢ poszerzania
wiedzy na temat mechanizméw opornosci bakterii wzgledem antybiotykéw, ktéra dalej
umozliwitaby stworzenie nowych narzedzi diagnostycznych pozwalajagcych na szybka i
wiarygodng identyfikacje zroédta zakazenia wraz z oceng poziomu lekoopornosci
mikroorganizméw je wywolujacych. Chociaz klinicySci powinni unika¢ niepotrzebnej
antybiotykoterapii, skuteczne leczenie cigzkich zakazen, zwlaszcza trudno gojacych si¢ i
przewlekltych ran, wymaga podawania odpowiednich antybiotykow[46,47]. W obliczu
zwigkszonego wskaznika izolacji patogendow opornych na antybiotyki, ktéry mozna
zaobserwowa¢ w  ciggu ostatnich  kilku dekad, wybdér skutecznej terapii
przeciwdrobnoustrojowej staje si¢ wigkszym wyzwaniem niz kiedykolwiek wczesniej [48].
Jest to gtoéwnie spowodowane stale rosnaca liczbg wielolekoopornych (ang. multidrug-
resistant bacteria, MDR) gatunkéw bakterii Gram-ujemnych, takich jak te produkujace B-
laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL) lub karbapenemazy (CPB), a takze
wielolekooporne szczepy MDR Pseudomonas aeruginosa. Od lat 80-tych XX wieku szczepy
ESBL sg coraz czesSciej wykrywane u hospitalizowanych pacjentbw 1 majg ogromne
znaczenie kliniczne. Enzymy syntetyzowane przez bakterie ESBL s3a zdolne do hydrolizy
powszechnie stosowanych antybiotykéw PB-laktamowych, takich jak penicyliny,
monobaktamy czy tez cefalosporyn trzeciej generacji. Do stosunkowo niedawna zakazenia
bakteriami ESBL byty z powodzeniem leczone innym typem antybiotykéw B-laktamowych, a
mianowicie karbapenemami, ale ich masowe stosowanie spowodowalo pojawienie si¢ i
gwaltowne rozprzestrzenianie si¢ drugiej waznej grupy enzymoéw rozkladajacych antybiotyki
- karbapenemaz. Karbapenemy sg jednymi z najnowszych opracowanych antybiotykéw -
laktamowych, ktore nadal posiadajg szerokie spektrum dziatania bakteriob6jczego, dlatego sa
czesto stosowane jako leki ostatniej szansy w leczeniu ciezkich zakazen bakteryjnych [49-51].
W zwiazku z tym globalny wzrost liczby bakterii wytwarzajacych karbapenemazy stanowi
coraz wigksze zagrozenie dla systemu opieki zdrowotnej i bezpieczenstwa pacjentéow i jest
przedmiotem wielkiego niepokoju na catym §wiecie [52,53].
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Wiele réznych metod wykrywania oporno$ci/wrazliwos$ci na antybiotyki znalazto
zastosowanie w rutynowej praktyce klinicznej. Najczg$ciej stosowanymi technikami, oprocz
badan przesiewowych z uzyciem selektywnych podtozy chromogennych, sg testy fenotypowe,
takie jak test dyfuzji krazkowej lub polaczone testy hamowania krazkowego, paski
gradientowe MIC (wyznaczanie minimalnego stezenia hamujacego, ang. minimal inhibitory
concentration, MIC) lub z nowszych rozwigzan- test inaktywacji B-laktaméw (ang. f-lactam
Inactivation Assay, CIM) [54,55]. Pomimo ich niskich kosztow 1 prostych procedur
przygotowania, ich gtlbwnymi wadami sg potrzeba prowadzenia dodatkowej inkubacji, ktéra
znaczgco wydluza czas oczekiwania na wynik (o 24 do 72 h) oraz stosunkowo niska
specyficznos¢ i1 selektywnos$¢. Zastosowanie metod molekularnych, takich jak ukierunkowane
testy PCR, w tym testy multipleksowe (badajace jednoczes$nie obecnos$¢ kilku celow
molekularnych- gendéw, w czasie trwania pojedynczej analizy), jest bardziej specyficzne i
selektywne, a takze umozliwia szybsze otrzymywanie wynikow (nawet <4 godzin od
rozpoczecia analizy) [56,57]. Jednakze zastosowanie podejScia molekularnego jest bardzo
czesto ograniczone, zwlaszcza w krajach rozwijajacych sig, ze wzgledu na wysokie koszty
analiz, potrzebe wysoko wyszkolonego personelu lub dostgpu do dedykowanego sprzetu i
komercyjnych baz danych[27].

Jako rozwigzanie ograniczen podej$cia molekularnego podaje si¢ technike MALDI-
TOF MS, ktéra to, oprocz skutecznosci w identyfikacji taksonomicznej patogendow
klinicznych, okazala si¢ réwniez obiecujagcym narzedziem diagnostycznym utatwiajagcym
oznaczanie szerokiego zakresu bakterii produkujacych B-laktamazy, w tym klinicznie istotne
cefalosporynazy i1 karbapenemazy[58]. W dostepnej literaturze wykazano uzytecznos¢ tej
techniki w, m.in. bezposrednim wykrywaniu 1 klasyfikacji bakterii produkujacych ESBL i
AmpC izolowanych z dodatnich prébek krwi, w analizie poziomu degradacji cefalosporyn o
szerokim spektrum dzialania przez enterobakterie posiadajagce gen OXA-48, czy w
wykrywaniu  aktywno$ci  karbapenemaz u  gatunkéw nalezacych do  rodziny
Enterobacteriaceae[59-61]. Wykazano réwniez, ze MALDI-TOF MS moze skutecznie
odroznia¢ wrazliwe 1 lekooporne patogeny poprzez wykrywanie specyficznych biatek
zwigzanych z opornoscig na Srodki przeciwdrobnoustrojowe. W zwigzku z tym obecnos¢
matych peptydow rozpuszczalnej w fenolu moduliny PSM-mec (sygnat 2415 + 2,00 m/z)
moze odrézni¢ opornego na metycyling gronkowca ztocistego (ang. methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, MRSA) od szczepu wrazliwego (ang. methicillin-sensitive
Staphylococcus aureus, MSSA), obecno$¢ sygnatu ~40 279 m/z u Acinetobacter baumanii
moze wskazywac na oporno$¢ na karbapenemy, sygnat 11 109 m/z u Klebsiella pneumoniae
moze by¢ stosowany do rozrézniania szczepdéw wytwarzajacych KPC i nie wytwarzajacych
KPC, podczas gdy zestaw przesunig¢ sygnatow w zakresie 4000 - 5500 m/z u Bacteroides
Jfragilis moze wskazywac na szczepy cfiA-ujemne lub -dodatnie)[62—65].

Z racji faktu, iz podejscie opierajace si¢ o detekcje obecnosci specyficznych biatek
zwigzanych z mechanizmem lekoopornosci (biomarkeréw) charakteryzuje si¢ jak dotad niska
czutosdcig i specyficzno$cia[66], jedynie wykrywanie aktywno$ci hydrolitycznej B-laktamaz
znalazto praktyczne zastosowanie w rutynowych laboratoriach diagnostycznych jako test
MBT STAR-BL (dla szeroko rozumianej analizy antybiotykéw B-laktamowych - ang. MALDI
Biotyper Selective Testing of Antibiotic Resistance) oraz MBT STAR-Carba i —Cepha dla
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kolejno detekcji karbapenemaz oraz cefalosporynaz. Zasada dziatania metody opiera si¢ na
spektrometrycznej ocenie stopnia hydrolizy czasteczki antybiotyku po krétkiej ko-inkubacji w
zawiesinie badanego szczepu bakterii, ktorg wyznacza si¢ na podstawie porOwnania masy
zhydrolizowanych 1 niezhydrolizowanych form antybiotyku wyrazanej wartoscia
logRQ[67,68]. Cho¢ metoda ta charakteryzuje si¢ duzg prostota przygotowania probki,
krotkim czasem do uzyskania wyniku — 30 minut inkubacji i ok. 1 h do uzyskania koncowego
wyniku dla enterobakterii, to przy zastosowania standardowych protokotéw analitycznych
pozwala ona jedynie na ocen¢ jakosciowg (obecno$¢/brak enzymatycznego mechanizmu
oporno$ci na karbapenemy ocenianego na podstawie spadku intensywno$ci sygnatu
pochodzacego od natywnej czasteczki antybiotyku (imipenemu) — 300,2 m/z i jego adduktu z
matryca CHCA (489 m/z) oraz wzrostu intensywno$ci sygnalu dla czasteczek
zhydrolizowanych — 254,1 m/z) bez mozliwosci okreslenia rodzaju f-laktamaz
odpowiedzialnych za opornos¢, a te, jak wiadomo z praktyki klinicznej, moga znaczaco
wplywaé na poziom wrazliwosci bakterii na dawki antybiotyku (wartos¢ MIC). Czynnikiem
najbardziej limitujagcym mozliwos¢ wykorzystania wynikow testu MBT STAR-BL do
poszerzonej charakterystyki badanych bakterii antybiotykoopornych jest fakt iz do analizy
wykorzystuje si¢ blizej nieokreslong ilo$¢ biomasy komoérkowej, a tym samym nie daje
mozliwosci porownywania réznic w poziomie hydrolizy badanych antybiotykéw (rézna i
zmienna liczba komérek bakteryjnych pomiedzy powtdrzeniami, niemoznos$¢ doktadnego
okreslenia wptywu obecnosci substancji interferujacych, np. sktadnikéw pozywki).

4.4.2 Cele naukowe pracy.

Nadrzednym celem podjetych przeze mnie w cyklu prac (H1-H6)[69—74] zadan badawczych
bylo poszerzenie uzytecznosci techniki MALDI-TOF MS w analizie probek klinicznych (H1-
H4) [69-72] oraz $rodowiskowych (HS5-H6) [73,74] poza rutynowo stosowane techniki
przygotowywania prébek, warunki analiz oraz aparatur¢ badawczg w oparciu o
niewykorzystany potencjat lezacy u podstaw techniki oraz majac na wzgledzie najwazniejsze
wyzwania analityczne towarzyszace analizom mikrobiologicznym. Implementacje gtoéwnej
koncepcji badawczej cyklu prac osiggnatem poprzez realizacje celow szczegbétowych, ktore
mozna podzieli¢ na dwie gltowne kategorie: (A) poszerzanie wiedzy na temat wplywu
zmiennych parametréw analizy MALDI na wynik charakterystyki mikroorganizméw; (B)
adaptacja techniki MALDI do poglebionej charakterystyki r6znych probek biologicznych —
opracowywanie nowych procedur analitycznych.

Ad. 1

W ramach kategorii wyznaczytem nastepujace cele badawcze:

- ocena zdolnos$ci r6znych typéw podtozy hodowlanych réznigcych si¢ sktadem chemicznym
na efektywnos$¢ pozyskiwania réznych izolatdw bakteryjnych (wolno/szybko rosnace; o
wysokich/niskich wymaganiach pokarmowych; dominujgce/w mniejszosci) z probek
klinicznych charakteryzujacych si¢ duza ztozonoscig gatunkowa z oceng wptywu zmiennego
sktadu podloza na sktad profili molekularnych bakterii, a w konsekwencji na poziom
wiarygodnosci identyfikacji (H1, H2) [69,70];
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- ocena wplywu adaptacji spektrometru MALDI-TOF/TOF MS ultrafleXtreme II ze
zmodyfikowanym laserem neodymowo-yagowy smartbeam-II, ktéry nie jest uzywany do
rutynowych oznaczen mikrobiologicznych, na jakos¢ uzyskiwanych wynikdéw charakterystyki
mikrobiologicznej w zakresie podstawowe] analizy taksonomicznej bakterii (klasyfikacja do
gatunku), rozrozniania blisko spokrewnionych szczepdw (znaczenie detekcji bialek
nierybosomalnych) oraz oznaczania poziomu antybiotykoopornosci (detekcja zwigzkow
niskoczgsteczkowych) (H1 —H3, HS) [69-71,73];

- okreslenie potencjatu lipidomicznej analizy MALDI w rozréznianiu blisko spokrewnionych
szczepow bakterii klinicznych z uwzglednieniem wptywu rodzaju hodowli (ptynna vs stata) —
zdolnos¢ techniki MALDI do generowania unikatowych profili lipidowych bakterii w tym
zakres rodzaju identyfikowanych lipidow (H3) [71];

- poréwnanie skutecznosci 1 ocena uzytecznosci rozrézniania blisko spokrewnionych
szczepOw bakterii klinicznych za pomocg analizy proteomicznej i lipidomicznej MALDI oraz
analizy powierzchniowych grup funkcyjnych bakterii technika spektroskopii fourierowskej w
podczerwieni (FTIR) (H3) [71];

- ocena skuteczno$ci identyfikacji bakterii z r6znych matryc klinicznych i srodowiskowych za
pomocg techniki MALDI na tle ztotego standardu identyfikacji bakterii - sekwencjonowania
16S rRNA (H2, H3, HS) [70,71,73];

- ocena wpltywu zmiennych warunkéw przygotowania probki — gestos¢ zawiesiny
komérkowej, czas inkubacji, dodatek inhibitora, na wynik detekcji antybiotykoopornosci
warunkowanej obecnoscia enzyméw hydrolizujgcych karbapenemy za pomoca techniki
MALDI (testu MBT STAR-Carba) w trybie analizy liniowej TOF (zakres m/z 100-1000) i ich
potencjalne znaczenie w ocenie wynikow negatywnych badz niepewnych oraz klasyfikacji
rodzaju karbapenemaz (H4) [72];

- ocena konstrukcji bazy widm referencyjnych na wynik identyfikacji taksonomicznej
MALDI ztozonych probek srodowiskowych — ewaluacja skuteczno$ci nowego na rynku
systemu do automatycznej identyfikacji mikroorganizméw EXS2600 Zybio (H6) [74].

Ad. 2

W ramach kategorii wyznaczytem nastepujace cele badawcze:

- opracowanie nowej metody okreslania sktadu mikrobiologicznego ztozonych matryc
klinicznych typu rany powierzchniowe ZSC przy wykorzystaniu analizy proteomicznej
komoérek bakteryjnych MALDI-TOF MS, podejscia kulturomicznego jako metody
przygotowania prébki oraz oceny ich antybiotykoopornosci wzgledem antybiotykéow [3-
laktamowych przy wykorzystaniu techniki MALDI-TOF MS (test MBT STAR-BL) (H1, H2)
[69,70];

- opracowanie multi-instrumentalnej (wielonarzedziowej) metody badania skiadu
mikrobiologicznego prébek sliny uzytecznej w rozwiagzywaniu problemu rozrézniania blisko
spokrewnionych gatunkoéw paciorkowcoéw slinowych w oparciu o analizy proteomiczne i
lipidomiczne MALDI oraz analize powierzchniowych grup funkcyjnych technika FTIR (H3)
[711;

- opracowania nowego protokotu detekcji aktywnos$ci karbapenemaz przy wykorzystaniu testu
MBT STAR-Carba w oparciu o gradient ggstosci zawiesin komérkowych i zmiennych czaséw
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inkubacji oraz w warunkach dodatku inhibitoréw metalo-f-laktamaz jako metody wstepne;j
charakterystyki bakterii pod wzgledem wytwarzanych klas karbapenemaz oraz jako surogat
testu MIC w analizie badania skuteczno$ci inhibitoréw metalo-p-laktamaz (H4) [72];

- opracowanie protokotu charakterystyki mikrobioty réznych typéw miodéw w oparciu o
identyfikacje bakterii technikg MALDI z zastosowaniem aparatury ultrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF MS zaadaptowanej do pracy z platforma MALDI Biotyper jako skutecznego
narzedzie do klasyfikacji 1 rozr6zniania bakterii przetrwalnikujacych oraz oceny wptywu typu
mioddéw i ich pochodzenia na sktad mikrobiologiczny (HS) [73];

- opracowanie protokotu charakterystyki sktadu mikrobiologicznego réznych typéw probek
mleczarskich w oparciu o technike¢ MALDI z wykorzystaniem nowego na rynku systemu do
identyfikacji mikroorganizméw EXS 2600 Zybio z wtasng bazg widm referencyjnych (H6)
[74].

Na Rys. 1 przedstawiam pogladowy schemat obrazujacy najwazniejsze elementy
opracowywanych protokotéw analizy probek mikrobiologicznych w oparciu o technike
MALDI-TOF MS, ktére wykorzystalem podczas realizacji prac badawczych w cyklu prac
H1-He.
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4.4.3 Omoéwienie wynikéw badan.

Adaptacja techniki MALDI do analizy ztozonych matryc klinicznych — podejscie
kulturomiczne (HI, H2)

W publikacjach H1 i H2 [69,70] podjatem si¢ prac nad opracowaniem protokotu
analitycznego wykorzystujacego nowoczesne podejscie kulturomiczne (ang. modern
culturomics appraoch) - zastosowanie wielu warunkéw hodowlanych jako metody
przygotowania probki polaczonej z szybka identyfikacja mikroorganizméw za pomoca
analizy proteomicznej komorek bakteryjnych MALDI-TOF MS, jako nowego narzg¢dzia
analitycznego do rozwigzywania problemu wiarygodnej charakterystyki ztozonych
mikrobiologicznie probek klinicznych. W badaniach wykorzystatem probki wymazéw z rany
powierzchniowych pacjentéw cierpigcych na zakazenie stopy cukrzycowej (ZSC), jako dobry
przyklad ztozonych mikrobiologicznie probek klinicznych, gdzie udziat w schorzeniu bierze
wiele r6znych rodzajow bakterii znaczaco réznigcych si¢ cechami fenotypowymi, a ponadto
sktad ten ulega dynamicznym zmianom w czasie, co dodatkowo utrudnia szybka 1 wiarygodna
charakterystyke podtoza mikrobiologicznego zakazenia.

