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Wprowadzenie

Medycyna spersonalizowana, bedaca jednym z kluczowych osiggnig¢ wspodtczesnej
nauki, taczy osiagniecia chemii, biologii, genetyki, biotechnologii, bioinformatyki i
farmakologii w celu opracowania terapii dostosowanych do indywidualnych potrzeb pacjenta.
Rozw¢j tej interdyscyplinarnej dziedziny ma szczegdélne znaczenie w konteks$cie infekcji
bakteryjnych, ktore stanowig powazne wyzwanie dla zdrowia publicznego z uwagi na ich
ztozono$¢, powszechnos$¢ oraz narastajaca opornos$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe (ang.
Antimicrobial Resistance, AMR).

W  mikrobiologii  klinicznej  tradycyjnie  stosowane metody identyfikacji
mikroorganizmow, takie jak testy biochemiczne, serologiczne czy molekularne, cho¢
powszechne, czgsto okazuja si¢ czasochtonne i niewystarczajace w przypadku drobnoustrojow
o zblizonych fenotypach. Nowoczesne metody analityczne, takie jak spektrometria mas z
desorpcja/jonizacja laserowa wspomagang matrycg z analizatorem czasu przelotu (ang. Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS),
odegraty istotng role w przyspieszeniu i uproszczeniu proceséw identyfikacji patogenéw oraz
interpretacji mechanizméw opornos$ci na antybiotyki. Technika ta opiera si¢ na analizie widm
masowych, glownie biatek rybosomalnych, co umozliwia precyzyjna identyfikacje
mikroorganizmdéw na poziomie gatunku. Oprocz identyfikacji drobnoustrojow technika ta
znajduje szerokie zastosowanie w wykrywaniu mechanizméw antybiotykoopornosci,
umozliwiajac szybka i precyzyjna analiz¢ wlasciwosci bakterii. Dzigki temu mozna nie tylko
zidentyfikowa¢ patogen, ale rowniez oceni¢ jego potencjalng opornos¢, co stanowi podstawe
do wdrozenia celowanej terapii. Technologia MALDI-TOF MS oferuje przewage nad
tradycyjnymi metodami, skracajgc czas potrzebny na uzyskanie wynikow z kilku dni do
zaledwie kilku godzin, co jest kluczowe w leczeniu zakazen zagrazajacych zyciu, takich jak
sepsa lub zakazenia szpitalne wywolane przez patogeny wielolekooporne.

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie taczeniem techniki MALDI-TOF MS z
innymi podej$ciami ,,-omicznymi”, takimi jak proteomika, metabolomika czy genomika, co
pozwala na bardziej kompleksowa analize¢ mikroorganizméw. Takie podejscie umozliwia
uzyskanie petniejszego obrazu funkcjonowania mikroorganizméw w réoznych warunkach oraz
ich interakcji z otoczeniem. Integracja MALDI-TOF MS z proteomikg pozwala na
identyfikacj¢ biatek 1 peptydéw, ktore sg kluczowe dla rozwoju danego mikroorganizmu, jego
patogennosci czy opornosci na leki. Z kolei potaczenie tej techniki z metabolomika daje

mozliwo$¢ $ledzenia zmian w metabolitach, co moze dostarczy¢ informacji o reakcjach
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metabolicznych mikroorganizméw w odpowiedzi na stresy srodowiskowe lub terapeutyczne.
Dzigki takim wieloaspektowym badaniom mozliwe staje si¢ szybsze diagnozowanie choréb
infekcyjnych, lepsze zrozumienie mechanizmow opornosci na antybiotyki oraz rozwoj nowych
strategii terapeutycznych.

W kontekscie terapii antybiotykowej kluczowa role odgrywa rowniez monitorowanie
stezenia lekow w pltynach ustrojowych pacjentow, okreslane jako terapeutyczne monitorowanie
lekdbw (ang. Therapeutic Drug Monitoring, TDM). Podejscie to oparte jest na precyzyjnych
wynikach uzyskanych za pomocg zaawansowanych technik analitycznych, ktére umozliwiajg
personalizacjg¢ terapii farmakologicznej, dostosowang do indywidualnych potrzeb pacjenta, co
w konsekwencji przyczynia si¢ do poprawy skutecznos$ci leczenia oraz zwickszenia
bezpieczenstwa stosowanych lekéw. Takie podejscie jest nazywane czesto "terapig szytg na
miare" i stanowi istotny element w kontek$cie leczenia infekcji, zwlaszcza w przypadku
antybiotykdw, gdzie precyzyjne dostosowanie dawki ma kluczowe znaczenie w walce z
oporno$cig ~ mikroorganizméw.  Innowacyjnym  podejSciem  jest  wykorzystanie
zaawansowanych materiatéw, takich jak polimery z odciskiem molekularnym (ang.
Molecularly Imprinted Polymers, MIP), w polaczeniu z nowoczesnymi technikami
przygotowania probek, takimi jak mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (ang. Solid Phase
Microextraction, SPME). Metody te umozliwiajg selektywng izolacje i wzbogacanie
docelowych zwiazkoéw zlozonych z probek biologicznych, co znaczaco poprawia precyzje
dalszych analiz. Potaczenie ich z chromatografia cieczowa sprz¢zong ze spektrometrig mas
(ang. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS) pozwala na doktadne oznaczanie
zarbwno substancji aktywnych, jak 1 ich metabolitow, wspierajagc rozwdj nowoczesnej
diagnostyki i terapii. Potgczenie MIP, SPME i LC-MS otwiera nowe mozliwos$ci personalizacji
leczenia, oferujac bezpieczniejsze i1 bardziej efektywne strategie, szczegdlnie w intensywnej
terapii, gdzie doktadne dawkowanie jest kluczowe.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej skupitam si¢ na rozwijaniu i integracji
nowoczesnych technik analitycznych, majacych na celu lepsze zrozumienie mechanizmow
opornosci mikroorganizmdéw oraz optymalizacj¢ metod monitorowania terapii antybiotykowe;.
Zastosowatam spektrometri¢ mas MALDI-TOF MS umozliwiajaca szybka i precyzyjna
identyfikacje¢ klinicznych izolatow bakteryjnych. Technika ta zostala rowniez wykorzystana
przeze mnie do oceny mechanizméow opornosci zidentyfikowanych bakterii na antybiotyki, w
tym antybiotyki beta-laktamowe, makrolidowe czy chemioterapeutyki z grupy chinolonéw. W
ramach pracy wykorzystatam testy MBT-STAR-BL i MBT-ASTRA do kompleksowej oceny
opornosci bakterii na antybiotyki. Ponadto przeprowadzitam kompleksowe badania nad

przygotowaniem probek, walidacja zastosowanych metod oraz adaptacjg 1 testowaniem
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systemow Zybio pod katem ich przydatnosci w diagnostyce mikrobiologicznej i analizie
antybiotykow. W literaturze brak jest doniesien dotyczacych zastosowania MBT-ASTRA do
analizy azytromycyny czy lewofloksacyny, zwlaszcza w kontekscie bakterii S. aureus. Jako
jedna z pierwszych podjetam si¢ analizy opornosci na imipenem przy uzyciu spektrometru
Zybio EX2600 i porownania otrzymanych wynikdw z tymi uzyskanymi za pomocg
spektrometru liniowego - Microflex LT/SH (Bruker, Daltonik).