W badaniu wyszedtem z podstawowego i kluczowego zatozenia, iz u podstaw metody
kulturomicznej lezy dobér zestawu podtozy hodowlanych o zmiennym sktadzie chemicznym,
ktore z zasady majg zapewni¢ odpowiedni wzrost dla r6znych typéw komoérek bakteryjnych
znajdujacych si¢ w prébce, a tym samym umozliwi¢ pozyskanie odpowiednich ilosci
materiatu do dalszych analiz MALDI z mozliwie jak najwi¢kszej liczby rodzajow bakterii
obecnych w prébce (w idealnym przypadku wszystkich). W wigkszosci dotychczasowych
badan prowadzonych nad mikrobiota ZSC warunki hodowlane nie byly przedmiotem
dyskusji, a ich wybor ograniczal si¢ do powszechnie przyjetych zalecen. Stad istnieje duza
zmienno$¢ w rodzaju stosowanych podtozy hodowlanych, np. Luria Bertani (LB), agar z
krwig (BLA), tryptyczny agar sojowy (TSA), podtoze Chapmana, agar M17 i wiele innych, co
przyczynia si¢ do znacznych rozbieznosci w uzyskiwanych wynikach identyfikacji bakterii,
tym bardziej, ze najczgsciej sg one stosowane pojedynczo[75-77]. Dlatego tez w podjetym
badaniu przeprowadzilem ocen¢ poréwnawczg zdolnosci ré6znych typéw podlozy znaczaco
réznigcych si¢ sktadem chemicznym (uniwersalne, selektywne, réznicujace, wzbogacone) na
efektywnos¢ pozyskiwania roznych izolatow bakteryjnych z wymazéw powierzchniowych
ran pacjentow cierpigcych na ZSC, w tym ich uzyteczno$¢ jako sktadnik zestawdw pozywek.
Nalezy podkresli¢, ze przy projektowaniu badania zaplanowalem zanalizowanie 10
komercyjnie dostepnych podiozy hodowlanych majagc na uwadze mozliwos¢ tatwego
wdrozenia opracowanej metody do pracy rutynowych laboratoriéw klinicznych (Rys. 2).

W wyniku hodowli na 10 badanych podtozach pozyskatem tacznie 204 rézne izolaty
bakteryjne. Dla wszystkich pozyskanych izolatéw bakteryjnych udato si¢ uzyska¢ widma MS
mieszczgce si¢ w zatozonym zakresie m/z, tj. 2,000 — 20,000 m/z, aczkolwiek mierzone
sygnaly nie przekraczaty wartosci 12 000 Da. Dla blisko 80% prébek uzyskane profile
molekularne komorek bakteryjnych pozwalaly na identyfikacje mikroorganizméw na
poziomie gatunkowym. Co wiegcej, dla pozostatych prébek nie zanotowano poziomu
identyfikacji ponizej wiarygodne] identyfikacji rodzajowej, co Swiadczy o dobrej jakosci
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generowanych widm MS bakterii. Przeprowadzenie identyfikacji zebranych profili
biatkowych bakterii z uzyciem platformy MALDI Biotyper 4.1 i1 bazy widm referencyjnych
v.1.0.16.0 (6903 MSP; 27.06.2017) ujawnila, iz reprezentowaty one 18 réznych gatunkéw
bakterii- gtéwnie Enterococcus faecalis (63%) 1 Staphylococcus aureus (44%). Wigkszos¢

probek (81%) miata charakter wielobakteryjny.
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Rys. 2. Pogladowy schemat opracowywania nowego protokotu analizy sktadu mikrobiologicznego ran
powierzchniowych oséb cierpigcych za ZSC w oparciu o identyfikacje MALDI-TOF MS.

Analiza poréwnawcza badanych podiozy wskazala na znaczacy wplyw rodzaju
podtoza na roznice odno$nie identyfikowanej liczby gatunkdéw, liczby izolowanych bakterii
Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych oraz skutecznosci odzwierciedlania  sktadu
mikrobiologicznego badanych probek. Wykazalem, iz zastosowanie powszechnie zalecanego
agaru z krwig pozwalato na ujawnienie jedynie 53% catkowitego sktadu mikrobiologicznego
probek ZSC, co bylo nizszg wartoscig od zaréwno podlozy rdéznicujacych (chromagar
orientation (CHRA) i agar bromokrezolowy z glukoza (BCP)), jak i agaru selektywnego
vancomycin-resistant enterococi agar (VRE). Ujawnilem, iz zastosowanie podejscia
kulturomicznego znaczaco wplywa na skutecznos¢ obrazowania sktadu gatunkowego prébek
ZSC — zastosowanie standardowego agaru krwistego z dwoma dodatkowymi podiozami
(CHRA 1 VRE) zwigksza odsetek oznaczanego sktadu o blisko jedng trzecig (32%).
Wykazatem, ze posréd badanych, komercyjnych podtozy hodowlanych, na szczegdlng uwage
zastluguja podtoze réznicujace CHRA oraz selektywne VRE, ktére jak dotad nie znalazly
jeszcze szerokiego zastosowania w badaniu sktadu mikrobiologicznego ZSC, a wykazujg one
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wysokg przydatno$¢ do zastosowan w podejsciu kulturomicznym przygotowywania probek
mikrobiologicznych.

Przy opracowywaniu koncepcji nowej metody badania tta mikrobiologicznego ZSC
wziglem pod uwage réwniez analiz¢ wptywu zastosowanego rodzaju podtoza hodowlanego
na sktad profili molekularnych bakterii (widm MS), a tym samym efektu sktadu chemicznego
podtoza na wiarygodno$¢ 1 poziom (rodzajowy/gatunkowy) uzyskiwanych wynikoéw
identyfikacji za pomoca techniki MALDI-TOF MS. Detekcja i charakterystykach sygnatow
r6znicujacych badane probki ze wzgledu na rodzaj zastosowanego podioza
mikrobiologicznego wymaga zastosowania warunkéw analizy o odpowiednio wysokiej
czutosci i1 rozdzielczo$ci — wyzszej niz w przypadku standardowej procedury identyfikacji
polegajacej na przyrOwnywaniu calych profili biatkowych bakterii ze wzorcami z
referencyjnej bazy danych. Stad do analizy profili bialkowych izolowanych bakterii
wykorzystatem spektrometr MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme II (Bruker Daltonik GmbH,
Brema, Niemcy) wyposazony w zmodyfikowany laser neodymowo-yagowy smartbeam-II,
ktory w stosunku do rutynowo stosowanych aparatow z laserem azotowym charakteryzuje si¢
wyzszg czulo$cig (150:1 vs 50:1), rozdzielczoscia (25000 vs 1000) oraz wyzsza
czestotliwoscig digitizera (2 GHz vs 0.5 GHZ)[78]. W zwiazku z tym, ze uzyskiwane widma
MS mialy by¢ wykorzystywane do identyfikacji bakterii za pomocag platformy Biotyper
dedykowanej aparatom typu Microflex wyposazonym w inny typ lasera UV — azotowy,
warunki pracy aparatu i lasera musiatem dostosowa¢ w taki sposob, aby generowane widma
MS byly kompatybilne z algorytmami klasyfikacji systemu opierajacymi si¢ na
przeksztalceniu profili MS w gtowne widma (ang. main spectra, MSPs) 1 ich przyréwnaniu z
widmami znajdujacymi si¢ w referencyjnej bazie. W rezultacie, opracowatem nowe warunki
pracy spektrometru MALDI TOF MS: 2500 impulséw lasera na spot (500 na pojedynczym
widmo), zakres m/z = 2000 - 20 000, napigcie przyspieszajace = 25 kV, global attenuator
offset = 20% 1 attenuator offset = 34% 1 jego zakres = 34%, moc lasera = 40%). Aby
zapewni¢ mozliwie najwyzszg wiarygodno$¢ zaro6wno wynikéw identyfikacji bakterii, jak i
analizy sktadu ich profili proteomicznych, pozyskiwane widma poddalem procesowi
wygladzania oraz korekty linii bazowej wybierajac do tego celu (sposrod szeregu dostepnych
metod) odpowiednio: metode Savistsky-Golay z zastosowaniem szerokosci 2 m/z 1 10
cyklach) oraz algorytm TopHat (ustalony prog stosunku sygnatu do szumu = 2, wybrany
algorytm detekcji sygnalow — centroidalny).

Badajac efekt sktadu chemicznego podtoza hodowlanego wyszedtem od ogdlnego
zatozenia klasyfikacji mikroorganizméw za pomocg techniki MALDI u podstaw ktérej lezy
poréwnywanie widm masowych reprezentujacych specyficzne molekularne odciski palcéw
mikroorganizméw, giéwnie biatek (podejscie proteomiczne w identyfikacji). W procesie
identyfikacji nie wykorzystuje si¢ metody bezposredniego przyrdwnywania zarejestrowanych
na detektorze widm MS, ale wygenerowanych na ich podstawie widm MSP, ktore to stanowig
zbior sygnalow skladajacych si¢ glownie z konserwowanych biatek rybosomalnych
stanowigcych okoto 50% sumy wszystkich zarejestrowanych sygnatow[19,20]. Wysoki udziat
biatek rybosomalnych jest odpowiedzialny za wysoka powtarzalno$¢ i wiarygodnosé
identyfikacji gatunkéw bakterii technika MALDI, co tez zaobserwowalem w
przeprowadzonym przeze mnie badaniu. Wyraznie obrazuja to przyktady bakterii, dla ktérych
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uzyskano najwyzsze wartos$ci Score (warto$¢ stopnia przyrownania z widmem referencyjnym
oznaczajacy stopien podobienstwa), np. Morganella morganii hodowanej na podiozu VRE
(warto$¢ Score= 2.48 = 0.05), gdzie wykrytem duze intensywnosci dla sygnatéw 5382.4 m/z,
6353.4 m/z oraz 7275.3 m/z reprezentujace r6zne biatka rybosomalne (50S L34, .32 i L.29,
odpowiednio [zgodnie z bazg danych UniProt]). Jednakze, w generowanych profilach MS
bakterii s3 obecne réwniez sygnaly reprezentujgce inne, nierybosomalne biatka, ktore w
mniejszym lub wigkszym stopniu s3 zalezne od statusu metabolicznego komorek
drobnoustrojow. Dlatego tez zmiana skladu chemicznego pozywki hodowlanej moze
prowadzi¢ do zmian w ekspresji biatek nierybosomalnych, a tym samym sktadu catych profili
molekularnych. Zaktada si¢, ze skala wptywu tego efektu na ostateczny wynik identyfikacji
moze zaleze¢ zarowno od rodzaju badanego drobnoustroju jak i rodzaju zmian w skladzie
chemicznym podioza 1 wynika z poziomu zmian w stosunku zawartosci bialek
nierybosomalnych (metabolicznie zaleznych) do konserwowanych ewolucyjnie biatek
rybosomalnych. W przeprowadzonym do$wiadczeniu najwigksze rdéznice w poziomach
identyfikacji zaobserwowatem dla gatunkéw Corynebacterium striatum, Morganella
morganii oraz Proteus mirabilis hodowanych na agarze z dodatkiem krwi (BLA) i
selektywnej pozywce VRE. Dla wszystkich wymienionych gatunkéw zastosowanie podtoza
VRE dalo znacznie wyzsze wartosci Score w poréwnaniu do agaru z krwig- zwigkszenie
wartosci Score o warto$¢ od 0.4 (C. striatum) do 0.7 (M. morganii). Analiza proteomiczna
sktadu widm masowych za pomoca bazy danych UniProt ujawnila wiele réznic w
obecnosci/braku specyficznych sygnaléw u wymienionych gatunkéw bakterii w zalezno$ci od
zastosowanego podioza. Biorgc pod uwage tylko biatka zidentyfikowane przy uzyciu bazy
UniProt, analiza wykazala od 11 do 59 sygnatéw roéznicujacych badane bakterie pod
wzgledem zastosowanych podtozy BLA i VRE. Zmiany te obejmowaty sygnaty zaréwno z
dolnego zakresu mas, np, 3094.3 m/z (Potassium-transporting ATPase subunit F), 5333.4 m/z
(Heat shock protein J) czy 6232.5 m/z (Lysophospholipase)-M. morganii, jak i te 0 wyzszych
wartosciach m/z, np. 11684.1 m/z (Protein translocase subunit SecE) czy 11707.4 m/z (DNA
topoisomerase (ATP-hydrolyzing)- C. striatum. Zanotowane przeze mnie zjawisko moze
wynika¢ ze znacznie réznigcych si¢ sktadéw pozywek, takich jak obecno$¢ odwidknionej
krwi owczej i1 skrobi w przypadku podtoza BLA, a takze ekstraktu drozdzowego, eskuliny,
cytrynianu zelazowo-amonowego 1 azydku sodu w przypadku pozywki VRE. Podobne
zjawisko odnotowatem w innej pracy niewchodzacej w sktad cyklu publikacji Ztoch 1 in.
2020 [19], gdzie wybor rodzaju podioza znaczgco wptywatl na sktad profili proteomicznych
réznych szczepoéw S. aureus, prowadzac do duzej zmiennosci w skutecznos$ci ich rozrézniania
technika MALDI. Wyniki obu prac moga wskazywa¢ na zachodzenie procesu indukcji
r6znych szlakow metabolicznych w komérkach bakterii w odpowiedzi na okreslone sktadniki
podtoza, co znajduje odzwierciedlenie w roznicach rejestrowanych sygnatéw w widmach MS.
Dodatkowo, w przypadku pozywek zawierajacych krew zwierzgca nalezy bra¢ pod uwage
rowniez ryzyko kontaminacji profili biatkowych bakterii biatkami pochodzacymi z dodawanej
do podtoza krwi [79]. Uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze chociaz zastosowanie
wszystkich badanych podtozy hodowlanych pozwala na wiarygodng identyfikacje¢ bakterii na
poziomie gatunkowym, to jednak w przypadku niektérych gatunkéw bakterii dobér podioza
moze znaczaco poprawi¢ jakos¢ identyfikacji, co udowodnitem w przypadku C. striatum, P.
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mirabilis 1 M. morganii hodowanych na podlozu VRE. Bazujac na zanotowanych
obserwacjach moge zasugerowac, aby podczas oceny przydatnosci podtozy hodowlanych do
obrazowania tta mikrobiologicznego ztozonych probek biologicznych, takich jak wymazy z
ran ZSC, oprocz selektywnych wtasciwosci podtozy hodowlanych, bra¢ pod uwage réwniez
wplyw ich sktadu chemicznego na profile molekularne bakterii.

Opracowany protok6t analityczny do opisu tta mikrobiologicznego ztozonych prébek
klinicznych typu wymazy z ran powierzchniowych ZSC poddatlem dalszym badaniom z
wykorzystaniem poszerzonego zestawu probek rzeczywistych celem weryfikacji jej
uzytecznosci w wiarygodnym i szybkim diagnozowaniu podtoza mikrobiologicznego probek
typu ZSC, ktéra uwzgledniata kluczowe aspekty skuteczno$ci metody jako efektywnego
narzedzia do badan sktadu mikrobiologicznego ztozonych matryc biologicznych jakimi byty:
(a) zdolno$¢ do wykrywania zaré6wno mikrobioty dominujgcej (gatunki szybkorosngce
ktoérych liczebnos¢ w probee jest wysoka) jak i tej bedacej w mniejszosci (gatunki wolno
rosngce o czg¢sto wysokich wymaganiach pokarmowych) oraz (b) zapewnienie wysokiego
poziomu wiarygodnosci uzyskiwanych wynikow identyfikacji — porOwnanie ze ztotym
standardem identyfikacji mikroorganizméw, tj. metodg sekwencjonowania regionu 16S rRNA
— techniki biologii molekularnej opartej o reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) (H2) [70].

Nalezy wiedzie¢, iz praktyka kliniczna diagnostyki ZSC opiera si¢ gléwnie na
metodach zaleznych od hodowli, ktére wykazuja tendencje do faworyzowania
mikroorganizméw, ktére dobrze znosza procedury izolacji i majg niskie wymagania
pokarmowe - szybko rosng na stosowanych pozywkach laboratoryjnych. Dlatego czesto nie
wykrywaja gatunkéw wolno rosngcych, o wysokich wymaganiach pokarmowych, czy tez
beztlenowych, co wptywa na opdznienie podjecia decyzji o odpowiednim leczeniu [31,80].
Potwierdzaja to liczne doniesienia literaturowe badan wykorzystujacych tradycyjng metodg
hodowlang, w ktérych odsetek detekcji infekcji monobakteryjnych ZSC siega 46-85%[81,82].
Obserwacje te stoja w sprzeczno$ci z wynikami badan prowadzonych z wykorzystaniem
zawansowanych technik biologii molekularnej bazujacych na analizie sekwencji regionu 16S
rRNA bakterii, ktoére jasno wskazuja na przewage wielobakteryjnego charakteru ZSC z
obecnoscig ztozonych populacji bakteryjnych utrudniajacych proces gojenia si¢ ran[83—85].
Przeprowadzone przeze mnie badania z wykorzystaniem opracowanego wczesniej protokotu
analizy skladu mikrobiologicznego ztozonych matryc klinicznych z analiza proteomiczng
bakterii MALDI i kulturomiczng technika przygotowania probki udowodnity jej wysoka
skuteczno$¢ w ujawnianiu wielobakteryjnego charakteru probek ZSC (97% badanych probek)
i opisie ro6znorodnosci bakterii zaangazowanych w rozw6j ZSC (identyfikacja 17 réznych
rodzin i 19 rodzajéow bakterii), w tym w wykrywaniu rzadko spotykanych gatunkéw
reprezentujgcych takie rodziny jak Pasteurellaceae, Sphingobacteriaceae, Flavobacteriaceae,
Planococaceae 1 Peptoniphilaceae. Otrzymane wyniki wskazuja, wbrew powszechnemu
przekonaniu o wysokim odsetku wynikéw falszywie ujemnych oraz niskiego odsetku
odzwierciedlania catkowitej populacji drobnoustrojéw w ranach (zwlaszcza pod wzgledem
obcigzenia patogenami) przypisywanym metodom hodowlanym[86,87], ze metody bazujace
na kulturach bakteryjnych moga nadal odgrywac istotng role w diagnostyce probek
klinicznych, pod warunkiem zastosowania nowoczesnego podejscia kulturomicznego z
szybka identyfikacja drobnoustrojéw za pomocg techniki MALDI. Jak wykazatem,
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jednoczesne stosowanie wyselekcjonowanych zestawOw podtozy o zré6znicowanym sktadzie
chemicznym (uniwersalnych, selektywnych/r6znicujacych) pozwala na izolacje szybko
rosnacych gatunkéw bakterii, jak rowniez tych wybrednych, reprezentujacych zaréwno
bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne, przy zachowaniu krétkiego czasu do uzyskania
wynikéw analiz. Co istotne, opracowane w protokole analitycznym parametry analizy
proteomicznej bakterii zapewnily wysoka pewnos$¢ (wiarygodno$¢) identyfikacji,
odpowiednio 98% 1 93% zgodnos¢ rodzajowa i gatunkowa poréwnujac ze zlotym standardem
identyfikacji - sekwencjonowaniem 16S rRNA. Ponadto, opracowane podejscie okazalo si¢
spetnia¢ niezwykle istotny warunek dobrego narzedzia do diagnostyki mikrobiologicznej, a
mianowicie pozwalalo na detekcje gatunkdéw stanowigcych dominujgce populacje w probkach
(gtéwnie S. aureus, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae), a takze tych rzadziej
spotykanych i stanowigcych niski odsetek w probce, takich jak beztlenowa Finegoldia magna.
Zarowno w pracy H1 jak 1 H2 [69,70] dowiodtem, iz proponowana metoda opierajgca si¢ na
kulturomicznym przygotowaniu probek moze stanowi¢ skuteczne narzedzie pozwalajace
zaradzi¢ ograniczeniom towarzyszacym konwencjonalnym technikag hodowlanym, tj.
zwiekszy¢ przepustowos¢ identyfikacji (skrocenie czasu do uzyskania wyniku) i poszerzyc
pokrycie gatunkowe (zakres wykrywanych typéw bakterii), a takze, co istotne, metoda ta
moze petni¢ role uzupelniajagcg w stosunku do niehodowlanych metod molekularnych,
ktérych istotng wada, oprécz wysokich kosztdw, konieczno$ci posiadania wysoko
wyspecjalizowanego personelu i/lub braku dostepnosci do zaawansowanej aparatury, jest brak
mozliwosci okreslenia statusu wykrywanych komoérek bakteryjnych w prébce (wykrywane
kwasy nukleinowe moga pochodzi¢ zar6wno od zywych jak i martwych komoérek — w
przypadku opracowywanego podejscia kulturomicznego problem ten nie wystepuje, poniewaz
do pozyskania materiatu badawczego komorki bakteryjne trzeba namnozy¢, a wigc muszg one
by¢ zywe), niskiej skuteczno$ci wykrywania populacji mniejszo$ciowych oraz ograniczone;j
zdolnosci do wykrywania niektérych rodzajow bakterii do poziomu gatunku (bakterii
charakteryzujacych si¢ duzym podobienstwem profili molekularnych, takich jak np. gatunki z
rodzaju Bacillus czy Streptococcus) [27,88].

Potencjat techniki MALDI w klasyfikacji blisko spokrewnionych szczepoéw klinicznych —
problem rozrozZniania zblizonych profili molekularnych bakterii (H3)

Uwaza si¢, ze badanie sliny moze stanowi¢ nieinwazyjng i stosunkowo tanig metod¢
monitorowania choréb we wczesnych stadiach ich rozwoju, poniewaz jest fatwa do pobrania i
wygodna w przechowywaniu (szybka metoda przesiewowa). Niemniej jednak, postepy prac
nad jej efektywnym zastosowaniem jako ptynu diagnostycznego s3 wcigz na wczesnym
etapie, ze wzgledu na brak uzytecznych metod, ktore rozwiagzalyby problem poprawnej i
szybkiej klasyfikacji gatunkow bakterii charakteryzujacych sie zblizonymi profilami
molekularnymi[89]. Wsrod ztozonej mikroflory jamy ustnej paciorkowce sa dominujacym
rodzajem bakterii, ktérych wiarygodna identyfikacja wydaje si¢ by¢ bardzo wazna, poniewaz
reprezentuja one zarOwno gatunki komensalne, jak i te =zaliczane do patogenéw
oportunistycznych, a zmiany w ich sktadzie mogg by¢ zwigzane z wieloma chorobami
zarOwno samej jamy ustnej jak i zaburzen ogoélnoustrojowych, np. nawracajace aftowe
zapalenia jamy ustnej, halitoza, rak jamy ustnej i przewodu pokarmowego, choroby
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przyzebia, choroby zwigzane z nieprawidtowa pracg uktadu krazenia, reumatoidalne zapalenie
stawow 1 wiele innych[90-93]. Niestety, paciorkowce nalezg do bakterii charakteryzujacych
si¢ wysokim stopniem podobienstwa genetycznego i taksonomicznego wsrdd ktorych
wyr6zni¢ mozna wiele blisko spokrewnionych grup, takich jak anginosus, mitis, mutans,
bovis czy salivarius, co powoduje, ze ich poprawna identyfikacja na poziomie gatunkowym
stanowi duze wyzwanie diagnostyczne. Wspomniany problem dotyczy réwniez badanej w
cyklu prac techniki MALDI-TOF MS, ktéra pomimo dostgpnych na rynku systeméw
zapewniajacych doktadng identyfikacje wielu klinicznie istotnych gatunkéw paciorkowcow,
charakteryzuje si¢ stosunkowo wysokim odsetkiem (siggajacym blisko  50%)
nieprawidlowych identyfikacji zwigzanych gléwnie z ograniczong zdolnoscig detekcji
zmienno$ci fenotypowej w obrebie szczepéw i gatunkéw bakterii nalezacych do rodzaju
Streptococcus sp. [94,95]. Jak wspomnialem we wstepie, zjawisko to mozna powigzac z
niskim stopniem wariancji paciorkowcéw w obrgbie bialek rybosomalnych stanowigcych
wigkszos¢ bialek wchodzacych w sktad generowanych podczas analizy MALDI widm MS.
Ponadto, wigkszos¢ rutynowych analiz MALDI wykorzystuje aparatur¢ wyposazong w laser
azotowy, ktdéra zapewnia odpowiednig szybko$¢ analiz biopolimeréw komdérkowych kosztem
uzyskiwanej rozdzielczosci, co moze mie¢ znaczenie w przypadku szukania subtelnych réznic
w sktadzie widm MS. Wiedzac iz, zastosowanie techniki MALDI w proteomicznym
podejéciu do analizy komdrek bakteryjnych daje réwniez mozliwos¢ detekcji bialek
nierybosomalnych, a takze stwarza mozliwos¢ analizy innych biopolimeréw komoérkowych,
takich jak lipidy[96], podjatem si¢ badania majacego na celu opracowanie alternatywnego
protokotu identyfikacji mikroorganizméw Slinowych, koncentrujagcego si¢ na rozréznianiu
blisko spokrewnionych gatunkéw paciorkowcéw wystepujacych w jamie ustnej przy uzyciu
profilowania zaréwno biatek, jak i lipidow technika MALDI-TOF MS (podejscie
proteomiczno-lipidomiczne). Réwnolegle do analiz MALDI, przeprowadzitem identyfikacje
izolowanych bakterii §linowych za pomoca techniki sekwencjonowania regionu 16S rRNA
(ztotego standardu identyfikacji bakterii) jako metody odniesienia, a takze dodatkowo
ocenitem uzytecznos¢ wykorzystania innej techniki identyfikacyjnej wchodzacej w zakres
metod analiz instrumentalnych - spektroskopii fourierowskej w podczerwieni (FTIR),
opierajacej si¢ na charakterystyce grup funkcyjnych znajdujacych si¢ na powierzchni
komoérek bakteryjnych, w rozréznianiu blisko spokrewnionych gatunkéw paciorkowcow.
Wykorzystanie spektrometru MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme II (Bruker Daltonik GmbH,
Brema, Niemcy) z laserem smartbeam-II (zmodyfikowany laser neodymowo-yagowy) o
parametrach zaadaptowanych do zautomatyzowanej identyfikacji za pomocag platformy
MALDI Biotyper 3.0 umozliwito zar6wno zbieranie widm MS do analizy proteomicznej
(profilowanie biatkowe bakterii), jak i charakterystyki réznic sktadu lipidowego blisko
spokrewnionych gatunkéw paciorkowcoéw Slinowych (Streptococcus salivarius 1 S.
vestibularis) przy wykorzystaniu trybu jonizacji dodatniej i uyjemnej w zakresie mas 190-2500
m/z (analiza zwigzkéw niskoczasteczkowych) z rejestracjag widm fragmentacyjnych metoda
LIFT (laserowa technologia jonizacji/fragmentacji, ang. laser ionization/fragmentation
technology).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazaty, iz zastosowanie opracowanego protokotu
identyfikacji bakterii §linowych w podejsciu proteomicznym znaczgco zwigkszato
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skuteczno$¢ klasyfikacji izolatéw slinowych — z 20% identyfikacji na poziomie gatunkowym
w przypadku metody sekwencjonowania 16S rRNA do 64% (MSP) i 69% (surowe widma) w
przypadku opracowanego protokotu MALDI. Co wigcej, w przypadku paciorkowcow,
technika biologii molekularnej pozwolita na wiarygodng identyfikacje gatunkowa jedynie 1
sposrdd 32 badanych szczepoéw bakterii — S. sanguinis, podczas gdy opracowany protokot
analizy MALDI ujawnit obecno$¢ dodatkowo 3 innych gatunkéw paciorkowcow — S
parasanguinis, S. salivarius oraz S. vestibularis. Wykazatem, iz w przypadku dwdéch ostatnich
bakterii reprezentujacych gatunki blisko spokrewnione nierozr6znialne na podstawie
sekwencji 16S rRNA, zastosowanie profilowania proteomicznego MALDI pozwala na
uzyskanie poprawnych identyfikacji gatunkowych, ktérych odsetek zalezny jest od tego, czy
zastosowano surowe widma czy wygenerowane na ich podstawie widma MSP.
Zaobserwowany wiekszy odsetek identyfikacji o wysokiej pewnosci gatunkowej w przypadku
analizy surowych widm w stosunku do MSP (ktérych gtéwnym celem jest zawezenie profili
proteomicznych do zakresu biatek rybosomalnych celem usprawnienia standardowe;j
procedury identyfikacji) wskazuje, iz za skuteczno$¢ opracowanej metody odpowiada
gtoéwnie zdolno$¢ detekcji bialek nierybosomalnych. Zdolno$¢ do rozrézniania blisko
spokrewnionych gatunkéw paciorkowcéw S$linowych za pomocg opracowanego podejscia
proteomicznego potwierdzitem analizujac wzorcowe szczepy S. salivarius DSM 20560 oraz S
vestibularis DSM 5636, gdzie analiza wskaznika korelacji zlozonej (ang. Composite
correlation index, CCI) réznic w sktadzie surowych widm obu bakterii wykazala znacznie
wyzszg  (blisko  dwukrotnie) wariancj¢ = miedzygatunkowa w  porOwnaniu  z
wewnatrzgatunkowa.

Opracowany protokoét rozrézniania blisko spokrewnionych gatunkow paciorkowcow
slinowych za pomoca podejscia proteomicznego znaczaco zwigkszal zdolnos¢ klasyfikacji
badanych bakterii, ale wcigz bez 100% efektywnosci. W zwigzku z powyzszym
opracowywany protok6t analityczny poszerzylem o analize innych biopolimeréw
komérkowych mogacych znalez¢ zastosowanie w rozréznianiu gatunkéw bakterii o
zblizonych profilach molekularnych, a mianowicie o badanie skiadu profili lipidowych
komorek bakteryjnych — podejscie lipidomiczne w identyfikacji. Analiza lipidomiczna wydaje
si¢ by¢ jedna z najbardziej obiecujagcych obecnie strategii zwigkszania efektywnosci
identyfikacji bakterii z wykorzystaniem techniki MALDI, poniewaz lipidy obok bialek sa
gléwnymi sktadnikami komoérkowymi, ktore petnig szereg istotnych funkcji biologicznych -
jako gtéwny sktadnik bton komoérkowych wplywaja na jej ptynnos$¢, ksztatt i
przepuszczalno$¢ biorgc kluczowy udziat we wszystkich rodzajach oddzialywan ze
srodowiskiem zewnatrzkomérkowym oraz s3 zaangazowane Ww procesy transportu i
magazynowania energii, a takze przekazywania sygnatow w komorce[96-98]. Jak wskazujg
badania, jakoSciowy i ilosciowy skfad lipiddow komoérkowych moze by¢ skorelowanych z
roznymi cechami fenotypowymi mikroorganizméw. Co wiecej, wskazuje sie, ze niektore
lipidy wykazuja cechy specyficzne dla gatunku, dlatego tez moga by¢ stosowane jako
swoistego rodzaju chemiczny kod kreskowy bakterii podczas analizy MS 1 uzupeiniaé
powszechne platformy identyfikacji drobnoustrojéw oparte na analizie biatek. W zwigzku z
powyzszym lipidomika drobnoustrojéow staje si¢ nowg metodg diagnostyczng opierajaca si¢ o
wykorzystanie techniki MALDI-TOF MS, ktéra ma potencjal, aby sprosta¢ niektérym
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wyzwaniom napotykanym przy stosowaniu podej$cia proteomicznego (giéwnie zblizone
profile molekularne gatunkéw blisko spokrewnionych), a tym samym uzupetni¢ je w zakresie
identyfikacji 1 klasyfikacji bakterii poprzez poszerzenie analizy o sygnaly niezwigzane z
biatkami rybosomalnymi [99]. Pomimo znacznego postepu, jaki dokonal si¢ w analizie
lipidéw przy uzyciu technik MS, np. skuteczna identyfikacja 1 rozréznianie patogendéw
klinicznych z grupy ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp.) na
podstawie analizy glikolipidéw, nadal istnieje duza potrzeba ich dalszego rozwoju, w tym
przygotowania probek i optymalizacji warunkéw analizy (lipidy sg znacznie bardziej zalezne
od warunkéw $rodowiskowych niz biatka). W szczeg6lnosci dotyczy to techniki MALDI-
TOF MS, w przypadku ktérej ogromny sukces jej adaptacji do rutynowych analiz
mikrobiologicznych w podejsciu proteomicznym spowodowatl jednocze$nie opdznienie prac
prowadzonych nad rozwojem podejscia lipidomicznego[96,100].