Opracowatam takze metodg ekstrakcji antybiotykdéw z osocza ludzkiego z zastosowaniem
MIP w technice mikroekstrakcji w fazie stacjonarnej. Celem badania bylo przygotowanie
nowych widkien SPME pokrytych MIP metoda polimeryzacji elektrochemicznej, z uzyciem
odpowiednich zwiazkéw jako matryc. W zwigzku z tym przeprowadzono szczegdtowa
charakterystyke fizyko-chemiczng otrzymanych materiatéw, stosujac roéznorodne techniki
instrumentalne. Uzyskane probki poddano analizie przy uzyciu chromatografii cieczowej
sprzezonej z spektrometrig mas (ang. High-Performance Liquid Chromatography with Tandem
Mass Spectrometry, HPLC-MS/MS) oraz spektrometrii mas z wykorzystaniem
kwadrupolowego pomiaru czasu przelotu (ang. Quad Time-of-Flight Mass Spectrometry, Q-
TOF). Opracowana metoda umozliwita selektywne wyizolowanie takich antybiotykow, jak
amoksycylina, cefotaksym oraz metronidazol, z probek biologicznych pochodzacych od
pacjentow intensywnej terapii. Nalezy zaznaczy¢, ze brak jest dostgpnych prac badawczych
dotyczacych mechanizmoéw rozpoznawania amoksycyliny, cefotaksymu i metronidazolu jako
matryc do ekstrakcji przy uzyciu wiokien SPME pokrytych MIP z rzeczywistych probek
pobranych od pacjentow. Ponadto, w niniejszym opracowaniu opisano zastosowanie metody
SPME-LC-MS/MS do oznaczania i identyfikacji trzech antybiotykéw w prébkach osocza
ludzkiego pobranych od pacjentéw na oddziatach intensywnej terapii. Po raz pierwszy
zastosowano te technike¢ do ekstrakcji antybiotykow z osocza ludzkiego, co stanowi istotny
wklad w rozwoj bardziej precyzyjnych narzedzi diagnostycznych oraz monitorowania terapii
antybiotykowej w konteks$cie intensywnej opieki medyczne;.

Niniejsza rozprawa doktorska obejmuje zbior szesciu publikacji naukowych (P1-P6) oraz
prezentuje wyniki badan wlasnych przeprowadzonych w ramach realizacji pracy doktorskie;j.
Badania te obejmuja badania pilotazowe oraz analizy prowadzone na materiale klinicznym i
zostaly uwzglednione w rozprawie w celu petniejszego zaprezentowania zastosowanych metod
badawczych, kompetencji metodologicznych oraz potencjalnych mozliwosci implementacji
opisanych technik w diagnostyce mikrobiologicznej. Uzyskane wyniki moga stanowié

podstawe dalszych analiz i przysztych publikacji naukowych.
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human plasma, Materials 2021, 14: 1-24 (IF2022 = 3.748 PM =
140)

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, B. Buszewski, Zastosowanie techniki MIP-
SPME do terapeutycznego monitorowania lekow w prébkach biologicznych,
Analityka: nauka i praktyka 2022, 23: 11-19. (PM = 20)

X IF=17,975 X PM=530

Badania wtasne wykonane w ramach realizacji rozprawy doktorskie;j:

[B1] Badania dotyczace identyfikacji mikroorganizméow wyizolowanych z probek

rzeczywistych (wymazy ptytkie oraz glgbokie z nosogardzieli, §lina) pobranych od
pacjentow z infekcjami gérnych drég oddechowych.

[B2] Badania dotyczace zastosowania testow MBT-STAR-BL oraz MBT-ASTRA,

opartych na technice MALDI-TOF MS, do analizy antybiotykoopornosci bakterii.
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Cel i zalozenia pracy

Nadrzednym celem rozprawy byta analiza mikroorganizméw klinicznych oraz detekcja

antybiotykoopornosci bakterii, a takze opracowanie nowych metod przygotowania probek do

monitorowania st¢zen antybiotykow w terapii pacjentow. Ponadto, w ramach pracy

skoncentrowano si¢ na optymalizacji procesu identyfikacji szczepow bakterii pochodzacych z

réznych zrodetl, w tym zywnosci, poprzez skrocenie czasu inkubacji. Celem tych badan byto

poprawienie efektywnos$ci diagnostycznej, co moze przyczyni¢ si¢ do szybszego wykrywania

patogenow oraz skuteczniejszego zarzadzania opornoscig na antybiotyki w réznych

srodowiskach.

Realizacja celu rozprawy doktorskiej obejmuje nastepujgce cele szczegotowe:

Przedstawienie roli nowoczesnych technik i podejscia ,,-omicznego” do identyfikacji
mikroorganizméw oraz wykrywaniu antybiotykoopornosci, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem ich znaczenia w diagnostyce i badaniach mikrobiologicznych [P1]
Ocena mozliwosci wykorzystania metody proteomicznej z zastosowaniem techniki
MALDI-TOF MS do oznaczania i identyfikacji bakterii izolowanych z prébek trudno
gojacych si¢ ran pooperacyjnych oraz probek pobranych od pacjentdow cierpigcych na
choroby uktadu oddechowego [P2, B1]

Walidacja metody skracajgcej czas inkubacji bakterii przetrwalnikujacych,
zapewniajacej jednoczesnie doktadno$¢ i wiarygodnosé ich identyfikacji za pomoca
techniki MALDI-TOF MS [P3]

Opracowanie, adaptacja i walidacja metod oceny mechanizméw antybiotykoopornosci
na antybiotyki powszechnie stosowane w terapii zakazen bakteryjnych, w tym
wykorzystywanych w leczeniu pacjentow z COVID-19, jak i rozwoj zaawansowanych
narzedzi diagnostycznych opartych na technice MALDI-TOF MS [P2, B2]

Zglebienie mechanizmow biotransformacji antybiotykow beta-laktamowych poprzez
zastosowanie wspotczesnych metod analizy, obejmujacych techniki in vitro, in vivo
oraz modelowanie in silico [P4]

Opracowanie selektywnej metod przygotowania probek biologicznych do izolacji
antybiotykdw beta-laktamowych z wykorzystaniem techniki MIP-SPME [P5, P6]
Rozwdj metod identyfikacji i oznaczania lekow oraz ich metabolitow za pomoca
chromatografii cieczowej polaczonej ze spektrometria mas, uwzgledniajacy
optymalizacj¢ warunkéw chromatograficznych i walidacje procedur analitycznych

[P5].
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W realizacji celow szczegolowych zastosowalam nastepujace instrumenty:

Spektrometr mas UltrafleXtreme MALDI-TOF MS wyposazony w laser Nd:YAG 0 A
= 355 nm, tryb jonizacji dodatni/ujemny (BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Niemcy)
Spektrometr mas Microflex LT MALDI-TOF MS wyposazony w laser N2 o A = 337
nm, tryb jonizacji dodatni (BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Niemcy)
Spektrometr mas EXS2600 MALDI-TOF MS wyposazony w laser N2 o A = 337 nm,
tryb jonizacji dodatni/ujemny (Zybio Inc., Choging, Chiny)
Mastercycler PRO S thermocycler (Eppendorf AG, Hamburg, Niemcy)
Spektrofotometr UV-Vis NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scintific, USA)
Zestaw do elektroforezy zelowej poziomej
Wirdwka z blokiem grzewczym Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg, Niemcy)
Mikroskop Axio Observer D1 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)
System HPLC Agilent 1290 Series z interfejsem ESI (Agilent Technologies,
Waldbronn, Niemcy)
Chromatograf cieczowy 1100 (Agilent, Waldbronn, Niemcy) wyposazony w pompg
binarng (G1310A), degazer, autosampler (G1313A), detektor UV-Vis (G1314A)
Detektor masowy Q-TOF o rozdzielczosci 6540 UHD (Agilent Technologies,
Waldbronn, Niemcy)
Kolumna chromatograficzna XDB-C18 1,8 um 4,6 x 50 mm (Agilent Technologies,
Waldbronn, Niemcy)
Spektrometr mas LC-MS/MS 8050 (Shimadzu, Kioto, Japonia)
Potencjostat/galwanostat Autolab PGSTAT128N (Utrecht, Holandia)
Reaktor elektrochemiczny ROXY ™ (Antec, Zoeterwoude, Niemcy)
Komputer wraz z oprogramowaniem Dialogue™ do kontroli systemu ROXY™ (Antec,
Zoeterwoude, Niemcy)
Komputer z oprogramowaniem MassHunter Qualitative Analysis, MassHunter
Quantitative Analysis
Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) LEO 1430VP (LEO Electron Microscopy,
Londyn, Anglia) z systemem Carl Zeiss SMT (Oberkochen, Niemcy)
Mikroskop stereoskopowy SZX16 (Olympus, Tokio, Japonia) wyposazony w kamerg
CCD (Olympus, Tokio, Japonia)
Spektrometr Spectrum 2000 (Perkin Elmer, Waltham, Winter St, MA, USA)
Dyfraktometr proszkowy SAXS (Nanostar, Bruker AXS, Karlsruhe, Niemcy)
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Transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM) Tecnai F20 X-Twin (Hillsboro, OR,
USA)