Przy opracowywaniu koncepcji zastosowania podejscia lipidomicznego w
klasyfikacji blisko spokrewnionych paciorkowcéw §linowych za pomocg techniki MALDI
kierowalem si¢ mozliwoscig zastosowania dwoéch podstawowych  typéw  hodowli
mikrobiologicznych stosowanych powszechnie w laboratoriach mikrobiologicznych (na
podiozu statym i ptynnym), mozliwie najprostszy sposob jednoczesnego wykorzystania z
analiza proteomiczng (zastosowanie tej samej, powszechnie stosowanej matrycy MALDI —
CHCA) oraz mozliwie najprostszy sposob pozyskiwania ekstraktow lipidowych (powszechnie
znana w chemii metoda Folcha). W wyniku przeprowadzonych badan dowiodlem, iz
zastosowanie opracowanego podejscia lipidomicznej klasyfikacji blisko spokrewnionych
gatunkoéw bakterii z wykorzystaniem techniki MALDI-TOF MS pozwala na rozrdznianie
paciorkowcow §linowych o bardzo zblizonych profilach molekularnych, takich jak S.
salivarius 1 S. vestibularis. Analize¢ widm fragmentacyjnych sygnatléw lipidowych
przeprowadzitem wykorzystujac tryb LIFT (ang. laser ionisation fragmentation technology)
(analiza tandemowa LIFT TOF/TOF MS, Rys. 3), ktéry, w odr6znieniu od metody CID (ang.
collision-induced dissocation) polegajacej na wywolaniu fragmentacji czasteczek analitu
poprzez zderzanie jondw z czasteczkami gazu obojetnego (np. argonu) w komorze kolizyjnej,
polega na bezkolizyjnej fragmentacji jondw prekursorowych przy wykorzystaniu energii
lasera. Przeprowadzona analiza (w oparciu o lipidowa baze¢ danych LIPID MAPS®) wskazata
na obecnos$¢ tacznie 50 sygnatow lipidowych réznicujacych oba blisko spokrewnione szczepy
— 22 charakterystyczne dla S. salivarius 1 28 dla S. vestibularis. Warto wspomnie¢, iz zakres
identyfikowanych typéw lipidow byl szeroki obejmujgc zaréwno rdézne klasy
glicerofosfolipidéw (np. glicerofosfoetanoloaminy, glicerofosfoinozytol, kardiolipiny) jak i
glicerolipidow. O ile zaobserwowanie istotnego wplywu rodzaju zastosowanej hodowli
(ptynna vs stata) oraz trybu jonizacji na sktad uzyskiwanych profili lipidowych obu badanych
bakterii nie byto zaskakujace biorgc pod uwage powszechnie panujgca opini¢ o duzej
wrazliwosci skiadu lipidowego komorek bakteryjnych na wplyw zmiennych warunkéw
srodowiskowych takich jak temperatura, pH, sktad pozywki czy tez obecnos¢ réznego rodzaju
stresorow[101-104], to fakt iz nie mialo ono negatywnego wpltywu na zdolno$¢ do
rozrdzniania blisko spokrewnionych gatunkéw S. salivarius i S. vestibularis wskazuje na
wysokg uzyteczno$¢ i uniwersalno$¢ opracowanej metody. Uzyskane wyniki potwierdzajg
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zatozong przeze mnie koncepcje, iz sygnaty lipidowe uzyskiwane podczas analizy MALDI
nadajg si¢ do wykorzystania jako chemiczny odcisk palca (ang. chemical fingerprint)
mikroorganizméw w procesie ich réznicowania. Istotng zaleta proponowanego podejscia
MALDI, oprécz samego réznicowania bakterii, jest fakt, iz informacje o skladzie kwaséw
ttuszczowych otrzymywane s3 bez koniecznosci stosowania wieloetapowych i zmudnych
protokotéw przygotowania probki, jak ma to miejsce w przypadku stosowania techniki
chromatografii gazowej (tradycyjnej i1 najdtuzej stosowanej techniki analizy kwasow
tluszczowych), gdzie procedura przygotowania probki obejmuje proces saponifikacji
(zmydlania) komoérek bakteryjnych wodorotlenkiem sodu, metylacje kwasem solnym,
ekstrakcje lipidow i plukanie w zasadowym pH, co zwykle zajmuje kilka godzin[105].
P&zniejsze moje prace, nie wchodzace do prezentowanego cyklu prac, dotyczace rozwoju
prezentowanego podejscia lipidomicznego potwierdzity jego wysoki potencjat i uzytecznos¢
w analizach bioanalitycznych zarbwno w prezentowanym zastosowaniu do rdéznicowania
blisko spokrewnionych mikroorganizméw (bakterie oporne — wrazliwe na antybiotyki)[106]
jak 1 samej identyfikacji bakterii — charakterystyka mikrobiomu ran ZSC obejmujaca rOwniez
sledzenie ich fizjologicznej adaptacji w procesie interakcji gospodarz-patogen[99].
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Rys. 3. Przyktadowe widmo MS/MS i $ciezka fragmentacji [PI(13:1/34:1)-H]- m/z 1015.713 uzyskana dla S.
vestibularis DSM 5636 hodowanego na podtozu TSA w trybie jonizacji ujemne;j.

Warto nadmieni¢, iz w koncepcji prezentowanego alternatywnego podejscia do
badania mikrobiomu §$liny uwzglednilem réwniez zastosowanie analizy spektroskopowej
FTIR, ktora jest znacznie rzadziej zestawiana z technika MALDI niz sekwencjonowanie
regionu 16S rRNA. Metoda ta wykorzystywana jest do identyfikacji powierzchniowych grup
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funkcyjnych mikroorganizméw wchodzacych w sklad biatek, glikopeptydéw, lipidow,
kwasow tejchojowych, polisacharydow i polifosforandéw. Wyznaczenie obecno$ci grup
funkcyjnych w widmach FTIR komoérek mikroorganizméw daje w rezultacie wysoce
specyficzne sygnatury spektralne, ktore pozwalaja na réznicowanie i klasyfikacje bardzo
zroznicowanych gatunkdéw i1 szczepéw drobnoustrojow[107]. W rezultacie przeprowadzonych
analiz zaobserwowalem przesuni¢cia w rejestrowanych pasmach widm FTIR obu bakterii:
przesunigcie z 1655 cm’! (S. salivarius) do 1639 cm’! (S. vestibularis) w zakresie
charakterystycznym dla amidéw 1 i II rzedowych biatek bakteryjnych (1500-1700 cm™);
przesunigcie z 1057 cm’! (S. salivarius) do 1081 cm’! (S. vestibularis) w zakresie
charakterystycznym dla zaréwno zwiazkOw przenoszacych fosforany oraz réznych oligo- i
polisacharydéw scian komérkowych (950-1275 cm™) jak i grup hydroksylowych (950-1200
cm™), co utrudnia wiarygodng 1 jasng identyfikacje sygnatow. Ponadto udato mi si¢
zarejestrowa¢ sygnaty charakterystyczne dla grup -CH, powszechnie wystgpujacych w
peptydoglikanie, kwasach teichojowych, lipopolisacharydach oraz fosfoliopidach (1450 cm™),
dla grup funkcyjnych karboksylanéw (1400 cm™), dla grup funkcyjnych obecnych w kwasach
thuszczowych (2800-3000 cm™) oraz grup aminowych i hydroksylowych w zakresie 3200-
3500 cm™. Chociaz zastosowana metoda FTIR charakteryzowata sie prosta procedura
przygotowania prébki (analizowane s3 cate komorki bakterii) oraz prawidlowym
rozréznieniem migdzy S. salivarius 1 S. vestibularis, to interpretacja uzyskanych widm byta
czasochtonna 1 skomplikowana, dlatego jej potencjalne wiaczenie do pracy rutynowych
laboratoriow bedzie wymagato dobrze doswiadczonego personelu, co wydaje si¢ byc
najwickszg wada tego podejscia. Niemniej jednak bioragc pod uwage fakt pojawienia si¢ na
rynku  komercyjnych  platform do  zautomatyzowanej  klasyfikacji  szczepow
mikroorganizméw, takich jak IR Biotyper (Bruker Daltonics)[108,109], zaproponowane
podejscie, podobnie jak w przypadku techniki MALDI, moze znalez¢ swoje zastosowanie do
szybkich oznaczen podczas rutynowych analiz, aczkolwiek wykracza to poza ramy
prezentowanej dysertacji.

W kierunku szybkiej i wiarygodnej detekcji lekoopornosci (H2, H4)

W celu zwigkszenia uzytecznosci techniki MALDI w szybkiej detekcji opornosci
bakterii na antybiotyki -laktamowe podjatem si¢ opracowania protokotu detekcji aktywnosci
karbapenemaz przy wykorzystaniu testu MBT STAR-Carba w oparciu o gradient gestosci
zawiesin komoérkowych 1 zmiennych czaséw inkubacji oraz w warunkach dodatku
inhibitoréw metalo-p-laktamaz (chelatoréw metali, w tym przypadku EDTA oraz DPA). Dla
zaprojektowanego protokotu ocenilem mozliwos¢ wykorzystania go jako metody wstepnej
charakterystyki szczepéw nalezacych do Enterobacterales oraz szczepdw P. aeruginosa pod
wzgledem wytwarzanych klas karbapenemaz z wykorzystaniem klasyfikacji szczepow
metodg analizy gtéwnych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA), a takze
mozliwos$¢ zastosowania jako surogat testu MIC w analizie badania skutecznos$ci inhibitoréw
metalo-B-laktamaz (MBL). Schemat opracowywanego protokotu przedstawiono na Rys. 4.
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Rys. 4. Schemat opracowywanego protokotu charakterystyki opornosci bakterii na karbapenemy w

oparciu o test MBT-STAR-Carba (A) oraz przykladowe wyniki uzyskiwane przy zasotosowaniu proby
zawiesinowej (B).
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Wyniki badan wskazaly iz §ledzenie réznic w poziomie aktywnos$ci na podstawie
znormalizowanych wartosci 1ogRQ pozwala nie tylko na rozréznienie ré6znych gatunkéw
bakterii, ale takze na ich klasyfikacje ze wzgledu na klas¢ karbapenemaz. Ponadto okazato
sie, ze zastosowanie okreslonej gestosci zawiesiny daje mozliwo$¢ skrocenia czasu inkubacji
(z 30 do nawet 1 minuty), a tym samym catkowitego czasu do uzyskania wyniku oraz
dalszego poszerzenia wiedzy o roznicach w poziomie hydrolizy antybiotykow 1 wrazliwosci
na dodatek inhibitora. Opracowany nowy protokotu wykrywania aktywnosci karbapenemaz
za pomocg techniki MBT STAR-Carba w oparciu o gradient gestosci zawiesin bakteryjnych i
czaséw inkubacji moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do czg¢sciowej klasyfikacji bakterii
ze wzgledu na rodzaj posiadanych genéw opornosci na karbapenemy oraz moze by¢
przydatny do poglebionej analizy i charakterystyki metalo-B-laktamaz (MBL) poprzez
zastosowanie testOw inhibicji (z dodatkiem inhibitora MBL). Jak wykazalem, stopien
dziatania hamujacego zwigzkdw chelatujacych jony Zn** zalezy zar6wno od rodzaju uzytego
zwigzku, jak i rodzaju metalo-B-laktamazy. W pracy dowiodtem, iz wyniki uzyskiwane
podczas testu MBT STAR-Carba moga nie tylko stuzy¢ do prostej detekcji obecnosci/braku
enzymOw hydrolizujacych karbapenemy, ale przy zastosowaniu odpowiednich protokotow
analitycznych, moga okaza¢ si¢ uzyteczne we wstepnej klasyfikacji rodzaju karbapenemaz, a
takze stuzy¢ jako swoistego rodzaju testu na lekowrazliwo$¢, a uzyskiwane za jego
posrednictwem wyniki moga by¢ wysoce uzyteczne podczas wstepnej adaptacji do wlasciwe;j
antybiotykoterapii, a takze podczas opracowywania nowych inhibitoréw MBL.

Co wigcej, zastosowanie przeze mnie opracowanego protokotu analitycznego
pozwolito na poszerzenie wiedzy na temat efektow mogacych istotnie wptywac na jakos¢
uzyskiwanych wynikow podczas stosowania rutynowej procedury detekcji aktywnosci
karbapenemaz testem MBT STAR-Carba. Da si¢ wyraznie zauwazy¢, iz uzycie rutynowej
procedury pobierania biomasy komoérkowej do analizy nie pozwala na uchwycenie réznic w
typie karbapenemaz w obrgbie gatunkéw enterobakterii, inaczej niz w przypadku
porOwnywania poziomu aktywno$ci pomiedzy enterobakteriami a szczepami nalezacymi do
gatunku Pseudomonas aeruginosa, gdzie te ostatnie charakteryzowaly si¢ nizszymi
wartosciami logRQ, co jest typowym zjawiskiem notowanym podczas aplikacji testu MBT
STAR-Carba. Jak wskazatem w badaniu, przyczyna tego zjawiska zwigzana jest ze sposobem
pobierania biomasy, co tlumacza otrzymane wykresy zalezno$ci zmierzonej aktywnosci
hydrolitycznej od zastosowanej gestosci zawiesiny komorkowej. W przypadku enterobakterii,
dla ktérych obserwowano stopniowy wzrost wartosci logRQ (miara stopnia hydrolizy
antybiotyku = poziomowi aktywnoS$ci enzymatycznej) wraz ze wzrostem gestosci zawiesiny
bakteryjnej, wskazatem, iz ilo§¢ pobieranej biomasy komdérkowej za pomoca standardowe;j
procedury znajduje si¢ w optymalnym zakresie stezen do czulej detekcji obecnosci
karbapenemaz - w wiekszosci przypadkéw wartosci logRQ dla wariantu 7 McF byly zblizone
do tych uzyskanych przy uzyciu 1 pL ezy inokulacyjnej, co sugeruje przeniesienie podobnej
liczby komorek. Rzeczywiscie, gestos¢ zawiesiny 7 McF odpowiada ok. 3 x 1078 jednostek
tworzacych kolonie (jtk), a teoretyczne stezenie w 1 uLL oczku ezy inokulacyjnej wynosi 3—6
x 1078 jtk/mL zgodnie z wytycznymi producenta. Zaleznosci tej nie zaobserwowalem dla
bakterii nalezacych do gatunku P. aeruginosa, gdzie maksymalne wartosci logRQ uzyskalem
przy zastosowaniu nizszych gestosci zawiesin komoérkowych. Co wigcej, przy stosowaniu
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wyzszych stezen zawiesin komoérkowych zblizajacych si¢ do wartosci prezentowanej przy
uzyciu 1 pL ezy inokulacyjnej zaobserwowalem stopniowy spadek wartosci logRQ, co moze
ttumaczy¢ opisywang w literaturze nizsza aktywnos¢ hydrolityczng szczepdw P. aeruginosa
w poréwnaniu do Enterobacterales, co przypisuje si¢ nizszej jakosci widm MS generowanych
podczas analizy pierwszego z wymienionych typoéw bakterii[110]. Jak sugeruja wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan, gtdéwnym zrédlem tego zjawiska moze by¢ nie jakos¢
pozyskiwanych widma, ale raczej odmienna charakterystyka fenotypowa bakterii P.
aeruginosa obejmujaca: (a) wielotorowa, wrodzong oporno$¢ na karbapenemy (oprocz
enzymatycznej degradacji antybiotykéw takze effluks zewnatrzkomérkowy oraz zmiana
przepuszczalno$¢ bton komoérkowych); (b) zdolno$¢ do syntezy sideroforéw wykazujacych
powinowactwo do jonéw Zn>* bedacych kofaktorem metalo-B-laktamaz (zmniejszenie
dostgpnosci dla enzymu) a takze (c) charakterystyczna wysoka zdolno$¢ do tworzenia
wielokomérkowych agregatow komoérkowych z wydzielaniem licznych zewnatrzkomérkowe
substancji polimerowych (ang. Extracellular polymeric substances, EPS), co powoduje
wytworzenie mechanicznej bariery dla penetracji antybiotyku do  S$rodowiska
wewnatrzkomodrkowego, a tym samym dostgpu do enzymu[111-115].

W zakresie poszerzania mozliwosci wykorzystania techniki MALDI w szybkiej i
wiarygodnej detekcji lekoopornosci u bakterii podjalem si¢ roéwniez badan dotyczacych
adaptacji testu MBT STAR-BL do opisywanej wcze$niej i opracowywanej przeze mnie
metody okreslania sktadu mikrobiologicznego ztozonych matryc klinicznych typu rany
powierzchniowe ZSC przy wykorzystaniu analizy proteomicznej komorek bakteryjnych
MALDI-TOF MS oraz podejscia kulturomicznego jako metody przygotowania probki.
Prezentowane polaczenie daje mozliwos¢ poszerzenia uzyskiwanych wynikéw oceny
bioréznorodnosci taksonomicznej probek o informacje dotyczace wystepowania zjawiska
lekoopornosci i prezentowane jest w literaturze po raz pierwszy. Jako ze opracowywana
metoda opiera si¢ o wykorzystanie spektrometru typu ultrafleXtreme, wymagata wigc
dostosowania warunkéw analizy MBT STAR-BL do sprzgtu charakteryzujacego si¢ istotnie
odmiennymi parametrami pracy warunkowanymi przede wszystkim stosowaniem innego typu
lasera UV oraz inna budowg analizatora czasu przelotu (mozliwo$¢ wydtuzenia drogi przelotu
dzigki reflektronowi). W badaniu wykorzystatem tryb reflektronowy z jonizacja dodatnia,
matryce CHCA z dodatkiem standardu wewnetrznego wykorzystywanego do pomiaru spadku
zawartosci czasteczek natywnego antybiotyku oraz automatyczny tryb zbierania widm.
Analizy detekcji zjawiska hydrolizy antybiotykéw B-laktamowych dla wyizolowanych z ran
powierzchniowych ZSC bakterii Gram-ujemnych przeprowadzitem dla antybiotykéw
nalezacych do cefalosporyn (cefotaksym, ceftriakson, ceftazydym), karbapenemoéw
(imipenem, meropenem) oraz penicylin (ampicylina, piperacylina), a jako metody odniesienia
zastosowalem analizy paskowe (Etest) oraz molekularne (metoda multipleks PCR z
elektroforeza zelowa produktow amplifikacji).

Jak pokazata analiza wynikow, zastosowane warunki analizy MALDI pozwalaty na
detekcje aktywnos$ci hydrolitycznej wobec wszystkich rodzajéw badanych antybiotykow
(Rys. 5). Pozyskiwane widma MS byly analizowane w zakresie pojawigjacych si¢ sygnatow
pochodzacych zaréwno od natywnych czasteczek badanych antybiotykéw (nie ulegajacych
enzymatycznej hydrolizie) oraz od czasteczek zhydrolizowanych, ktérych liczba zalezata od
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rodzaju badanego antybiotyku. Na przyktad, w przypadku ampicyliny (masa monoizotopowa
349,1 g/mol) pojawienie si¢ sygnatéw 350,1 [M+H]", 372,1 [M+Na]® oraz/lub 394,1
[M+2Na]" $wiadczyto o braku zajécia hydrolizy — bakteria wrazliwa na dodatek ampicyliny.
Natomiast detekcja takich sygnatéw jak 368,1 [Mp+H]", 390,1 [My+Na]’, 412,1 [My+2Na]" i
324,1 [Mypg+tH]" oznaczata zajscie enzymatycznej degradacji czasteczek ampicyliny —
bakteria antybiotykooporna, gdzie h i d oznaczajg kolejno - czasteczka zhydrolizowana,
czasteczka zdekarboksylowana. Ze wzgledu na mozliwg zmienno$¢ w stosunku i ilosci
pojawiajacych si¢ sygnatow pochodzacych od natywnych i zdegradowanych czasteczek
antybiotykdw (nie wynikajacej z réznic w aktywnosci enzymatycznej badanych
mikroorganizméw, ale z charakterystyki analizy MALDI)- w szczeg6lnosci ich adduktow
sodowych i/lub potasowych, podczas analiz stosowalem standard wewng¢trzny o masie 607,3
dodawany do matrycy, co pozwolilo mi na ustandaryzowanie uzyskiwanych wynikéw.
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Rys. 5. Przyktadowe wyniki wykrywania oporno$ci na antybiotyki przy uzyciu paskéw Etest (A) 1
metody MBT STAR BL (B) uzyskane dla cefotaksymu. N - kontrola ujemna, P - kontrola dodatnia,
zielone linie (396,1, 456,1, 478,1, 500,0) - sygnaty dla niezhydrolizowanego antybiotyku (natywnego i
adduktéw z jonami sodowymi i potasowymi); czerwone linie (370,1 i 414,1) - sygnaly dla
zhydrolizowanego antybiotyku, niebieska linia (607,3) — standard wewnetrzny.

Cho¢ w przypadku penicylin (ampicylina i piperacylina) odsetek pozytywnych préobek

w stosunku do testow paskowych byt nizszy, to w przypadku najistotniejszych z punktu
widzenia klinicznego karbapenemdéw oraz cefalosporyn zanotowatem zjawisko odwrotne —
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wyzszy odsetek zidentyfikowanych izolatow ESBL i CPB w przypadku techniki MALDI. Co
wiecej, zaproponowany protokét charakteryzowat sie istotnie nizszym odsetkiem wynikow
niepewnych (1 przypadek) w stosunku do testu paskowego (15). Warto doda¢, iz pomimo
zastosowania kilku réznych zestawdow starteréw dedykowanych detekcji szerokiego zakresu
gendw opornosci, to jedynie w przypadku niewielkiej puli badanych szczepéw bakterii Gram-
ujemnych (10/42) udato si¢ wykry¢ opornos¢ na badane antybiotyki, gdzie tylko w jednym
przypadku opracowany protoko6t analizy MALDI dawat wynik negatywny. Uzyskane przeze
mnie wyniki badan wskazuja, iz opracowany protokét, jak i ogélnie wykorzystanie techniki
MALDI moze wykazywa¢ wyzszg uzyteczno$¢ w rutynowym wykrywaniu opornosci na
antybiotyki B-laktamowe wsrdd bakterii izolowanych z ZSC niz techniki molekularne, takie
jak technika multipleks PCR, poniewaz ta druga wymaga rozszerzonej wiedzy na temat
przynaleznosci taksonomicznej izolatbw w celu zaprojektowania odpowiedniego,
dedykowanego zestawu starterOw, co zwigksza koszty analiz, wydtuza czas (koniecznos¢
zaprojektowania starterow 1 pozyskanie informacji o przynaleznosci taksonomicznej).
Tymczasem zastosowanie opracowanego protokotu detekcji antybiotykoopornosci za pomoca
techniki MALDI i zaadaptowanych warunkéw testu MBT STAR-BL w praktyce wymaga
jedynie informacji na temat typu grama bakterii, co mozna w tatwy sposéb uzyskac
wykonujgc rutynowg identyfikacje za pomoca tego samego aparatu uzyskujac wiarygodny
wynik w przeciggu kilku minut liczac od chwili rozpoczgcia analizy.

Co istotne, wiaczenie detekcji antybiotykooporno$ci za pomocg zaproponowanego
protokotu MALDI pozwolitlo na ujawnienie wplywu podejmowane]j antybiotykoterapii na
obraz mikrobiologiczny probek powierzchniowych ran ZSC. Jak pokazaty wyniki, stosowanie
antybiotykoterapii przez pacjentow wywotuje nie tylko zmiany w sktadzie drobnoustrojow, w
tym czestoSci  wystgpowania poszczegélnych gatunkéw i typow  bakterii  (Gram-
ujemnych/dodatnich), ale rowniez ma istotny wptyw na czestos¢ wystepowania lekoopornosci
— odsetek identyfikowanych bakterii Gram-ujemnych u pacjentéw podejmujacych
antybiotykoterapi¢ zmniejszal si¢ w stosunku do tych bez podawania antybiotykéw, przy
jednoczesnym wzroscie wskaznika lekoopornosci. Najwiekszy zakres zmian zanotowano dla
pacjentow leczonych terapia skojarzong (z zastosowaniem wigce] niz jednego typu
antybiotykdw), gdzie probki charakteryzowaly si¢ najwigksza liczbg unikalnych gatunkéw
bakterii 1 jednocze$nie najwyzszym odsetkiem lekoopornych izolatéw bakteryjnych.

Adaptacja techniki MALDI do analizy mikrobiologicznej probek srodowiskowych (H5, H6)

Uwaza sie, ze przyszte postepy w rozwijaniu potencjatu techniki MALDI-TOF MS w
dziedzinie mikrobiologii Srodowiskowej zalezag od zaréwno poszerzania istniejagcych baz
widm referencyjnych, jak i metod przygotowania prébek, ktére beda uwzglednia¢ napotykany
problem ztozonosci probek srodowiskowych oraz wysoka r6znorodnos¢ mikroorganizméw je
zasiedlajacych, co pozwoli na wdrozenie tej techniki jako rutynowej metody identyfikacji w
laboratoriach $rodowiskowych, ostatecznie zast¢pujac metody konwencjonalne[2,41]. W
zwigzku z powyzszym w pracach H5 i H6 [73,74] podjalem si¢ badan majacych na celu
adaptacje techniki MALDI-TOF MS do badania ztozonych matryc srodowiskowych, ktérymi
byly rézne typy miodéw (HS) oraz prébki mleczarskie (H6).
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Do badan wybratem rézne typy miodéw poniewaz, ze wzgledu na szereg unikatowych
wlasciwosci fizykochemicznych, stanowig one niezwykle interesujacy i zarazem wymagajacy
rodzaj matrycy srodowiskowej. Z jednej strony wysoka zawarto$¢ cukrow (giéwnie glukozy 1
fruktozy) wiaze si¢ z jego hiperosmotycznym charakterem, wysoka lepkoscia 1 niska
zawartoscig wody, co w konsekwencji uniemozliwia wzrost, a nawet przetrwanie wigkszosci
wegetatywnych komoérek mikroorganizméw na skutek odwodnienia, a takze poprzez
ograniczong penetracj¢ tlenu atmosferycznego. Antybakteryjny charakter miodéw
potegowany jest dodatkowo przez kwasowe pH, zdolno$¢ do wytwarzania nadtlenku wodoru
oraz obecno$¢ szeregu zwiazkOéw pochodzenia roslinnego takich jak fenole, terpeny czy
flawonoidy[116—120]. Z drugiej strony miéd nie moze by¢ uwazany za sterylng matryce,
poniewaz wiele badan dowiodlo, ze podlega on zanieczyszczeniom bakteryjnym i
grzybiczym[121-123]. Biorgc pod uwage, iz mikroorganizmy wystepujace w miodzie muszg
wykaza¢ si¢ zdolnoScia do przetrwania w niesprzyjajacych do wzrostu warunkach
srodowiskowych, dlatego tez w wigkszosci przypadkéw wystepujg one jako formy utajone
(uspione), czyli jako endospory (przetrwalniki)[116]. Zjawisko to powoduje, iz
charakterystyka mikrobiologiczna miodéw stanowi duze wyzwanie. Biorgc samg technike
MALDI jako metodg identyfikacji bakterii, obecno$¢ przetrwalnikow w dwojaki sposéb moze
wptywa¢ na jako$¢ klasyfikacji taksonomicznej. Po pierwsze, ekspresja biatek w
przetrwalnikach r6zni si¢ od tej w komoérkach wegetatywnych bakterii, gtéwnie ze wzgledu
na duzg ilo$¢ matych biatek rozpuszczalnych w kwasach (ang. small acid-soluble proteins,
SASPs), ktore odgrywaja kluczowa role w tworzeniu endospor, a ich masy czasteczkowe
wchodzg w zakres wykorzystywany do standardowej procedury identyfikacji uzyskanych
profili biatkowych bakterii (> 3000 m/z). Stad stosunek ilosci komoérek wegetatywnych do
przetrwalnikéw ma bezposredni wptyw na wynik identyfikacji bakterii, a przewidzenie jego
skali jest tym trudniejsze iz, zawartos¢ biatek SASP w endosporach réznych typéw bakterii
nie jest staty (od 8 do 20%)[124—126]. Po drugie, gruba $ciana komérkowa przetrwalnikow,
ktéra zapewnia ich niezwykla odporno$¢ na ekstremalne warunki srodowiskowe, utrudnia
uwalnianie bialek wewnatrzkomoérkowych podczas procedur przygotowania probek. Wplyw
obu czynnikéw na koncowy wynik identyfikacji bakterii przetrwalnikujacych jest trudny do
przewidzenia, poniewaz z jednej strony wysoka liczba endospor w prébce moze powodowac
spadek ogélnej liczby otrzymywanych sygnatéw podczas analizy MS[127], jako rezultat
niskiej wydajnosci ekstrakcji bialek z form przetrwalnych, a z drugiej strony wyzsza
skutecznos¢ ekstrakcji biatek z komoérek wegetatywnych moze sprawia¢, iz udziat sygnatéw
pochodzacych od bialek SASPs interferujgcych z biatkami rybosomalnymi podczas procesu
identyfikacji moze by¢ nieznaczny.

W przeciwienstwie do analiz wtasciwosci fizykochemicznych, sktad mikrobiologiczny
miodéw nie byt do tej pory obiektem pogiebionych badan[128]. Co wiecej, zaproponowana
przeze mnie mozliwo$s¢ wykorzystania techniki MALDI-TOF MS do poglebionej
charakterystyki sktadu mikrobiologicznego réznych typéw miodéw w zaleznosci od ich
wilasciwosci fizykochemicznych 1 miejsca pochodzenia zostata przedstawiona w literaturze po
raz pierwszy. Przeprowadzone przeze mnie badania potwierdzily, iz miody, bez wzgledu na
pochodzenie geograficzne i botaniczne, byly zdominowane przez bakterie wytwarzajace
przetrwalniki — gléwnie reprezentujgce mikroorganizmy nalezace do grupy blisko

38



Autoreferat | Dr MICHAL ZEOCH
Zatgcznik nr 3

spokrewnionych gatunkdw Bacillus subtilis oraz gatunkéw B. cereus co stwarzalo duze
problemy z ich identyfikacjg do poziomu gatunku za pomocg techniki sekwencjonowania 16S
rRNA, wykorzystanej jako metoda referencyjna. Wykorzystanie aparatu ultrafleXtreme
MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonik GmbH, Brema, Niemcy) o zaadoptowanych
parametrach umozliwiajacych wykorzystanie generowanych widm MS do automatycznej
identyfikacji przy uzyciu platformy MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonik GmbH, Brema,
Niemcy) pozwolito na uzyskanie profili biatkowych dla wszystkich badanych izolatow
reprezentujacych szeroki zakres gatunkowy — od nieprzetrwalnikujacych gronkowcoéw i
ziarniakdéw, po wytwarzajace endospory gatunki Bacillus, takie jak B. megaterium, B. subtilis,
B. cereus, czy B. pumilus (Rys. 6). Analizy wykazaty, ze zastosowanie metody MALDI moze
znaczgco zwigkszy¢ jakos¢ identyfikacji gatunkowej skladu mikrobiologicznego préobek
miodow — w moim przypadku trzykrotnie, co pozwala na uniknigcie koniecznosci
przeprowadzania dodatkowych testow, np. sekwencjonowania dodatkowych genéw
metabolizmu podstawowego w przypadku technik molekularnych. Odnos$nie problemu
wplywu obecnosci form przetrwalnych na jako$¢ dopasowania uzyskanych profili biatkowych
zaobserwowalem istotng réznice pomi¢dzy dwoma dominujgcymi gatunkami nalezagcymi do
rodzaju Bacillus — B. subtilis oraz B. cereus. Wymienione gatunki bakterii charakteryzujg si¢
ré6znym czasem sporulacji (przemiany zarodnikow w formy wegetatywne) oraz strukturg
produkowanych endospor, co, jak wskazatem, moze mie¢ rownie istotny wplyw na jakos¢
pozyskiwanych widm MS, co sam fakt zdolnoSci do produkcji zarodnikéw. Zanotowang
obserwacj¢ potwierdzilem w innej pracy, gdzie poglebione analizy r6znych gatunkéw bakterii
przetrwalnikujacych uwzgledniajace szereg czasOw inkubacji 1 roznych metod przygotowanie
probek wskazatly na istotne powigzanie jakosSci identyfikacji z czasem inkubacji, a tym samym
produkcja endospor, co znajdowato odzwierciedlenie w ilo$ci sygnalow w generowanych
widmach i réznito si¢ w zaleznos$ci od badanego gatunku bakterii[ 127]. Tak wigc sugerowana
przez wielu badaczy potrzeba dazenia do stworzenia uniwersalnego protokotu przygotowania
probek do analizy MALDI jako remedium na przezwyci¢zenie probleméw z biedng
identyfikacjag mikroorganizméw srodowiskowych[41] w swietle uzyskanych przeze mnie
wynikéw badan powinna by¢ raczej zastapiona strategig skupiong na dazeniu do stworzenie
roznych procedur przygotowania probek dopasowanych do charakteru badanego materiatu,
np. obecnosci/braku  wystepowania form przetrwalnych 1 ich rodzaju. Pomimo
zaobserwowanego wplywu obecnosci przetrwalnikOw w badanych prébkach, stworzony
protokoét identyfikacji MALDI okazat si¢ dalece bardziej uzyteczny od standardowo uzywane;j
metody sekwencjonowania 16S rRNA i pozwolit na ukazanie istotnego wptywu zaréwno
pochodzenia geograficznego jak i rodzaju ro$liny na sklad mikrobiologiczny miodéw, co
powinno by¢ przedmiotem dalszych badan w konteks$cie zaréwno kontroli bezpieczenstwa
zywnosci (w tym przypadku miodow), jak i1 poszukiwania szczepdw mikroorganizméw do
zastosowan biotechnologicznych — midd jako zrodto bakterii zdolnych do przetrwania w
trudnych warunkach srodowiskowych, takich jak stres osmotyczny.
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Rys. 6. Przyktadowe widma MS uzyskane dla szczepéw bakteryjnych zidentyfikowanych jako rézne
gatunki — sporulujace (A-I) oraz nie wytwarzajace endospor (J, K).. A-B. subtilis; B- B. cereus; C- B.
pumilus; D-B. altitudinis; E- B. megaterium; F- B. circulans; G- B. licheniformis; H- P. alvei; 1- L.
boronitolerans; J- S. epidermidis; K- M. luteus.

Cho¢ wskazuje si¢, ze poprawna klasyfikacja gatunkowa bakterii sSrodowiskowych jest
znacznie bardziej utrudniona w stosunku do izolatow klinicznych, niemniej jednak
zaadoptowanie aparatu MALDI-TOF MS, charakteryzujacego si¢ wyzsza rozdzielczo$cig od
standardowo stosowanych aparatow do identyfikacji mikroorganizmdéw, zaowocowata
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wysokg efektywnoscig metody w identyfikacji grup bakterii charakteryzujacych si¢ wysokim
podobienstwem genetycznym — B. cereus complex oraz B. subtilis group. Wskazuje to, iz
uzytecznym sposobem zwickszania efektywnosci identyfikacji 1 rozrdzniania bakterii
srodowiskowych moze by¢ juz sama poprawa jakosci generowanych widm MS bakterii
poprzez zastosowanie bardziej zaawansowanej technologicznie aparatury.

Jak wspomniatem we wstepie, wiarygodnos¢ identyfikacji MALDI-TOF MS Scisle
zalezy od zasobu dostgpnych baz danych mikroorganizméw, ktére sg stale aktualizowane i
rozszerzane (do tej pory kilka tysiecy rozpoznanych i potwierdzonych gatunkéw
mikroorganizméw). W tym kontek$cie, zwigkszanie skuteczno$ci i uzytecznos$ci tej metody w
analizie probek srodowiskowych nalezy upatrywac nie tylko w rozbudowywaniu istniejacych
na rynku od wielu lat systeméw, takich jak MALDI Biotyper (Bruker, Niemcy), czy VITEK
MS SARAMIS (Biomerieux, Francja), ale réwniez za przyczyng pojawiania si¢ nowych
platform z wilasng bazag widm referencyjnych, takich jak najnowszy system do identyfikacji
mikroorganizméw za pomocg techniki MALDI — EXS 2600 firmy Zybio Inc. (Chiny). Jak
dotad, skuteczno$¢ tego systemu oceniono tylko w dwoch opublikowanych pracach
naukowych, przy czym badania te koncentrowaly si¢ jedynie na materiale klinicznym
[129,130]. Wskazuje to na istnienie luki w wiedzy dotyczacej walidacji przydatnosci i
wydajnosci systemu EXS 2600 w analizie mikrobiologicznej probek srodowiskowych.
Wiedzac iz system opiera si¢ na bazie referencyjnej widm MS skonstruowanej przy
wykorzystaniu wilasnej kolekcji izolatow mikroorganizméw (pozyskanych giéwnie z terenu
Chin), zatozylem, iz zaadoptowanie tego systemu do charakterystyki skladu
mikrobiologicznego prébek srodowiskowych w podejsciu MALDI moze by¢ korzystne -
zwigkszanie zasobno$ci bibliotek widm mikroorganizméw 1 reprezentacji gatunkow
srodowiskowych. W tym zakresie wtgczytem si¢ do prac prowadzonych przez zespdt ICNT
UMK w Toruniu (pod kierownictwem dr hab. Pawla Pomastowskiego, prof. UMK) przy
wspotpracy z dziatem R&D firmy Zybio Inc. z Chin (Angela Zhang, Jason Huang) majacego
na celu adaptacje systemu EXS 2600 do badan bioanalitycznych w zakresie mikrobiologii
srodowiskowej, ze szczegblnym uwzglednieniem mozliwosci aplikacji w przemysSle
spozywczym (kontrola jakosci).