Spektrometr  jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) AVANCE I
(BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Niemcy)

Wiréwka prozniowa z putapka mrozaca oraz mozliwoscia jednoczesnego
odparowania probek firmy Labconco (CentriVap DNA, Kansas City, USA)
Termomikser (Grant Instruments, Cambridge, Wielka Brytania)

Laznia ultradzwickowa (Polsonic, Warszawa, Polska)

pH-metr laboratoryjny (IKA POL, Warszawa, Polska)

Zestaw do filtrowania rozpuszczalnikéw (SartoriusStedim, Goettingen, Niemcy)
Zestaw do mikroekstrakcji z wykorzystaniem zloza sorbentu: strzykawka oraz iglty z
wypetnieniem — BIN (SGE, Melbourne, Australia)

Waga analityczna, elektronicznaAS220/C/2 (Radwag, Radom, Polska)
MieszadloVortex3 (IKAPOL, Warszawa, Polska)

Mieszadto magnetyczne z termostatem (IKAPOL, Warszawa, Polska)

W celu realizacji celow szczegotowych wykorzystalam metody badawcze obejmujace

zastosowanie:

Podejscia kulturomicznego

Zestawu QlAamp DNA Microbiome Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy)
Zestawu primerow 16S rDNA (27F, 1492R)

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

Metodyki badan zostaty szczegdétowo opisane w publikacjach [P2—P3], [P5] oraz w badaniach

wilasnych ([B1-B2]), stanowigcych cato$¢ niniejszej dysertacji.
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Problem badawczy
1. Rolai znaczenie mikroorganizméw w mikrobiologii Klinicznej i przemystowej

Mikroorganizmy, cho¢ niewidoczne gotym okiem, odgrywaja fundamentalng role w
funkcjonowaniu ekosysteméw na Ziemi. W $rodowisku naturalnym uczestniczg w szeregu
procesow biologicznych o kluczowym znaczeniu, takich jak biodegradacja materii organicznej,
obieg pierwiastkow biogennych, w tym wegla, azotu 1 fosforu, czy wspomaganie wzrostu roslin
poprzez symbiotyczne interakcje, jak w przypadku bakterii z rodzaju Rhizobium.
Mikroorganizmy sg rowniez integralnym elementem ekosystemow cztowieka, gdzie pelnig
zardwno funkcje wspierajace, takie jak udziat w procesach trawiennych czy modulacja uktadu
odporno$ciowego, jak i patogenne, prowadzac do rozwoju infekcji i chorob [1].

Cho¢ mikroorganizmy sg nieodlaczng czesécig ludzkiego zycia i stanowig zrodto wielu
korzysci, ich potencjat patogenny czyni je istotnym zagrozeniem w kontek$cie zdrowia
publicznego. Bakterie patogenne moga wywotywac szeroki zakres chorob — od tagodnych
infekcji skornych po zagrazajace zyciu zakazenia uktadowe, takie jak sepsa, stopa cukrzycowa
[2,3] czy trudno gojace si¢ rany pooperacyjne [P2]. Infekcje bakteryjne obejmuja réwniez
choroby uktadu oddechowego, takie jak zapalenie ptuc wywotane przez patogeny szpitalne, w
tym Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa, ktore sg szczegolnie niebezpieczne dla
pacjentow z ostabionym uktadem odpornosciowym [B1]. W 2019 roku infekcje bakteryjne byty
bezposrednig przyczyng $mierci ponad 7,7 miliona osob, co odpowiadato za okoto 12%
wszystkich zgondw globalnie. Oznacza to, Zze bakterie odpowiadaja za druga najczestsza
przyczyne zgonoéw na $wiecie, ustepujac jedynie chorobom niedokrwiennym serca. Dalsza
analiza danych epidemiologicznych wskazuje, ze ponad trzy czwarte tych przypadkéw byto
spowodowanych  infekcjami ~ wywotanymi  przez pig¢  Kluczowych  gatunkéw
bakterii: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, K. pneumoniae oraz P.
aeruginosa. Kazdy z tych patogenow charakteryzuje si¢ wysoka zdolnoscia do adaptacji, czgsto
prowadzaca do rozwoju opornosci na S$rodki przeciwdrobnoustrojowe, co dodatkowo
komplikuje proces leczenia [4]. Co wigcej, zakazenia wywolywane przez bakterie
wielolekooporne stanowia powazne wyzwanie dla zdrowia publicznego, przyczyniajac si¢ do
okoto 700 000 zgondw rocznie na calym $wiecie, a prognozy wskazuja, ze liczba ta moze
wzrosng¢ do 10 milionow do roku 2050 [5]. Dane statystyczne wykazujg, ze globalna liczba
szczepOw opornych na znaczacag ilo$¢ lekow zwiekszyla si¢ czterokrotnie, co potwierdza
narastajacy problem antybiotykoopornosci [6]. Tak alarmujace dane podkreslaja koniecznosé
wdrazania skutecznych strategii prewencji i leczenia infekcji bakteryjnych, ktére powinny

obejmowac zaréwno dziatania na poziomie globalnym, jak i lokalnym. Kluczowe znaczenie
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maja kampanie edukacyjne promujace racjonalne stosowanie antybiotykow, co pozwala
ograniczy¢ rozwdj oporno$ci drobnoustrojow, a takze rozwdj zaawansowanych technologii
diagnostycznych umozliwiajacych szybkie i precyzyjne wykrywanie patogenow.

Identyfikacja mikroorganizméw oraz detekcja antybiotykoopornosci sg kluczowymi
etapami w zrozumieniu ich roli w danym s$rodowisku lub chorobie oraz w doborze
odpowiedniego sposobu ich eliminacji lub kontroli. Tradycyjne metody identyfikacji opieraly
si¢ gléwnie na charakterystyce fenotypowej, takiej jak morfologia kolonii i komorek,
wlasciwosci biochemiczne czy barwienia mikroskopowe. Pomimo swojej diagnostycznej
wartosci, sg one czesto czasochtonne, pracochtonne i mogg by¢ niewystarczajace w przypadku
mikroorganizmoéw trudnych w hodowli [7]. W zwiazku z tym rozw6j nowoczesnych technik,
takich jak spektrometria masowa MALDI-TOF MS, zrewolucjonizowal diagnostyke
mikrobiologiczng, oferujac wysoka czutos¢, specyficzno$¢ oraz znaczne skrocenie czasu
potrzebnego na identyfikacje drobnoustrojow. W diagnostyce mikrobiologicznej technika
MALDI-TOF MS umozliwia szybkie i precyzyjne réznicowanie mikroorganizméw na
poziomie gatunku, co jest szczegOlnie istotne w przypadku fenotypowo podobnych
drobnoustrojéw [8].