W badaniu wykorzystatem r6zne produkty mleczarskie (Smietanka, mleko, serwatka,
maslanka), w tym probki Sciekow mleczarskich, jako ze matryce te znane s3 z duzej
bior6znorodnosci gatunkowej, ktorej sktad jest niezwykle wrazliwy na zmiany parametrow
srodowiskowych, takich jak zmiana temperatury, dostepnosci tlenu, pH itp., a wigc dobrze
odzwierciedlajg charakterystyke probek srodowiskowych, jako ztozonych mikrobiologicznie
matryc biologicznych. W rezultacie, nie tylko po raz pierwszy w literaturze
scharakteryzowalem wydajnosci nowego sytemu EXS 2600 Zybio Inc. w analizie
mikrobiologicznej probek Srodowiskowych na tle znanego od wielu lat systemu MALDI
Biotyper, ale réwniez zaobserwowalem szereg zjawisk, ktére moga by¢ kluczowe w
kontekscie poprawy uzytecznosci metody MALDI w identyfikacji mikroorganizméw w
matrycach srodowiskowych. Po pierwsze, nowy system EXS 2600 wykazal wysoka zgodnos¢
rodzajowa bakterii (99%) z szeroko zbadang w literaturze platforma Biotyper, wskazujac iz na
poziomie rodzajowym wpltyw konstrukcji bazy referencyjnych widm MS jest niewielki.
Natomiast analizujac identyfikacje na poziomie gatunkowym, zgodno$¢ wynikéw uzyskanych
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za pomoca dwdch badanych systeméw spada do poziomu 74% i dotyczy giéwnie gatunkéw
blisko spokrewnionych, a wigc takich charakteryzujacych si¢ bardzo zblizonymi profilami
molekularnymi - Pseudomonas fuorescens complex, Citrobacter freundii complex, czy tez
bakterie nalezace do rodzaju Aeromonas. Bioragc pod uwage fakt, iz jedynie w kilku
przypadkach rozbieznosci w identyfikacji mozna wyttumaczy¢ brakiem odpowiedniego
widma MS w referencyjnej bazie danych jednego z badanych systeméw, za przyczyne tego
zjawiska w duzej mierze mozna wskazywa¢ roézne pochodzenie izolatdw bakteryjnych
uzywanych do tworzenia obu baz widm referencyjnych. Wielu badaczy wskazuje, ze poprawe
rozrézniania i klasyfikacji blisko spokrewnionych gatunkéw przy uzyciu techniki MALDI-
TOF MS nie nalezy upatrywac jedynie w rozszerzaniu pokrycia gatunkowego baz danych, ale
rOwniez poprzez sposob ich konstruowania, m. in. rodzaj stosowanych algorytméw tworzenia
1 porownywania widm[131]. Na podstawie uzyskanych przeze mnie wynikéw badan,
potencjalnie uzyteczng strategia moze by¢ tworzenia baz danych skladajacych sie z tak
zwanych super widm (ang. SuperSpectra) opracowanych przez Shimadzu w bazie danych
SARAMIS ™, w ktorej to widma referencyjne sa tworzone na podstawie wielu widm MS
danego gatunku bakterii, ale uzyskanych w réznych warunkach hodowlanych (r6zne czasy
inkubacji i podloza hodowlane) — strategia ta zapewnia rozréznienie blisko spokrewnionych
gatunkéw poprzez zmniejszenie podobienstwa tta[132]. W tym konteks$cie, do konstrukcji
widm referencyjnych mozna by uzy¢ widm MS bakterii tego samego gatunku zebranych z
roznych regionéw geograficznych i dodatkowo hodowanych w r6znych warunkach inkubacji.
Taka strategia wydaje si¢ by¢ obiecujagcym narzgdziem do niwelowania réznic pomig¢dzy
roznymi systemami do identyfikacji mikroorganizméw technika MALDI, oraz stanowi
odpowiedz na sugesti¢ badaczy iz w kontekscie analizy sktadu mikrobiologicznego probek
mleczarskich gléwna wada techniki MALDI-TOF MS jest brak super widm bakterii w
referencyjnych bazach danych[45].

W przeprowadzonych badaniach dowiodtem, iz zastosowanie obu platform do
identyfikacji mikroorganizméw technikg MALDI stanowi niezwykle uzyteczne narzedzie do
analizy probek srodowiskowych takich jak probki mleczarskie. Podej$cie to moze z
powodzeniem zastgpi¢ tradycyjnie stosowane w mleczarstwie metody biochemiczne, ktore
pomimo wprowadzenia automatycznych 1 pétautomatycznych systemow takich jak testy API,
BBL Crystal, BBL Phoenix Systems, Vitek, Sensitire AP80, czy BiologTM nadal
charakteryzuja si¢ niska odtwarzalnoscig, trudnoscia w okreslaniu zrdéznicowania
fenotypowego wybranych gatunkéw bakterii oraz znacznie bardziej ograniczonymi bazami
danych w stosunku do tych w platformach do identyfikacji MALDI[37,133,134], a wi¢c ich
zastosowanie nie pozwolito by na wiarygodne rozstrzygnigcie zaobserwowanych przeze mnie
rozbieznos$ci w identyfikacji blisko spokrewnionych gatunkéw bakterii sSrodowiskowych.

4.4.4 Elementy nowosci, wklad do dyscypliny i podsumowanie osiggniecia naukowego.

Wyniki badan przedstawione w monotematycznym cyklu publikacji H1-H6 [69—
74] pozwalaja na nastepujace podsumowanie osiggni¢cia naukowego:
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(1) Opracowano nowy protokdt szybkiej diagnostyki obrazowania zlozonego tla
mikrobiologicznego probek klinicznych typu rany ZSC opierajacej si¢ o profilowanie
proteomiczne technika MALDI-TOF MS 1 identyfikacje izolatdbw przy uzyciu platformy
MALDI Biotyper potaczonej z przygotowaniem komorek bakteryjnych w podejsciu
kulturomicznym oraz analizg lekoopornosci w podejsciu MALDI — zmodyfikowany test MBT
STAR-BL. Metoda opiera si¢ o wykorzystanie aparatury (aparat ultrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF MS) charakteryzujacej si¢ wyzsza rozdzielczoscia w stosunku do rutynowo
wykorzystywanych spektrometrow (typu Microflex), co w potaczeniu z opracowanymi przeze
mnie warunkami analizy daje mozliwo$¢ nie tylko przeprowadzania rutynowej identyfikacji
drobnoustrojow (adaptacja metody do wymogéw platformy MALDI Biotyper), ale rowniez
poszerza jej zastosowanie o $ledzenie subtelnych zmian w profilach molekularnych bakterii
pod wpltywem zmiennych warunkéw srodowiskowych, np. sktadu podtoza hodowlanego oraz
okazuje si¢ skuteczna w ocenie lekoopornosci bakterii wzglgdem antybiotykow -
laktamowych (gtownie w detekcji wielolekoopornych bakterii ESBL i1 CPB). Opracowane
podejscie analityczne moze by¢ z tatwoscia dostosowane do wymogdéw pracy rutynowych
laboratoriow mikrobiologicznych posiadajagcych standardowg aparatur¢ MALDI (typu
Microflex), poniewaz w badaniu zastosowalem warunki zaadaptowane do wymogoéw
komercyjnie dostepnej platformy do identyfikacji mikroorganizméw MALDI Biotyper
kompatybilnej z wymieniong aparaturg, aczkolwiek z ograniczong mozliwos$cig poglebione;j
analizy zmian profili molekularnych w zmiennych warunkach hodowli. Zaproponowane
podejscie zostato przedstawione w dostepnej literaturze po raz pierwszy.

(2) Opracowano nowy protokdt analityczny badania sktadu mikrobiologicznego S$liny
opierajacy si¢ na wykorzystaniu analizy proteomicznej i lipidomicznej MALDI oraz analizy
powierzchniowych grup funkcyjnych technikag FTIR. Opracowane podejscie pozwala na
wiarygodng charakterystyke dominujacych i kluczowych w przypadku badan mikrobioty
jamy ustnej gatunkéw paciorkowcdw znacznie poszerzajac uzytecznos¢ technik hodowlanych
oraz zwigkszajac znaczenie $liny, jako ptynu diagnostycznego. Zaproponowane podejscie
zostalo przedstawione w dostepnej literaturze po raz pierwszy.

(3) Opracowano nowy protokét wykrywania aktywnos$ci karbapenemaz za pomoca techniki
MBT STAR-Carba w oparciu o zakres réznych gestosci zawiesin bakteryjnych 1 czasow
inkubacji oraz dodatku inhibitorow. Opracowany protokét moze by¢ z powodzeniem
wykorzystany do czeSciowej klasyfikacji bakterii ze wzgledu na rodzaj posiadanych genéw
oporno$ci na karbapenemy, moze by¢ przydatny w ocenie wrazliwos$ci bakterii na rodzaje
stosowanych inhibitor6w — alternatywa dla standardowych testow MIC, metoda poszukiwania
skutecznych zwigzkéw jako potencjalnych inhibitorow karbapenemaz, wskazuje na
mozliwos¢ znacznego skrdcenie czasu inkubacji dla wybranych rodzajéw bakterii (nawet do 1
minuty), a takze moze by¢ pomocny w poprawnej ocenie uzyskiwanych wynikow
negatywnych 1 watpliwych. Zaproponowane podejscie zostalo przedstawione w dostepnej
literaturze po raz pierwszy.

(4) Opracowano nowy protokot analizy sktadu mikrobiologicznego probek miodéw w oparciu
o szybkg identyfikacje bakterii technikga MALDI z wykorzystaniem aparatury ultrafleXtreme
MALDI-TOF/TOF MS zaadaptowanej do platformy MALDI Biotyper. Stoworzony protokoét
pozwala na wiarygodng identyfikacje bakterii przetrwalnikujacych, w tym poprawng
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klasyfikacje gatunkéw blisko spokrewnionych nalezacych do grup Bacillus subtilis oraz
Bacillus cereus, oraz okazat si¢ skuteczny w analizie wptywu typu miodéw oraz pochodzenia
na ich skfad gatunkowy. Opracowane podejscie zostato opisane po raz pierwszy w literaturze
w konteks$cie badania wptywu pochodzenia geograficznego i botanicznego miodéw na ich
sktad mikrobiologiczny.

(5) Po raz pierwszy w literaturze zastosowano nowa platforme¢ identyfikacji
mikroorganizméw technika MALDI - EXS 2600 Zybio Inc., do badania probek
srodowiskowych (ré6znych probek mleczarskich). Uzyskane wyniki pozwolity na poszerzenie
obecnego stanu wiedzy na temat wptywu konstrukcji baz widm referencyjnych na
skutecznos$¢ identyfikacji bakterii — wskazanie wptywu pochodzenia geograficznego izolatow
uzywanych do tworzenia widm referencyjnych jako istotnego parametru rozrdzniania
gatunkéw blisko spokrewnionych, co powinno by¢ uwzgledniane podczas poszerzania
dostepnych bibliotek widm, a takze wskazanie mozliwosci wykorzystania izolatdw o ré6znym
pochodzeniu geograficznym w tworzenia tzw. super widm, jako potencjalnie skutecznego
rozwigzania problemu skutecznej identyfikacji bakterii srodowiskowych nalezacych do blisko
spokrewnionych grup mikroorganizméw. Ponadto, uzyskane wyniki badan zostaly
wykorzystane podczas walidacji metody majacej na celu jej zaadoptowanie do przemystu
spozywczego, w szczegllnosci mleczarskiego (kontrola jakosci).

4.4.5 Perspektywy badawcze
Moje dalsze plany naukowo-badawcze mozna podzieli¢ na kilka gtéwnych kierunkow:

(1) Rozwijanie nowoczesnego podejscia kulturomicznego do poglebionej charakterystyki
sktadu mikrobiologicznego r6znych matryc klinicznych. Podjete dzialania zaowocowaly juz
wspotpracg z osrodkiem naukowym Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sklodowskiej-
Curie - Panstwowy Instytut Badawczy Oddzial w Gliwicach z ktéorym w ramach projektu
Opus ,,Nowe podejscie do obrazowania i szybkiej identyfikacji mikrobiomu w ocenie skutkow
radioterapii” (2020/39/B/NZ7/02733) podjatem si¢ prac majacych na celu opracowanie
podejécia analitycznego do charakterystyki zmian zachodzacych w sktadzie mikrobioty
moczu pacjentow cierpigcych na raka prostaty przechodzacych radioterapi¢ w oparciu o
podejscie kulturomiczne. Mocz jako matryca biologiczna stanowi duze wyzwania analityczne,
poniewaz przez dlugi czas byl uwazany za material sterylny — wolny od obecnosci
mikroorganizméw, za wyjatkiem przypadkow infekcji gatunkami patogennymi. Podjete
przeze mnie prace — zardwno te juz opublikowane [135] jak i bedace w trakcie recenzji
[136](preprint), dowodzg iz dzigki opracowaniu odpowiednich narz¢dzi do charakterystyki
sktadu mikrobiologicznego moczu, takich jak nowoczesne podejscie kulturomiczne, mozliwa
jest detekcja obecno$ci bakterii w trudnych matrycach klinicznych, takich jak mocz. Co
wiecej, wyniki wskazuja, ze opracowywane podejs$cie kulturomiczne pozwala nie tylko na
identyfikacje¢ bakterii patogennych odpowiedzialnych za stany zapalne i1 infekcje drog
moczowo-plciowych, ale rowniez na charakterystyke mikrobioty komensalnej — zasiedlajace;j
drogi moczowo-piciowe, badanie zmian w jej sktadzie pod wplywem réznych czynnikoéw
zewnetrznych, np. ekspozycji na promieniowanie radiacyjne, a takze na opis korelacji z
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parametrami zdrowotnymi pacjentéw (np. poziomem cukru w krwi i moczu). W ramach
przedstawianego kierunku planowanych badan mam zamiar réwniez opracowaé podejscie
kulturomiczne do §ledzenia zmian w mikrobiocie moczowej oraz jelitowej pod wplywem
suplementacji probiotykami co, jak wskazujg dotychczas zebrane wyniki badah, moze by¢
korzystne w przypadku pacjentéw podejmujacych radioterapie;

(2) Zwigkszanie uzytecznosci techniki MALDI-TOF MS do zastosowan w laboratoriach
mikrobiologicznych w zakresie zwigekszania wiarygodnos$ci identyfikacji i rozr6zniania
blisko spokrewnionych szczepow bakterii. W tym kontek$cie planuje¢ szereg badan
majacych na celu opracowanie protokoléw analitycznych opierajacych si¢ o analize
lipidomiczng bakterii obejmujace opracowanie rdéznych strategii ekstrakcji lipidow
komérkowych bakterii (catkowita vs celowana) w oparciu o metody ekstrakcji ciecz-ciecz
(np. metoda Folcha, Bligh-Dyer, Matyash) i ekstrakcji/mikroekstrakcji do fazy statej
(SPE/SPME) oraz opracowanie warunkéw analizy MALDI-TOF MS, w tym: (a) dobdr
matryc MALDI do analizy w trybie jonizacji dodatniej i ujemnej, a takze selekcja podtozy o
charakterze nanostruktur w wariancie bezmatrycowym, (b) selekcja sposobu naktadania
matryc MALDI [np. metoda suchej kropli (ang. dry droplet), kanapki (ang. sandwich), czy tez
metoda automatycznego rozpylania (ang. automatic sprayer method)], (c) dobdér optymalnych
parametréw jonizacji/desorpcji i generowania widm - selekcja warunkéw pracy lasera (moc,
czestotliwose, liczba strzatow) w trybie jonizacji dodatniej/ujemnej z uzyciem reflektronu—
adaptacja do trybu liniowego oraz (d) opracowanie sposobu analizy statystycznej i
klasyfikacji danych (m.in. tworzenie witasnych referencyjnych baz profili lipidowych,
klasyfikacja z wykorzystaniem oprogramowania MALDI Biotyper/EXS2600, klasyfikacja z
wykorzystaniem wielowymiarowych analiz statystycznych, np. hierarchicznej analizy skupien
(ang. hierarchical cluster analysis, HCA), analizy giéwnych sktadowych (PCA), czy tez
analizy dyskryminacyjnej metoda czastkowych najmniejszych kwadratow (ang. partial least
squares - discriminant analysis, PLS-DA). Planowane prace maja na celu stworzenie nowych
protokotéw analitycznych pozwalajacych na pozyskiwanie profili lipidowych bakterii
uzytecznych w rozrozniania typow bakterii (Gram-dodatnie vs Gram-ujemne), gatunkOw
(pozyskiwanie widm MS lipidow gatunkowo specyficznych), czy tez szczepow blisko
spokrewnionych trudnych do rozroznienia na podstawie sekwencji 16S rRNA lub profili
proteomicznych (np. Esherichia coli — Shigella sp.), a takze umozliwiajacych badanie zmian
zachodzacych w aktywnosci metabolicznej bakterii pod wptywem zmiennych warunkéw
zewngtrznych (np. pod wptywem antybiotykOdw, zmiennych parametréw biochemicznych
gospodarza (pacjenta)). Jak dotad, w ramach realizacji planéw badawczych, udato si¢ okresli¢
wplyw réznych matryc MALDI, metod ekstrakcji oraz trybéw jonizacji na sktad lipidowych
profili MS wybranych 4 gatunkach bakterii reprezentujagcych oba glowne typy (Gram-
dodatnie 1 —ujemne) [137], oceni¢ uzytecznos¢ techniki MALDI i jej odpowiednika
bezmatrycowego (NALDI) w rozréznianiu szczepoéw E. coli réznigcych si¢ opornoscig na
antybiotyki B-laktamowe [106] oraz oceni¢ uzyteczno$¢ analizy lipidomicznej MALDI w
identyfikacji bakterii biorgcych udziat w rozwoju ZSC [99]. Uzyskane wyniki wskazujg na
wysoki potencjat inkorporacji analizy lipidomicznej bakterii za pomocg techniki MALDI-
TOF MS w procesie identyfikacji mikrobiologicznej probek biologicznych, stad w
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opisywanym obszarze planowanych dziatah naukowo-badawczych zamierzam réwniez
przeprowadzi¢  badania w  kierunku  poszukiwania lipidowych determinantéw
wielolekoopornos$ci u patogenow klinicznych;

(3) Prace nad poszerzaniem uzytecznosci detekcji opornosci na karbapenemy za pomoca
techniki MALDI-TOF MS i testu aktywno$ci hydrolitycznej karbapenemaz MBT
STAR-Carba jako alternatywy standardowego testu MIC (minimalnego st¢zenia
hamujacego) do oceny skuteczno$ci nowych terapeutykéw do eradykacji wielolekoopornych
patogenéw klinicznych — kombinacji karbapenemy — inhibitory karbapenemaz. W ramach
dotychczas podjetych dziatan wraz z zespolem badawczym firmy Bruker Daltonik GmbH
(Brema, Niemcy) — dr Markus Kostrzewa, dr Katrin Sparbier, dr Oliver Drews, oraz
mgr Eweling Sibifiska (Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w
Toruniu) oraz mgr Dominika Blofiska (Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Wydziat
Chemii UMK w Toruniu), przeprowadzitem pilotazowe badania oceniajgce skutecznos¢ testu
MBT STAR-Carba w szybkim identyfikowaniu wrazliwosci réznych wielolekoopornych
szczepOw bakterii Gram-ujemnych na kombinacje imipenem + avibactam lub relebactam w
odniesieniu do rekomendowanej przez Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci
EUCAST (ang. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) metody
oznaczania warto$ci MIC metoda mikrorozcienczen w bulionie (ang. broth microdilution,
BMD) oraz metody multipleks PCR — wstepne wyniki badan zostaly zaprezentowane w
formie posteru naukowego na najwigkszej miedzynarodowej konferencji poswigconej
tematyce mikrobiologii klinicznej — European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (33rd ECCMID, Kopenhaga, Dania, 15-18 kwietnia 2023 r.) (Zatacznik nr
4, pkt.I.3A, pozycja 6 w Poster/E-poster) Obecnie trwaja prace nad manuskryptem.
Uzyskane wyniki wskazuja na wysoka uzyteczno$¢ metody jako metody szybkiej oceny
skutecznosci kombinacji antybiotyk + inhibitor karbapenemaz oraz moga by¢ w przysztosci
wykorzystane rowniez jako metoda wstepnej klasyfikacji rodzaju karbapenemaz — zgodnie z
zatozeniami 1 mechanizmem dziatania badanych inhibitoréw test poprawnie wskazywat
wrazliwo$¢ bakterii posiadajacych geny KPC na obecno$¢ relebactamu przy braku spadku
aktywnosci u bakterii posiadajacych metalo-pB-laktamazy;

(4) W zwigzku z faktem, iz duza czg$¢ moich badan wchodzi w obszar dotyczacy
poszukiwania nowych metod oceny lekoopornosci, a w tym konteks$cie, oprdcz
standardowych metod analizy stopnia wrazliwo$ci/opornosci bakterii prowadzonych na tzw.
komoérkach planktonicznych (wolnozyjacych pojedynczych komoérkach — standardowe
zawiesiny komorkowe), niezwykle istotnym parametrem jest mozliwos¢ wystgpowania
bakterii w formie biofilméw (drastyczny wzrost stopnia opornosci wzgledem substancji
bakteriobdjczych i bakteriostatycznych), planuje¢ zaadoptowac¢ opracowywane protokoly
analizy mikroorganizméw za pomoca techniki MALDI-TOF MS (podejscie lipidomiczne,
testy MBT STAR-Carba) do badania biofilméw bakteryjnych w oparciu o obrazowanie
MALDI (ang. MALDI imaging). Do tej pory technika obrazowania MALDI byta szeroko
stosowana do obrazowania zmian zachodzacych w komoérkach eukariotycznych (roslinne,
zwierzece w tym ludzkie), natomiast badania biofilméw bakteryjnych pozostaja wcigz
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obszarem w duzej mierze nieznanym. Zaktadam, iz opracowanie wiarygodnej i prostej
metody analizy zmian zachodzacych w komoérkach bakteryjnych tworzacych biofilm pozwoli
na skuteczniejsza ocen¢ efektywnosci projektowanych terapii antybakteryjnych (warunki
zblizone do rzeczywistych). Tak nowatorskie badania beda wymagaly szeroko zakrojonej
wspolpracy z ekspertami z dziedziny analizy 1 przygotowywania biofilméw bakteryjnych,
ktore sprostaja wymaganiom stawianym probkom nadajacym si¢ do obrazowania technika
MALDI. W zwiazku z powyzszym, w opisywanym kierunku planowanych badan podjatem
wspolprace z oSrodkiem naukowym Uniwersytety Nawarry w Pampelunie (Hiszpania) —
Katedra Mikrobiologii i Parazytologii, Wydzial Lekarski, gdzie zaplanowalem odbycie 6
miesi¢cznego stazu w ramach programu Bekker NAWA pod opieka dr Guillermo
Martinez-de-Tejada (planowany poczatek wrzesien 2025 r.) podczas ktérego bede m.in.
doskonalil warsztat z przygotowywania biofilmoéw bakteryjnych, ze szczegdlnym naciskiem
na mozliwo$ci wykorzystania reaktora do tworzenia biofilméw w warunkach dynamicznych
(ang. Center for Disease Control Biofilm Reactor, CBR);

(5) Czeg$¢ moich dotychczasowych dzialan naukowo-badawczych dotyczy analizy probek
srodowiskowych. W tym zakresie planuj¢ dalszy rozwdj opracowywanych protokotow
analitycznych MALDI do identyfikacji mikroorganizméw S$rodowiskowych
pochodzacych z ré6znych zrddet skupiajac si¢ na takich matrycach jak produkty mleczarskie,
probki zwigzane z przetworstwem paliw czy tez material roslinny wykorzystywany do
produkcji pasz, co wynika z podjetych przeze mnie wspoélprac z obszarem gospodarczym
(Polmlek Grudziadz, PKN Orlen, Smart Agro Solutions). Badania b¢dg dotyczy¢ zaréwno
identyfikacji taksonomicznej (charakterystyka sktadu gatunkowego, w tym poszerzanie
bibliotek widm referencyjnych platform do identyfikacji MALDI), jak i pogtgbione]
charakterystyki zdolno$ci metabolicznych (aktywnosci enzymatycznej) izolowanych bakterii
— potencjal do wykorzystania w zakresie m. in. zwigkszania bezpieczenstwa i uzytecznosci
pasz do skarmiania zwierzat gospodarczych, polepszania jakosci produktéw mleczarskich (np.
zwigkszania zawartosci witamin z grupy B 1 witaminy D, zawartoSci wielonienasyconych
kwaséw tluszczowych), degradacja odpadéow ropopochodnych, ochrona paliw przed
negatywnym wptywem mikroorganizméw srodowiskowych w warunkach dlugotrwatego
przechowywania itp. W opisywanym kierunku badan moje dziatania beda skupione przede
wszystkim na tworzeniu nowych procedur analitycznych, ktore beda charakteryzowac sig
prosta metoda przygotowywania probek i krdotkim czasem do uzyskania wiarygodnego
wyniku.
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S. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo
artystyczna realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej
lub instytucji kultury, w szczegdélnoS$ci zagranicznej.

Przedsiewzigcia naukowo-badawcze, ktére realizowalem przed i po uzyskaniu
stopnia doktora, w instytucjach naukowych w kraju i za granica, sktadaja si¢ na moje drugie
osiggnigcie naukowe.

5.1 Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora.

Dziatalno§¢ naukowa rozpoczatem na II roku studiéw stacjonarnych II stopnia
(magisterium) na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu. Pierwsza praca badawcza,
ktora podjatem, dotyczyta analizy egzopolisacharydow (EPS) 1 liposacharydéw (LPS)
wytwarzanych przez mikrosymbionty brodawkowe Robinia pseudoacacia L.. Pracg
zrealizowatem w Zaktadzie Mikrobiologii na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska pod
$cistym nadzorem prof. dr hab. Hanny Dahm (promotor pracy magisterskiej). Przed
rozpoczeciem badan we wrze$niu 2010 roku odbylem miesieczny staz naukowy w
Innowacyjno — Wdrozeniowym Laboratorium Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Pomorskiego Parku Naukowo — Technologicznego w Gdyni, ktory dotyczyt poznania zasad
diagnostyki molekularnej opartej o analiz¢ DNA przy uzyciu techniki PCR (Zatacznik nr 4,
pkt IL.6B). Podczas stazu nabylem wiedze oraz praktyczne umiejetnosci z zakresu izolacji
DNA i RNA oraz ich analizy technikg PCR, w tym metodg AS-PCR, PCR-RFLP oraz nested-
PCR. Nabyte umiejetnosci wykorzystatem podczas realizacji pracy magisterskiej, gdzie
jednym z zatozonych zadan badawczych byta izolacja i detekcja obecnosci plazmidéw.

Po obronie pracy magisterskiej w czerwcu 2011 roku dalej kontynuowatem prace
badawcze w obszarze mikrobiologii $rodowiskowej w ramach podjetych studiéw
doktoranckich - Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie Matematyczno-Przyrodnicze (ISDM-
P) na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu (lata 2011-2016). Prace badawcze
realizowatem w Zaktadzie Mikrobiologii (Wydziatl Biologii i Ochrony Srodowiska) oraz w
Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki (Wydziat Chemii) pod $cistym nadzorem dr hab.
Katarzyny Hrynkiewicz oraz dr hab. Tomasza Kowalkowskiego (promotorzy pracy
doktorskiej). Tematyka podjetych badan dotyczyla zbadania wybranych mechanizméw
mogacych podwyzsza¢ wydajno$¢ procesu mikrobiologicznie wspomaganej fitoremediacji
gleb zanieczyszczonych metalami ci¢zkimi. Prace obejmowaly zaréwno charakterystyke
mikrobiologiczng terendw metalonosnych, jak i izolacj¢ puli szczepéw metalotolerancyjnych
z oceng ich wplywu na wydajno$¢ procesu oczyszczania gleb z metali cigzkich. W
realizowanych badaniach naukowych wykorzystywatem zaré6wno techniki wykorzystywane w
laboratoriach mikrobiologicznych - m.in. posiewy na podlozach statych i ptynnych, analizy
aktywnosci metabolicznej na podstawie profili wykorzystywanych zrédet wegla, identyfikacja
molekularna na podstawie sekwencjonowania 16S rRNA, doswiadczenia in vitro na kulturach
tkankowych roslin, doswiadczenia donicowe, wyznaczanie liczebnosci mikroorganizméw
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metodg liczenia jednostek tworzacych kolonie — jtk, jak i te wchodzace w zakres chemii
analitycznej — m.in. wysokosprawna chromatografia cieczcowa (HPLC), spektrometria mas,
atomowa spektrometria absorpcyjna (AAS), skaningowo-transmisyjna mikroskopia
elektronowa ze spektroskopig dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (STEM-
EDX). Realizowane prace badawcze byly finansowane przez grant naukowy otrzymany
przeze mnie w  konkursie Preludium 4 z  Narodowego Centrum  Nauki
(2012/07/N/NZ9/01608) noszacy tytul , Molekularne i biochemiczne mechanizmy
towarzyszgce mikrobiologicznie wspomaganej fitoekstrakcji metali cigzkich” oraz Grant
indywidualny Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu pt. ,,Jakosciowa i ilosciowa analiza sideroforow syntetyzowanych przez
grzyby w warunkach ekspozycji na wysokie stezenia metali ciezkich”, ktérych bylem
kierownikiem (Zatacznik nr 4, pkt II.5B). Realizacja projektu Preludium 4 zaowocowata 6
publikacjami, z czego w 5 bylem wspé6tautorem (Zatacznik nr 4, pkt I.2A pozycja 34, pkt
I1.2B pozycje 1,4,5,7).

W trakcie trwania studiéw doktoranckich wzigtem udziat w wieloosrodkowych
badaniach naukowych: (1) we wspotpracy z dr Christel Baum z Wydzialu Nauk Rolniczych i
Srodowiskowych Uniwersytetu w Rostoku (Niemcy) przeprowadzitem badanie dotyczace
analizy stopnia bioakumulacji i wewnatrzkomdrkowej dystrybucji jondw kadmu u bakterii
wyizolowanych z ryzosfery, ektomikoryzy i owocnikéw grzybéw ektomikoryzowych oraz
bralem udzial w analizie profili metabolicznych mikroorganizméw towarzyszacych halofilnej
roslinie Solirdd zielny (Zatacznik nr 4, pkt I.2B. pozycje 5, 6) oraz (2) bralem udzial w
badaniu potencjatu metabolicznego oraz bior6znorodnosci populacji bakterii endofitycznych 1
ryzosferowych rosliny halofilnej Aster polny we wspdtpracy z prof. Zofia Piotrowska-Seget i
dr Tomasza Plociniczaka z Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach
oraz z dr Silke Ruppel z Instytut Uprawy Warzyw i Roslin Ozdobnych w Grossbeeren
(Niemcy) (Zatacznik nr 4, pkt I1.2B. pozycja 2).

W dniu 7 pazdziernika 2016 roku obronilem z wyrdéznieniem rozprawe doktorska pt:
»Wybrane aspekty mikrobiologicznie wspomaganej fitoremediacji metali cigzkich” uzyskujac
stopien naukowy doktora nauk biologicznych w zakresie biologii nadany w dniu 14
pazdziernika 2016 roku uchwata Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK.

5.2  Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora dalszy rozwoj kariery naukowej zwigzatem
z Wydzialem Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (dotgczenie do zespotu
Katedry Chemii Srodowiska i Bioanalityki od listopada 2016 do konca wrzesnia 2023 roku), a
z pazdziernikiem 2018 roku réwniez z Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych
Technologii UMK w Toruniu. Podj¢ta wspdtpraca miata r6zny charakter od pracy na umowy
zlecenie/dzieto jako wykonawca grantéw naukowych (Zatacznik nr 4, pkt. II.5A.) po prace w
ramach umowy o prace (patrz pkt. 3).
W rozpoczetych przeze mnie badaniach naukowych skupitem si¢ przede wszystkim na
rozwoju r6znych technik chemii analitycznej do celow poglebionej charakterystyki
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mikroorganizméw pochodzacych z réznych matryc biologicznych, co zapoczatkowalem juz w
trakcie studiow doktoranckich, podczas ktérych mialem mozliwo$¢ realizacji badan na dwéch
wydziatach (oprécz Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska réwniez na Wydziale Chemii).
W pracy badawczej zajmuje¢ si¢ takimi aspektami naukowymi jak: (a) rozwijanie 1
opracowywanie metod szybkiej detekcji i1 identyfikacji mikroorganizméw w materiale
klinicznym 1 srodowiskowym z wykorzystaniem rdéznych narzedzi chemii analitycznej
(desorpcji/jonizacji laserem wspomaganej matrycg (MALDI)/nanostrukturami (NALDI)
sprzezonej ze spektrometrig mas z analizatorem czasu przelotu — MALDI/NALDI-TOF/MS,
spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni — FT-IR, elektroforezy kapilarnej, CE) oraz
technik biologii molekularnej (fancuchowa reakcja polimerazy — PCR oraz sekwencjonowanie
DNA) jako metody odniesienia: (b) opracowywanie metod poszerzonej charakterystyki i
rozrézniania  blisko  spokrewnionych  szczepéw  mikroorganizméw w  podejsciu
proteomicznym 1 lipidomicznym; (c) rozwijanie technik szybkiej  detekcji
antybiotykoopornosci u bakteryjnych patogenéw klinicznych w oparciu o technike
MALDI/NALDI-TOF MS.