Zastosowanie technik spektrometrii mas z podejsciami ,,-omicznymi” oferuje nowe
mozliwosci w diagnostyce, monitorowaniu terapii oraz w badaniach podstawowych. Dzieki
temu mozna nie tylko precyzyjnie identyfikowa¢ mikroorganizmy, ale takze badac ich
biologiczne funkcje i wilasciwosci adaptacyjne, co przyczynia si¢ do opracowywania
skuteczniejszych strategii terapeutycznych. Takie zaawansowane podej$cia technologiczne
wspierajg walke z narastajagcym problemem antybiotykooporno$ci oraz poprawiajg skutecznos¢
leczenia zakazen bakteryjnych [9,10]. Mozliwosci zastosowania technik ,,-omicznych” w
identyfikacji mikroorganizmoéw oraz detekcji antybiotykooporno$ci zostaly szczegdtowo
opisane w pracy przegladowej P1, ktoéra jest czescig zbioru artykutow stanowigcych podstawe
niniejszej pracy doktorskiej. Dodatkowo technologia ta wspiera identyfikacje
mikroorganizmoéw trudnych w hodowli, ktére sg niewykrywalne za pomoca tradycyjnych
metod [11]. Jednym z bardziej wymagajacych i szczegdlnych typow mikroorganizméw sa
bakterie wytwarzajace przetrwalniki, ktoére ze wzgledu na swoje unikalne wilasciwosci
biologiczne stanowig zarowno istotne wyzwanie diagnostyczne, jak i1 cenny obiekt badan w
mikrobiologii klinicznej i przemystowej [12]. Przetrwalniki sg odporne na wysokie
temperatury, promieniowanie UV, wysychanie oraz dzialanie wielu §rodkéw chemicznych, co
czyni je szczegdlnie trudnymi do wyeliminowania zaréwno w $rodowisku klinicznym, jak i
przemystowym. Z drugiej strony mikroorganizmy oferujg unikalne mozliwosci zastosowania

w procesach przemystowych i biotechnologicznych, co czyni je kluczowymi elementami
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wspoétczesnej gospodarki i technologii [13]. W mikrobiologii klinicznej mikroorganizmy sg
przedmiotem intensywnych badan w kontekscie ich roli jako patogendéw oraz ich wptywu na
zdrowie publiczne. Dzigki zdolno$ci do wytwarzania przetrwalnikow, bakterie takie jak
Clostridium difficile, b¢dace jedng z gléwnych przyczyn zakazen szpitalnych zwigzanych z
biegunkami poantybiotykowymi, mogg utrzymywac sie w srodowisku szpitalnym, co zwicksza
ryzyko transmisji i reinfekcji [14]. Diugotrwate przetrwanie w glebie przetrwalnikow Bacillus
anthracis, stanowi dodatkowe zagrozenie w kontekscie bioterroryzmu [15].

W mikrobiologii przemystowej mikroorganizmy, w tym bakterie przetrwalnikujace, sg
wykorzystywane w szerokim zakresie procesow technologicznych, takich jak produkcja
enzymoOw, biopaliw, antybiotykow, witamin, szczepionek czy zywnos$ci fermentowane;.
Szczepy bakterii z rodzaju Bacillus, takie jak Bacillus subtilis, s3 wykorzystywane w
biotechnologii do produkcji enzymoéw proteolitycznych 1 amylolitycznych, ktére znajduja
zastosowanie w przemysle spozywczym, detergentowym oraz farmaceutycznym [16]. Ich
zdolnos¢ do przetrwania w trudnych warunkach srodowiskowych sprawia, ze sa one idealnymi
organizmami do procesOw przemystowych wymagajacych wysokiej trwatosci i niezawodnosci.
Jednakze obecno$¢ bakterii przetrwalnikujagcych w  produktach spozywczych czy
farmaceutycznych, takich jak Clostridium botulinum, stanowi powazne wyzwanie w kontekscie
bezpieczenstwa zywnosci 1 produktow medycznych [17,18]. Dla zdolnosci do przetrwania
standardowych procesdw sterylizacji, takich jak pasteryzacja, wymagane jest opracowanie
bardziej zaawansowanych metod eliminacji, takich jak obrobka wysokocisnieniowa (ang. High
Pressure Processing, HPP), zastosowanie technologii plazmowych czy nowych $rodkow
chemicznych [19].

Skracanie czasu inkubacji mikroorganizméw, w tym bakterii przetrwalnikujacych, jest
kolejnym istotnym obszarem badan [P3]. W mikrobiologii klinicznej umozliwia to szybsza
diagnostyke, co ma kluczowe znaczenie dla wczesnego wdrozenia terapii, zwlaszcza w
przypadku infekcji zagrazajacych zyciu, takich jak sepsa. Skrdcenie czasu detekcji
mikroorganizméw ma kluczowe znaczenie dla diagnostyki Kklinicznej, bezpieczenstwa
epidemiologicznego, ograniczania rozprzestrzeniania si¢ zakazen, jak rowniez pozwala na
przyspieszenie procesow produkcyjnych, zmniejszenie ryzyka kontaminacji, popraweg
efektywnosci technologicznej. Moje badania po raz pierwszy dowiodty mozliwosci skrocenia
czasu inkubacji Priesta flexa w pozywce ptynnej, redukujagc go do zaledwie jednej godziny,
przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej skutecznosci identyfikacji mikroorganizmu na
poziomie gatunku. Analiza parametrow hodowlanych dla szerokiego spektrum badanych
bakterii wykazala, ze optymalny czas inkubacji, umozliwiajacy ich efektywng detekcje oraz

precyzyjng identyfikacje, wynosit 6 godzin. Wydtuzenie czasu inkubacji prowadzito do
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progresywnego wzrostu liczby form przetrwalnikujacych, co w konsekwencji znaczaco
utrudniato proces identyfikacji mikroorganizméow, wptywajac na doktadnos$¢ 1 wiarygodnosc

uzyskiwanych wynikéw analitycznych [P3].
2. Antybiotyki i antybiotykoopornos$¢

Wprowadzenie salwarsanu w 1910 roku jako pierwszego antybiotyku zapoczatkowato
nowa er¢ w medycynie, ktora w ciggu kolejnych dekad znaczaco wplyneta na rozwoj terapii
infekcji bakteryjnych i przyczynita si¢ do wydtuzenia $redniej dlugosci zycia ludzkiego o 23
lata (Rysunek 1). Odkrycie penicyliny przez Alexandra Fleminga w 1928 roku otworzyto droge
do intensywnych badah nad antybiotykami pochodzenia naturalnego, ktorych najwiekszy

rozwoj przypadt na lata 50. XX wieku [20].

Legenda:
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Rysunek 1.Przetomowe odkrycia w historii antybiotykow.

W latach 1940-1960 okres intensywnego odkrywania antybiotykow byl uwazany za
"ztoty wiek", przynoszac liczne przelomowe osiagnigcia, ktore znaczaco wptynely na rozwoj
wspotczesnej] medycyny. W tym okresie, dzieki intensywnej eksploracji naturalnych
metabolitow bakterii i grzybow oraz ich chemicznym modyfikacjom, opracowano liczne klasy
antybiotykéw, w tym zwiazki takie jak streptomycyna, erytromycyna czy tetracykliny.
Odkrycia te przyczynily si¢ do wydtuzenia $redniej dtugosci zycia 1 znacznego ograniczenia
$miertelnosci z powodu chordb zakaznych [21].

Jednak od lat 70. XX wieku tempo odkrywania nowych antybiotykow zaczeto wyraznie
male¢. Powody tego spowolnienia byly ztozone i obejmowaly zaréwno wyczerpanie

najbardziej oczywistych zrodet naturalnych, jak i spadek zainteresowania badaniami w tej
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dziedzinie ze strony przemyshu farmaceutycznego. Zjawisko to zbiegto si¢ z coraz wigkszym
problemem niewtasciwego stosowania antybiotykow, co doprowadzito do gwaltownego
wzrostu przypadkow antybiotykoopornosci [22]. Kryzys antybiotykoopornosci stat si¢ jednym
z najwickszych wyzwan zdrowia publicznego XXI wieku, zagrazajac skutecznosci terapii
bakteryjnych i podwazajgc osiggniecia medycyny nowoczesnej. Pomimo stosowania
zaawansowanych technik badawczych, takich jak wysokoprzepustowy screening (ang. High-
Throughput Screening, HTS) czy sekwencjonowanie genomowe, wiele kampanii badawczych
nie przyniosto oczekiwanych rezultatow. Jednym z gléwnych problemow jest wysoka
ztozonos$¢ biologiczna mechanizmdéw opornosci oraz konieczno$¢ opracowania zwigzkoéw o
nowatorskich mechanizmach dzialania, ktore mogltyby oming¢ istniejagce mechanizmy obronne
bakterii [23].

W ostatnich latach zaobserwowano istotny przetom w tej dziedzinie. Przyktadem jest
zosurabalpin — nowy, eksperymentalny antybiotyk opracowany we wspotpracy firmy Roche i
Uniwersytetu Harvarda. Zosurabalpin charakteryzuje si¢ unikalnym mechanizmem dziatania,
ktory polega na inhibicji transportu lipopolisacharydéw (ang. Lipopolysaccharides, LPS) do
blony komorkowej bakterii. Mechanizm ten jest szczegdlnie skuteczny wobec
karbapenemoopornych szczepow Acinetobacter baumannii (ang. Carbapenem-Resistant A.
baumannii, CRAB), jednych z najbardziej problematycznych patogendw szpitalnych. Odkrycie
to daje nadziej¢ na opracowanie nowych lekow, ktore beda skuteczne w walce z

najtrudniejszymi przypadkami zakazen bakteryjnych [24].
2.1. Antybiotyki —klasyfikacja i mechanizmy dzialania

Antybiotyki to zwigzki chemiczne o zrdznicowanej budowie, wykazujace zdolnos¢ do
inhibicji wzrostu lub eliminacji mikroorganizméw. Z chemicznego punktu widzenia
antybiotyki naleza do rdznych klas zwiazkéw organicznych, takich jak beta-laktamy,
tetracykliny, aminoglikozydy czy makrolity. Ich struktura chemiczna determinuje mechanizm
dziatania na poziomie molekularnym, zakres aktywnosci wobec drobnoustrojow oraz
wlasciwosci farmakokinetyczne, w tym rozpuszczalnosé, biodostgpnos¢ i metabolizm [25]. W

Tabeli 1 zamiescitam podziat najpowszechniejszych klas antybiotykow.
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Tabela 1. Podziat antybiotykow ze wzgledu na spektrum przeciwbakteryjne.

Klasa
chemiczna

Mechanizm
dzialania

Spektrum dzialania

Wz6r chemiczny

Beta-laktamy:

amoksycylina
cefotaksym

Hamowanie syntezy
sciany komorkowej
przez blokowanie
transpeptydazy

Bakterie
Gram-dodatnie
Gram-ujemne

NH

Aminoglikozydy:

Hamowanie syntezy

biatek poprzez Bakterie
streptomvevna wigzanie sie z Gram-ujemne,
eﬁtam ycr){a podjednostka 30S gruzlica
g y rybosomu
. Blokowanie
Tetracykliny: przytaczania tRNA i
. do miejsca Szerokie
tetracyklina aKCEDtOrOWedo Spektrum
oksytetracyklina P g
rybosomu
Makrolidy: Hamowanie
gt | o
azytromycyna p é)d.e dnos?k 508 Gram-dodatnie
erytromycyna pod a
rybosomu

Glikopeptydy:

Blokowanie syntezy

$ciany komorkowe;j Bakterie
wankomycyna | przez wigzanie si¢ z Gran':/_lgosdAatme’
teikoplanina peptydoglikanem
Chinolony: I Bakterie
Inhibicja gyrazy Gram-ujemne
lewofloksacyna DNA niektdre

ciprofloksacyna

topoizomerazy IV

bakterie Gram-dodatnie

Polimyksyny:

kolistyna
polimyksyna B

Interakcja z
lipopolisacharydami
(LPS) obecnymi w
zewngtrznej blonie
komorkowej bakterii

Bakterie
Gram-ujemne
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Antybiotyki dziataja poprzez selektywne oddziatywanie na struktury lub procesy
metaboliczne bakterii, co minimalizuje ich toksyczno$¢ dla organizmu gospodarza [21].
Mechanizmy te obejmujg hamowanie syntezy $Sciany komorkowej, zaburzanie funkcji blony
komorkowej, inhibicje syntezy biatek, zaktocenie replikacji DNA oraz ingerencj¢ w szlaki
metaboliczne bakterii.

Jednym z podstawowych mechanizmow jest hamowanie syntezy $ciany komorkowej
bakterii, ktora pelni kluczowa role w utrzymaniu integralnosci strukturalnej komorki.
Antybiotyki beta-laktamowe, takie jak penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy, hamuja
transpeptydazy, znane jako biatka wigzace penicyling (ang. Penicillin-Binding Protein, PBP),
enzymy odpowiedzialne za synteze¢ peptydoglikanu — gtéwnego sktadnika $ciany komérkowe;.
Kluczowym elementem ich struktury jest pierscien beta-laktamowy, ktory reaguje z centrum
aktywnym PBP, prowadzac do inhibicji enzymu i zahamowania tworzenia wigzan krzyzowych
w peptydoglikanie [27,28]. Penicyliny i cefalosporyny pierwszej generacji skutecznie lecza
zakazenia wywotane przez Streptococcus i Staphylococcus, podczas gdy karbapenemy, mimo
szerokiego spektrum dziatania, w tym aktywnos$ci przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, sg
glownie stosowane w leczeniu infekcji wywotanych przez patogeny oporne na inne antybiotyki.
Monobaktamy, takie jak aztreonam, sg efektywne wobec tlenowych bakterii Gram-ujemnych,
bez wplywu na patogeny Gram-dodatnie. Cefalosporyny wyzszych generacji i karbapenemy
dominuja w leczeniu zakazen Gram-ujemnych, w tym szczepdw opornych [27,29,30]. Z kolei
glikopeptydy, takie jak wankomycyna, wykazuja dzialanie poprzez formowanie wigzan
wodorowych z koncowymi resztami D-Ala-D-Ala prekursoréw peptydoglikanu, co hamuje
dalszg synteze¢ $ciany komorkowej. Z tego wzgledu glikopeptydy wykazujg wysoka aktywnos¢
wobec bakterii Gram-dodatnich. Antybiotyki glikopeptydowe skutecznie dziataja na bakterie
Gram-dodatnie, takie jak S. aureus, Enterococcus spp. i C. difficile, ze wzgledu na wysoka
zawarto$¢ peptydoglikanu w ich $cianie komoérkowej. Bakterie Gram-ujemne s3 naturalnie
oporne na te leki z powodu obecnosci zewnetrznej btony komodrkowej, ktéra uniemozliwia
dostep do miejsca docelowego [31].

Polimyksyny, takie jak polimyksyna B i kolistyna, dziataja poprzez interakcje z
lipopolisacharydami  w btonie bakterii  Gram-ujemnych

zewngtrznej komorkowej
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(P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae). Dzigki ich kationowym wlasciwosciom
amfipatycznym, polimyksyny wigza si¢ z LPS, co prowadzi do destabilizacji blony i jej
nadmiernej przepuszczalnosci, a w konsekwencji do $mierci bakterii [32,33].

Kolejnym mechanizmem jest hamowanie syntezy bialek bakteryjnych i opiera si¢ na
zaktocaniu réznych etapdéw translacji oraz syntezy kwasow nukleinowych. AntybiotyKi
aminoglikozydowe, takie jak streptomycyna, wchodza w interakcje z podjednostka 30S
rybosomu, blokujac poprawny odczyt mRNA i zakldcajac proces translacji, co prowadzi do
wytwarzania nieprawidlowych biatek i1 $mierci bakterii. Aminoglikozydy, ze wzgledu na
bakteriobojcze dzialanie, stosowane sg w leczeniu cig¢zkich infekcji Gram-ujemnych. Czgsto
taczone sa z antybiotykami beta-laktamowymi lub glikopeptydowymi w celu zwigkszenia
skutecznos$ci leczenia, szczegolnie w sepsie czy zapaleniu wsierdzia [34,35]. Z kolei makrolidy,
takie jak azytromycyna, oddziatluja na podjednostke 50S rybosomu, blokujac przesuwanie si¢
rybosomu wzdluz mRNA, co prowadzi do zahamowania procesu translacji. Antybiotyki z
grupy oksazolidynonéw, na przyktad linezolid, dziataja poprzez uniemozliwienie powstania
kompleksu inicjacyjnego translacji, co blokuje rozpoczecie syntezy biatek [36].