W trakcie realizacji podjetych przeze mnie badan odbylem 3 staze naukowe w
zagranicznych osrodkach naukowych (Zatacznik nr 4, pkt.IL.6A):

(1) w Bioanalytical Development & Clinical Mass Spectrometry Department
(Dzial Badan i Rozwoju Technik Bioanalitycznych i Klinicznej Spektrometrii Mas)
firmy Bruker Daltonik GmbH w Bremie (Niemcy), gdzie pod opieka dr Markusa
Kostrzewy oraz wspoétpracy z dr Katrin Sparbier oraz dr Markus Peer prowadzitlem
badania majace na celu opanowanie przeze mnie: techniki przygotowywania widm profili
biatkowych bakterii w referencyjnej bazie danych platformy do identyfikacji
mikroorganizmé6w MALDI Biotyper; réznych metod identyfikacji grzybéw i bakterii za
pomocg techniki MALDI TOF MS; analizy bakterii metoda transmisyjnej spektrometrii w
podczerwieni przy uzyciu platformy IR Biotyper; wykrywania aktywnosci cefalosporynaz i
karbapenemaz przy uzyciu modulu MBT STAR-BL; wykorzystania oprogramowania
ClinProTools do  poszukiwania  biomarker6w  rozrdzniajacych  rézne  szczepy
mikroorganizmoéw. Co wazne, pobyt na stazu umozliwit mi przeprowadzenie badania wptywu
roznych zawiesin komoérkowych 1 czaséw inkubacji oraz dodatku inhibitorow enzymoéw na
wyniki wykrywania aktywnosci karbapenemaz za pomocg modutu MBT STAR-BL u r6znych
szczepOw Enterobacterales 1 Pseudomonas aeruginosa syntetyzujacych odmienne klasy
karbapenemaz, co opisatem w pracy H4. Staz byt sfinansowany przez grant naukowy
Sonatina 2 (Zalacznik nr 4, pkt. II.5A, pozycja 6), ktérego bylem Kierownikiem, a podjeta
wspotpraca jest kontynuowana, co zaowocowato wigczeniem mnie do badan nad szybkimi
testami na lekowrazliwo$¢ w oparciu o technike MALDI-TOF MS (,MBT FAST”), a takze
wspllnym wystgpieniem na najwigkszej na Swiecie konferencji naukowej poswigconej
zagadnieniom mikrobiologii klinicznej (Zatacznik nr 4, pkt.IL.3A. pozycja 6 w Poster/E-
poster) w zwigzku z podjetymi wspolnymi badaniami nad poszerzeniem uzytecznos$ci testu
MBT STAR-Carba w badaniu antybiotykoopornosci. (5-7.2019).

(2) w Laboratorium Mikrobiologicznym Zespolonego Szpitala Uniwersytecki w A
Coruna (The University Hospital Complex of A Coruiia — CHUAC, Hiszpania), gdzie
pod opiekag dr Mariny Oviano Garcia odbylem przeszkolenie z: (a) pracy jednostek
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szpitalnych zajmujacych si¢ zwalczaniem drobnoustrojow wielolekoopornych i kontroli
epidemiologicznej (m.in. poznanie gtdwnych metod wykrywania mechanizméw oporno$ci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe, poznanie kryteri0w interpretacji antybiogramow); (b)
zastosowania technik proteomicznych w praktyce klinicznej (m.in. bezposrednia identyfikacja
z posiewu krwi); (c) epidemiologii molekularnej (poznanie teoretycznych 1 praktycznych
podstaw masowego sekwencjonowania NGS (ang. Next Generation Sequencing). (9/2022).

(3) w Zakladzie Mikrobiologii i Parazytologii Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu Nawarry w Pampelunie, gdzie pod opieka dr Guillermo Martinez de
Tejada de Garaizabal podjatem badania majgce na celu udoskonalenie mojego warsztatu w
zakresie przygotowania i analizy biofilméw bakteryjnych do badania wptywu rdéznych
rodzajéw substancji bakteriobdjczych, takich jak peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang.
Antimicrobial Peptides, AMP), antybiotyki i ich kombinacje oraz oceny mozliwo$ci ich
wykorzystania w  przygotowywaniu funkcjonalizowanych powlok tytanowych o
wlasciwosciach  przeciwdrobnoustrojowych. Nawigzana podczas pobytu wspotpraca
zaowocowal ztozeniem wniosku pt. ,,Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe kompleksow
laktoferyny bydlecej z metalami przejsciowymi (me-bLTF)- skuteczna bron przeciw
bakteryjnym biofilmom?” (nr BPN/BEK/2024/1/00055) w Programie Bekker NAWA 2024
celem prowadzenia dalszych wspdlnych badan. (6/2023).

Odbyte staze naukowe pozwolity mi na znaczne poszerzenie mojej teoretycznej i
praktycznej wiedzy z zakresu problematyki szeroko pojmowanej diagnostyki
mikrobiologicznej zar6wno w kontekscie wykorzystywanych metod, technik oraz aparatury
naukowo-badawczej, badanych rodzajow materialu (charakteru matrycy biologicznej), jak 1
samych mikroorganizméw. Podjete przeze mnie wspdtprace sa dalej kontynuowane, co daje
mozliwos¢ dalszego rozwoju opracowywanych przeze mnie protokotdw badawczych, ich
walidacji na drodze badan miedzy laboratoryjnych oraz aplikowania o migdzynarodowe
granty badawcze.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

6.1 Dzialalno$¢ dydaktyczna

Prowadzenie lub wspélprowadzenie zaje¢ dydaktycznych rozpoczalem od roku
akademickiego 2011/2012 z chwilg rozpoczgcia studiow doktoranckich. W okresie trwania
studiow III stopnia poprowadzilem samodzielnie (S) lub w formie wspotprowadzenia (W)
zajecia laboratoryjne z przedmiotow: Mikrobiologia (S/W), Mikrobiologia ogélna (W)
Czynniki patogennosci bakterii klinicznych (S), Ekologiczna, rodzajowa i funkcjonalna
réznorodnos¢ mikroorganizmow ryzosferowych (S) oraz Molekularne podstawy
symbiozy i aplikacyjny charakter mikrosymbiontéw roslin (W).
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Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora moje zatrudnienie mialo w wigkszosci

charakter badawczy, niemniej jednak, cze$¢ mojej aktywnosci naukowej dotyczyta réwniez
dziatalnosci dydaktycznej, wsrod ktorej nalezy wymienic:

Przygotowywanie pracowni do zaje¢¢ laboratoryjnych prowadzonych na Wydziale
Chemii UMK w Toruniu w ramach zatrudnienia na stanowisku specjalisty
inzynieryjno-technicznego (1/2 etatu) w okresie 10.2021-9.2023 - przedmioty:
Mikrobiologia ogélna, Fizykochemiczne metody rozdzielania, Podstawy chemii
procesow biologicznych i bioanalityka, Chemia S$rodowiska i ekologia,
Environmental Chemistry and ecology;

Wspdétautorstwo skryptu do éwiczen laboratoryjnych z fizykochemicznych metod
rozdzielania w medycynie i farmacji pod redakcja Magdaleny Ligor oraz Bogustawa
Buszewskiego (Zatacznik nr 4, pkt. 1.1, pozycja 8);

Wspdtautorstwo rozdziatu ,,Nowoczesne metody identyfikacji mikroorganizméw”
w opracowaniu zbiorowym ,,Bioanalityka w nauce i zyciu. 2: Nowe strategie
analityczne i rozwiazania aparaturowe” Wydawnictwa PWN pod redakcja Ireny
Baranowskiej i Bogustawa Buszewskiego skierowanej do szerokiego grona odbiorcoéw
spolecznosci akademickiej, w tym studentéw, pracownikéw naukowych i
pracownikéw laboratoriéw badawczych (Zatacznik nr 4, pkt. II.1, pozycja 6) —
wspomniana pozycja zostala wydana réwniez w wersji anglojezycznej przez
wydawnictwo Springer (Zalacznik nr 4, pkt. 1.1, pozycja 2);

W okresie od 01.07.2019 do 30.09.2019 pelnitem rol¢ opiekuna stazu Pani Eweliny
Maslak realizowanego w ramach programu AS KIER UMK - Staz zawodowy jako
dostosowanie Studentow i absolwentow Wydziatu Chemii UMK do wymogow rynku
pracy zgodnie z kierunkiem studiow;

W dniu 23.12.2020 r. zostalem powotany przez Rad¢ Dyscypliny Wydziatu Chemii
UMK w Toruniu na promotora pomocniczego rozprawy doktorskiej Pani mgr
Eweliny Sibinskiej (z domu Maslak) w ramach Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i
Przyrodniczych Academia Scientiarum Thoruniensis. Tytut rozprawy doktorskiej:
wIstotnos¢  rozwoju  metod  spektrometrycznych ~w  procesie  identyfikacji
mikroorganizmow”.

6.2 Dzialalno$¢ organizacyjna oraz popularyzujaca nauke i sztuke.

Wsrdéd prowadzonej przeze mnie dziatalnosci organizacyjnej na rzecz Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika w Toruniu nalezy wymienic:

Przed uzyskaniu stopnia naukowego doktora

organizacja 18th International Symposium on Advanced in  Extraction
Technologies and 22nd International Symposium on Separation Science, Torun
(2016), (cztonek komitetu organizacyjnego);

organizacja 29. Miedzynarodowego Sympozjum nt. Chromatograficznego oraz 18
Miedzynarodowego Sympozjum nt. Technik Rozdzielania “Chromatography &
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Separation Science. Past, today, future.”, Torun (2012), (czlonek komitetu
organizacyjnego);

organizacja Kopernikanskiego Sympozjum Studentéw Nauk Przyrodniczych, Torun
(2011), (cztonek komitetu organizacyjnego);

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

organizacja konferencji naukowej w ramach 65. Zjazdu Naukowego Polskiego
Towarzystwa Chemicznego, Torun (2023), (cztonek komitetu organizacyjnego);
organizacja 5. Konferencji Naukowej ,,Metabolomics Circle”, Przysiek k. Torunia
(2018), (cztonek komitetu organizacyjnego).

Prowadzona przeze mnie dziatalno$¢ popularyzatorska nauki obejmuje:

Przed uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Prowadzenie zaje¢ w ramach Uniwersytetu Dziecigcego pt. ,,Mikroorganizmy wokot
nas” , Torun (2013);

Przeprowadzenie warsztatow ,,Wszystko co powinienes wiedzie¢ o drozdzach. Czym
zywiq sie grzyby, dlaczego ciasto rosnie” w ramach Nocy Biologdw zorganizowanej
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu, (2013);

Autorstwo 1 przeprowadzenie warsztatbw z dziedziny mikrobiologii pt.
»Niesmiertelnik z DNA” w ramach XIII Festiwalu Nauki i Sztuki Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu, (2013).

Upowszechnianie rezultatow prac badawczych wiasnychi zespotu obejmujgce m.in.
prezentacje plakatow 1 komunikaty ustne na konferencjach naukowych krajowych
1 miedzynarodowych (szczegdty w Zataczniku nr 4, pkt 11.3B).

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Wygtoszenie wyktadu pt. ,,Wszystkie nasze -omy, czyli 7-mio milowe kroki
diagnostyki” podczas II edycji sympozjum ,,Mikrobiota a nowotwory” (20.05.2024 r.)
w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Panstwowy
Instytut Badawczy, Oddzial w Gliwicach na zaproszenie Gornoslaskiej Fundacji
Onkologicznej;

Zorganizowanie warsztatéw pt. ,, Technika MALDI w rutynowej diagnostyce klinicznej
- warsztaty z identyfikacji patogenow klinicznych i detekcji antybiotykoodpornosci” w
ramach dziatalnosci Uniwersyteckiego Centrum Doskonatosci ,,W kierunku medycyny
spersonalizowanej” skierowanej do spotecznosci akademickiej Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu (Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii UMK,
Torun, 18-20.03.2024 r.). W ramach warsztatow wyglositem dwa wyklady: (1)
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»INowoczesna metoda kulturomiczna do analizy mikrobiomu” oraz (2) ,,Test MBT
STAR BL do szybkiej detekcji opornosci na antybiotyki betalaktamowe”;

= Wygloszenie wykladu pt. ,,Application of novel mass spectrometry techniques for
microbial  diagnostic purposes” dla studentéw i1 pracownikow  Szpitala
Uniwersyteckiego Uniwersytetu Nawarry w Pampelunie (Hiszpania) (29.06.2023 r.);

= Przygotowanie 2 publikacji popularno-naukowych w kwartalniku ,,Analityka”,
poswieconym ludziom i problemom pracy laboratoryjnej: (1) Blonska i in. 2021.
Metody oznaczania antybiotykoopornosci u bakterii oraz (2) Maslak i in. 2020.
Analityka w diagnozowaniu zakazen trudno gojgcych si¢ ran a zespot stopy
cukrzycowej (szczegbdty w Zataczniku nr 4, pkt. II.1, pozycje 51 7)

=  Upowszechnianie rezultatéw prac badawczych wilasnychi zespotu obejmujace m.in.
prezentacje plakatow 1 komunikaty ustne na konferencjach naukowych krajowych
1 miedzynarodowych (szczegdty w Zataczniku nr 4, pkt I1.3A).

7. Pozostale informacje.

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

= Przyznanie przez Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu grantu indywidualnego pt. ,,Jakosciowa i ilosciowa
analiza sideroforow syntetyzowanych przez grzyby w warunkach ekspozycji na wysokie
stezenia metali ciezkich”, 2015.

* Przyznanie przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) grantu na realizacj¢ projektu
badawczego (Preludium 4) nr 2012/07/N/NZ9/01608 pt. ,,Molekularne i biochemiczne
mechanizmy towarzyszqce mikrobiologicznie wspomaganej fitoekstrakcji  metali
cigzkich”, 2013-2015.

* Przyznanie zwigkszenia stypendium doktoranckiego z dotacji podmiotowej na
dofinasowanie zadan projakosciowych za osiggnigcia w roku akademickim 2011/2012;

* Przyznanie zwigkszenia stypendium doktoranckiego z dotacji podmiotowej na
dofinasowanie zadan projakosciowych za osiagniecia w roku akademickim 2012/2013;

* Przyznanie zwigkszenia stypendium doktoranckiego z dotacji podmiotowej na
dofinasowanie zadan projakosciowych za osiagniecia w roku akademickim 2014/2015;

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

* Przyznanie przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) grantu na realizacj¢ projektu
badawczego (Sonatina 2) nr 2018/28/C/ST4/00434 pt. , Wykorzystanie techniki
MALDI-TOF/MS w monitorowaniu i szybkiej diagnostyce rozwoju zakazenia stopy
cukrzycowej”, 2018-2022;

= Zespotowe Wyr6znienie Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu — za
osiggnigcia uzyskane w dziedzinie naukowej w 2021 roku;

= Zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu II Stopnia
— za osiggnig¢cia uzyskane w dziedzinie naukowej w 2020 roku;
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= Zespotowe Wyrdznienie Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu — za
osiggnigcia uzyskane w dziedzinie naukowej w 2020 roku;

= Zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu II Stopnia -
za osiagniccia uzyskane w dziedzinie naukowo-badawczej w 2018 roku;

= Zespotowe Wyrdznienie Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu — za
osiggniecia uzyskane w dziedzinie naukowej w 2017 roku;

=  Stypendium Rektora UMK za wysoko punktowana publikacj¢ naukowa: 1 (2024), 3
(2022),1 (2021), 1-2020);

= Nagroda za najlepszy komunikat ustny wygloszony podczas 8th International
Conference ,,Quality and safety in food production chain”, Wroctaw (2018).

Poczawszy od rozpoczecia studiow doktoranckich w celu podnoszenia swoich umiejetnosci
naukowo-badawczej oraz poszerzania wiedzy do celéw realizacji podejmowanych badan
naukowych uczestniczylem w szeregu warsztatach 1 szkoleniach:

= Szkolenie ,gPCR Gene Expression application training” zorganizowane przez
ThermoFisher Scientific, Torun (2023);

= Szkolenie “IDplus Confidence Application training” zorganizowane przez Shimadzu
Center for Application and Training, Warszawa (2020);

=  Udzial w ,,Warsztaty z wykorzystania metod chemometrycznych w praktyce (kurs
podstawowy)” zorganizowany w ramach VI Konferencji Chemometrii i Metrologii w
Analityce, Poznan (2017)

= Szkolenie z zakresu prawidtowej obstugi, zasad eksploatacji oraz konserwacji
urzadzenia BioSpectrum firmy UVP Ltd. przeprowadzonego przez firm¢ Meranco
Aparatura Kontrolno-Pomiarowa i Laboratoryjna Sp. z 0.0., Torun (2013);

= Szkolenie z obstugi StepOnePlusTM Real-Time PCR System przeprowadzone przez
LifeTechnologiesTM, Torun (2013);

=  Warsztaty z zakresu Flow Field Flow Fractionation (FFFF) for the Separation of
Macromolecules & Particles przeprowadzone przez Wayatt Technology Europe
GmbH, Torun (2012);

= Szkolenie z Real-Time PCR - Analiza ekspresji genéw i Real-Time PCR -
Diagnostyka mikrobiologiczna organizowane przez BLIRT S.A. w Gdanskim Parku
Naukowo-Technologicznym, Gdansk (2012);

= Kurs jezykowy English for Academic Purpose I, Etap I Read out Listen/Understand
and Write na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu (2013);

= Kurs jezykowy English for Academic Purposes II, Etap II. Write Present and Engage
in Discussion na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu (2013).

(podpis wnioskodawcy)
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