Chinolony, takie jak ciprofloksacyna czy lewofloksacyna, hamuja gyraze¢ DNA i
topoizomeraz¢ IV, uniemozliwiajac replikacie DNA 1 prowadzac do $mierci bakterii.
Antybiotyki te charakteryzujg si¢ szerokim spektrum dziatania, obejmujacym zaréwno bakterie
Gram-ujemne, takie jak Escherichia coli czy P. aeruginosa, jak i niektore Gram-dodatnie, w
tym S. aureus [37,38]. Rifamycyny, w tym ryfampicyna, hamuja syntez¢ RNA poprzez
wigzanie si¢ z polimerazag RNA [39]. Inne antybiotyki, jak sulfonamidy i trimetoprim, zaktdocaja
synteze kwasu foliowego, niezbednego do produkcji puryn i tymidyn [40,41].

W swoich badaniach uwzglednitam szereg antybiotykéw, ktore charakteryzuja sie
szerokim zastosowaniem terapeutycznym oraz roznorodnymi mechanizmami dziatania. W
badaniach dotyczacych detekcji 1 analizy antybiotykooporno$ci zastosowatam imipenem,
cefotaksym, piperacyling, ciprofloksacyne, lewofloksacyne oraz azytromycyne [B2]. Ich wybor
wynika z ich skuteczno$ci w leczeniu zakazen szpitalnych oraz w kontek$cie narastajacej
opornosci na antybiotyki. Imipenem i cefotaksym sg szczegolnie istotne w leczeniu zakazen
wywolanych przez oporne szczepy K. pneumoniae. Dodatkowo imipenem klasyfikowany jest
jako antybiotyk ostatniej szansy i jako antybiotyk o szerokim spektrum dziatania jest stosowany
w terapii najci¢zszych zakazen szpitalnych, a jego skutecznos¢ w leczeniu opornych szczepow
czyni go istotnym w kontekscie analizy antybiotykoopornosci. Piperacylina, ciprofloksacyna i
lewofloksacyna sa stosowane w terapii zakazen wywotanych przez bakterie Gram-ujemne i
Gram-dodatnie, w tym S. aureus, w tym szczepy oporne na metycyling (ang. methicyllin-

resistant S. aureus, MRSA), ze wzgledu na swoje szerokie spektrum dziatania, jest
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wykorzystywana w leczeniu zakazen wywolanych przez bakterie atypowe, w tym takze te
zwigzane z zakazeniami uktadu oddechowego, co czyni ja waznym narzedziem w kontekscie
szerokiego zakresu antybiotykoopornosci. Dodatkowo azytromycyna byta szeroko stosowana
u pacjentow w pierwszych miesigcach pandemii COVID-19 celem zwalczania bakteryjnych
koinfekcji 1 infekeji wtornych. W literaturze brakuje badan dotyczacych badan nad detekcja
antybiotykoopornos$ci na azytromycyng z zastosowaniem techniki MALDI-TOF MS, co czyni
ja interesujacym obiektem badan w konteks$cie opornosci.

Co wigcej, w trakcie realizacji badan podjetam si¢ analizy mechanizmow
antybiotykoopornosci na klindamycyne oraz piperacyline z tazobaktamem z wykorzystaniem
MALDI-TOF MS oraz bazy UniProt. Probki pochodzity od pacjentow hospitalizowanych, a
decyzje o doborze antybiotykoterapii podejmowali lekarze. Celem mojej analizy bylo
zrozumienie mechanizméw opornosci w kontekscie stosowanej terapii [P2].

W badaniach nad wykorzystaniem techniki MIP-SPME do izolacji lekow, zastosowatam
amoksycyling, cefotaksym oraz metronidazon, poniewaz nie ma dostepnych artykuléw
badajacych mechanizmy rozpoznawania tych lekéw jako szablonow do ekstrakcji przy uzyciu
wiokien SPME pokrytych MIP z rzeczywistych probek od pacjentow [P5]. Amoksycylina i
cefotaksym sa szeroko stosowane w leczeniu zakazen wywotanych przez Enterobacteriaceae,
w tym K. pneumoniae, a ich monitorowanie ma kluczowe znaczenie w kontekscie precyzyjnego
dawkowania. Metronidazon jest natomiast wykorzystywany w leczeniu zakazen beztlenowych,
a brak dostgpnych badan nad jego rozpoznawaniem jako szablonu do ekstrakcji z probek
biologicznych stanowi istotny punkt wyjscia dla moich badan [42-44]. Zastosowanie tych
antybiotykéw w MIP-SPME ma na celu rozwoj nowych metod wykrywania i monitorowania
ich stezenia w rzeczywistych probkach pacjentdw, co moze przyczyni¢ si¢ do poprawy jakosci

terapii.
2.2. Zjawisko antybiotykoopornosci

Mechanizmy warunkujace oporno$¢ na antybiotyki sa ztozone i wieloaspektowe, a
wynikajg z cech wrodzonych, czyli naturalnych lub nabytych. Oporno$¢ naturalna jest zwigzana
z brakiem naturalnych celé6w molekularnych, takich jak receptory leku, badZ obecnos$cia barier
fizycznych utrudniajacych dostep antybiotyku do wnetrza komorki bakteryjnej. Wewnetrzna
odnosi si¢ do naturalnych cech niektorych gatunkéw bakterii, ktore nadajag opornos¢ na
okreslone antybiotyki. Jest to cecha stala, charakterystyczna dla okre§lonych gatunkéw lub grup
bakterii. Przyktadem sg bakterie Gram-ujemne, ktorych zewnetrzna btona komorkowa stanowi

barier¢ ograniczajaca penetracj¢ substancji aktywnych. Z kolei bakterie takie jak
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Mycobacterium tuberculosis wykazujg unikalng budowe $Sciany komoérkowej, ktora skutecznie

chroni je przed dziataniem wielu antybiotykow [45,46].

Aktywacja

pomp efflux Antybiotyk

Inaktywacja leku
przez enzymy

Zmiana docelowego migjsca
dziatania antybiotyku

Zmienione miejsce

docelowe leku

g Zmodyfikowane biatko
$ciany komorkowej
Zahamowanie

pobierania leku

Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy mechanizmy bakteryjnej opornosci na antybiotyki [23].

Oporno$¢ nabyta moze wynika¢ z mutacji genow bakterii lub horyzontalnego transferu

genow, takich jak koniugacja, transdukcja czy transformacja. Przyktadem jest rozwoj opornosci

na metycyling u S. aureus wskutek nabycia genu mecA, kodujacego zmodyfikowane biatko

PBP2a, oporne na beta-laktamy, lub oporno$¢ na fluorochinolony, wynikajaca z mutacji w

genach kodujacych gyraze DNA lub topoizomerazg IV [47]. Mechanizmy opornosci nabytej

przedstawiono na Rysunku 2.

Oporno$¢ nabyta moze przyjmowac rdzne formy, takie jak:

Produkcja enzymow inaktywujacych antybiotyk: beta-laktamazy, ktore hydrolizuja
pierScien beta-laktamowy, przyktadem sa bakterie produkujgce beta-laktamazy o
rozszerzonym spektrum dziatania (ang. Extended-Spectrum Beta-Lactamase, ESBL)
takie jak E. coli, bakterie MRSA oraz bakterie wytwarzajace karbapenemazy, np.:
karbapenemaza K. pneumoniae (ang. K. pneumoniae carbapenemase, KPC), metalo-
beta-laktamaza New Delhi (ang. New Delhi metallo-beta-lactamase, NDM) i
oksycylinaza (ang. Oxacillinase, OXA),

Zmiana miejsca docelowego dzialania: Mutacje w rybosomach, gyrazie DNA lub
transpeptydazach zmniejszaja powinowactwo antybiotykow, co jest szczegdlnie wazne
w przypadku MRSA, S. pneumoniae i enterokokach opornych na wankomycyne (ang.
Vancomycin-Resistant Enterococcus, VRE),

Aktywny wyplyw antybiotyku: Aktywne usuwanie czasteczek antybiotyku z wnetrza

komorki bakteryjnej przy uzyciu specyficznych pomp biatkowych zlokalizowanych w
24



btonie komodrkowej. Pompy te sa napedzane energia z gradientu protonowego lub ATP
i mogg usuwaé¢ rézne klasy antybiotykow, w tym tetracykliny, makrolidy,
fluorochinolony i chloramfenikol u bakterii P. aeruginosa czy E. coli,

e Zmniejszenie przepuszczalnosci blony komorkowej: Ograniczenie liczby kanatow w
btonie zewnetrznej (poryn) odpowiedzialnych na transport antybiotykéw do wnetrza
komorek bakterii Gram-ujemnych, takich jak Enterobacteriaceae czy P. aeruginosa,

e Tworzenie biofilmu: Bakterie wystepujace w formie biofilmu sa mniej dostgpne dla
antybiotyku dzieki obecno$ci zewnetrznej matrycy biopolimerowej. Przyktadami
bakterii tworzacych biofilm moga by¢ Staphylococcus epidermidis oraz P. aeruginosa
[48,49].

W odpowiedzi na rosngce zagrozenie opornoscig na antybiotyki, opracowanie i
wdrozenie efektywnych metod detekcji mechanizmow antybiotykoopornosci jest kluczowe dla
skutecznego zarzadzania terapig antybiotykowg i zwalczania rozprzestrzeniania si¢ szczepow
opornych [50,51]. Do najcze$ciej stosowanych metod oceny antybiotykoopornosci nalezg testy
fenotypowe, molekularne i spektrometryczne. Testy fenotypowe, takie jak dyfuzyjny test
krazkowy Kirby-Bauera, umozliwiaja ocen¢ podatno$ci mikroorganizmdéw na dzialanie
antybiotykdéw. Istotnym ograniczeniem jest jednak brak mozliwos$ci precyzyjnego okres$lenia
minimalnego stg¢zenia hamujacego (ang. Minimum Inhibitory Concentration, MIC) oraz
czasochtonno$¢ analizy, co moze opdznia¢ podjecie optymalnej strategii terapeutycznej. W
badaniach B2 nad antybiotykooporno$cia bakterii wyizolowanych od pacjentow z infekcjami
drog oddechowych, zastosowatam test kragzkowy jako metod¢ referencyjng. W bardziej
zaawansowanych testach fenotypowych, takich jak test gradientowy E-test, mozliwe jest
doktadne okreslenie MIC, jednak wymaga to precyzyjnego przygotowania oraz wigkszych
kosztow. Metody molekularne, takie jak reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymerase
Chain Reaction, PCR) i sekwencjonowanie, pozwalaja na identyfikacje gendéw opornosci,
jednak wymagaja one znajomosci sekwencji docelowych genow, a takze sa czasochtonne i
kosztowne.

Szczegolng uwage w tym konteks$cie nalezy zwrdci¢ na testy szybkiej diagnostyki, takie
jak te oparte na spektrometrii masowej z wykorzystaniem technologii MALDI-TOF MS.
Techniki te rewolucjonizujg diagnostyke mikrobiologiczng dzigki mozliwosci jednoczesnej
identyfikacji drobnoustrojow na poziomie gatunkowym oraz oceny ich wrazliwo$ci na
antybiotyki w znacznie krotszym czasie niz metody tradycyjne, takie jak hodowle
mikrobiologiczne czy testy biochemiczne. Skrécenie czasu diagnostyki z kilku dni do Kilku
godzin jest szczegolnie istotne w przypadkach zakazen zagrazajacych zyciu, takich jak sepsa

czy zakazenia szpitalne wywolywane przez bakterie wiclolekooporne [52-54]. W pracy
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przegladowej P1 dokonatam meta-analizy dotyczacej zastosowania roznych technik w analizie
mechanizmow antybiotykoopornosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem metod opartych na
spektrometrii mas MALDI-TOF MS. W swoich badania technologi¢ t¢ wykorzystalam do
precyzyjnej identyfikacje drobnoustrojow [P2, P3, B1], ale réwniez do wykrywania
mechanizmow antybiotykoopornos$ci, obejmujacych réznorodne strategie unikania dziatania
lekow przez bakterie, w tym enzymatyczng inaktywacje antybiotykéw oraz modyfikacj¢ ich
celow molekularnych. Analiza opierata si¢ na identyfikacji charakterystycznych sygnatur
molekularnych biatek, jak rowniez ocenie zmian w aktywnosci metabolicznej drobnoustrojow
pod wptywem antybiotykow, co pozwolito na fenotypowg ocen¢ antybiotykoopornosci [P2,
B2].

Zawarte w Tabeli 2 porownanie réznych metod detekcji antybiotykoopornosci, ma na
celu podkreslenie réznic w skutecznos$ci, precyzji oraz dostgpnosci poszczegdlnych metod, co
moze stanowi¢ cenng wskazowke przy wyborze odpowiedniej strategii diagnostycznej w
konkretnych warunkach klinicznych. Analiza ta pokazuje, ze nowoczesne techniki, takie jak
MALDI-TOF MS, stanowig niezwykle obiecujace narzedzie w walce z narastajacym

problemem antybiotykoopornosci.

Tabela 2. Przeglad metod do oceny antybiotykoopornosci [P1][55,56].

Metoda

Zalety

Wady

MetodaKirby-Bauera

IVD, RUO

niskie koszty, tatwos$¢ wykonania,
szeroka dostgpnos¢, standaryzacja
(CLSI, EUCAST), wizualna
interpretacja,, mozliwos¢ badania
wielu antybiotykéw jednocze$nie

brak oznaczenia doktadnego MIC,
dhugi czas inkubacji, ograniczona
skuteczno$¢ dla niektorych,
mechanizméw opornosci

Test gradientowy

Fenotypowe

doktadne oznaczenie MIC, prosta

wyzsze koszty, ograniczona liczba,

Real-Time PCR (qPCR)
RT-PCR (Reverse

wysoka czuto$¢ i specyficznosé,
krétki czas analizy, wykrywanie

(E-test) interp'retac’j.a wynikow, moZli\')v’os'é, antybiotykow na jednej plytce,
analizy r6znych drobnoustrojow, o . :
IVD, RUO wykrywanie ESBL i karbapenemaz podatnos¢ na warunki hodowli
PCR:
Multiplex PCR:

brak informacji fenotypowej,
koniczna znajomos¢ sekwencji

GE) Transcription PCR) genow opornosci docelowej, mewyk_rywame nowyeh
= mechanizmow
2 IVD, RUO
S
Sekwencjonowanie kompleksowa analiza genomu, wysokie koszty, zlozonos¢ analizy
identyfikacja znanych i nowych danych, dtugi czas opracowania
IVD, RUO genow opornosci, analiza mutacji wynikow
w Bezposrednie
O . s - - . .
~ wykqwanle wplywu krOtk! czas ar,]a“.zy' m.m.lma,l,na brak pelnej standaryzacji, trudnosci
— v | antybiotyku za pomoca obrobka probki, mozliwosé dla bakterii wolnorosnacych
3 2 MALDI-TOF MS rownoczesnej identyfikacji . r acyen,
h konieczno$¢ interpretacji widm
<§E drobnoustroju
RUO
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MBT-STAR-BL
wysokie koszty aparatury i
eksploatacji, ograniczona

specyficznos¢, analiza tylko bakterii

G(-), ograniczenie do antybiotykow

MBT-STAR-CARBA -

VD Kratki czas analizy, analiza

fenotypowa, prosta interpretacja

MBT-STAR-Cepha - wynikow beta-laktamowych, krotka trwatosé
IVD prébki
RUO
ol . e s wysokie koszty aparatury i
MBT-ASTRA krotki czas analizy, mozliwos¢ - eksploatacji, brak pelnej
badania bakterii G(+) i G(-), szeroki standaryzacji, koniecznodé
RUO zakres antybiotykow, analiza optymalizacji protokotow,

fenotypowa :
prototypowe oprogramowanie

IVD —ang. In Vitro Diagnostic, diagnostyka in vitro
RUO - ang. Research Use Only, tylko do uzytku badawczego

W kontekscie regulacji badan 1 diagnostyki kluczowe znaczenie ma rozrdznienie
pomigdzy testami przeznaczonymi do celow badawczych (ang. Research Use Only, RUO) a
testami posiadajgcymi certyfikacje do diagnostyki klinicznej (ang. In Vitro Diagnostic, VD).
Testy RUO, mimo Ze dostarczaja cennych informacji na temat mechanizméw opornosci, nie
moga by¢ wykorzystywane do podejmowania decyzji terapeutycznych bez dodatkowe;j
walidacji klinicznej. Z kolei testy oznaczone jako IVD spetniajg okre$lone standardy jakosci i
sg zgodne z regulacjami, takimi jak europejskie rozporzadzenie IVDR (ang. In Vitro Diagnostic
Regulation), ktore weszto w zycie 26 maja 2022 roku, zastepujac wczesniejsza dyrektywe
IVDD (ang. In Vitro Diagnostic Directive). Nowe przepisy naktadaja na producentow testow
diagnostycznych obowigzek bardziej rygorystycznej oceny skutecznos$ci oraz bezpieczenstwa
metod diagnostycznych, co ma na celu poprawe jakosci wynikéw 1 zwigkszenie ich
wiarygodnos$ci w praktyce klinicznej [57,58].

Integracja nowoczesnych technologii diagnostycznych, w tym spektrometrii masowej
MALDI-TOF MS, z wytycznymi IVDR stanowi kluczowe wyzwanie w obszarze detekcji
antybiotykoopornosci. Wprowadzenie bardziej precyzyjnych metod opartych na MALDI-TOF
MS moze znaczaco poprawi¢ skuteczno$¢ terapii antybiotykowej 1 ograniczy¢
rozprzestrzenianie si¢ szczepow wielolekoopornych. Jednoczes$nie, dynamiczny rozwdj
technologii wymaga dalszych badan nad ich optymalizacja oraz wdrazaniem do rutynowe;j
diagnostyki klinicznej, co moze przyczyni¢ si¢ do skuteczniejszej walki z globalnym

problemem antybiotykoopornosci.
3. MALDI-TOF MS jako zaawansowana technika spektrometrii

W latach 80. XX wieku technika jonizacji z desorpcja laserowg (ang. Laser
Desorption/lonization, LDI) zrewolucjonizowata spektrometri¢ mas, umozliwiajac efektywne

generowanie jondw o niskim stopniu fragmentacji z polimeréw oraz makroczasteczek
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biologicznych. Dzigki temu mozliwe stato si¢ badanie substancji nielotnych i nietrwatych, ktore
weczesniej nie mogly by¢ analizowane za pomocg tradycyjnych metod jonizacji. Zastosowanie
LDI miato istotne znaczenie dla bioanalityki, szczeg6lnie w badaniach mikrobiologicznych,
gdzie umozliwilo precyzyjng analize biomolekut budujacych komoérki organizméw zywych.
Technika ta pozwala na identyfikacje i charakterystyke peptydow, biatek, weglowodanow,
lipidow oraz metabolitow, co znaczaco wplyngto na rozwodj metod identyfikacji
mikroorganizméw oraz ocen¢ ich cech fenotypowych, takich jak aktywno$¢ enzymatyczna
[59].

Technikg, ktéra w znacznym stopniu przyczynila si¢ do usprawnienia badan
mikrobiologicznych, byta technika MALDI-TOF MS, stanowigca metod¢ miekkiej jonizacji
umozliwiajaca analiz¢ makroczasteczek biologicznych oraz zwigzkéw o wysokiej masie
czasteczkowej przy minimalnej fragmentacji. Metoda MALDI sktada si¢ z trzech gtéwnych
etapow. W pierwszej fazie analizowana probka jest homogenizowana z odpowiednio dobrang
matrycg i nanoszona na powierzchni¢ metalowej ptytki (ang. target plate). Nastepnie
zastosowanie impulsowego promieniowania laserowego, zwykle przy uzyciu lasera azotowego
o dhugosci fali 337 nm lub rzadziej lasera neodymowo-yagowego (Nd:YAG) o dtugosci fali
355 nm, indukuje proces ablacji i desorpcji zaréwno analitu, jak i matrycy. Czas trwania
impulsu i jego energia wptywaja na sktad pidropusza jonow (ang. plume). Diugie impulsy
nanosekundowe powoduja fagodna, ale mniej efektywng desorpcje, podczas gdy krotkie, piko-
1 femtosekundowe impulsy moga prowadzi¢ do gwattownej dezintegracji probki, utrudniajac
jonizacj¢ [60, 61]. Optymalizacja tych parametrow jest kluczowa dla uzyskania odpowiedniej
ilosci jondw 1 wysokiej jakosci widm. Regulacje natezenia promieniowania zapewnia atenuator
wigzki, ktory dostosowuje si¢ do rodzaju probki, zwigkszajac elastycznos¢ metody MALDI.
Czasteczki matrycy pochlaniajg energie fotondw, co prowadzi do wzbudzenia elektronowego i
konwersji energii w stan wzbudzenia. W wyniku tego procesu, statla mieszanka matrycy i
analitu zostaje przeksztalcona w fazg gazowa. Po desorpcji materiatu probki, w wyniku
oddziatywan pomig¢dzy neutralnymi czgsteczkami, jonami matrycy, protonami, elektronami
oraz kationami metali, dochodzi do procesu jonizacji analitu. Nast¢pnie, powstate jony sa
przyspieszane w polu elektrycznym i kierowane do analizatora masy w celu dokonania pomiaru
stosunku masy do fadunku (m/z). W spektrometrii mas MALDI-TOF MS wyrdznia si¢ dwa
glowne tryby jonizacji: pozytywny i negatywny. W trybie pozytywnym (ang. positive ion
mode) czasteczki analizowanej probki przechodza w forme¢ jondéw dodatnich, co jest
powszechnie stosowane w analizie biomolekul takich jak biatka, peptydy czy kwasy
nukleinowe. W trybie negatywnym (ang. negative ion mode) jonizacja zachodzi w sposab,

ktory prowadzi do wytworzenia jonow ujemnych, co jest szczegdlnie uzyteczne w analizie
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kwasow organicznych, lipidéw i metabolitow. Ten tryb pozwala na badanie modyfikacji
chemicznych czasteczek z tendencja do tworzenia ujemnych jonow. Wybodr trybu jonizacji
zalezy od charakterystyki chemicznej analizowanej substancji, a czgsto stosuje si¢ oba tryby w
jednej analizie, aby uzyska¢ pehiejszy obraz sktadu probki. Chociaz doktadny mechanizm
jonizacji w procesie MALDI pozostaje przedmiotem intensywnych badan, powszechnie uznaje
si¢, ze matryca petni kluczowa role w przebiegu tego procesu [62-64].

Matryce stosowane w technice MALDI-TOF MS charakteryzuja si¢ niskim cisnieniem
pary, tatwo ulegajg sublimacji, tworzac duzg ilo$¢ jonow, gtOwnie protonow, niezbednych do
jonizacji prébki. Kluczowa rolg matrycy jest absorpcja energii impulsowego promieniowania
laserowego, prowadzaca do desorpcji oraz odparowania czasteczek probki, co stanowi warunek
konieczny dla dalszej jonizacji. Matryce powinny charakteryzowac si¢ wysoka absorpcja
promieniowania o dlugosci fali stosowanej w analizie. Ponadto, stabilno$¢ matrycy w
warunkach prozniowych jest kluczowa dla zapewniania powtarzalno$ci analizy, a jej dobra
rozpuszczalno§¢ W odpowiednich rozpuszczalnikach umozliwia uzyskanie jednorodnej
mieszaniny probki z matryca, co bezposrednio wplywa na jako$¢ otrzymywanego w
spektrometrii masowej sygnatu. Istotnym wymaganiem wzgledem stosowanej matrycy jest jej
obojetnos$¢ wzgledem analizowanych zwiazkow. Reaktywnos$¢ matrycy moglaby prowadzi¢ do
niepozadanych przemian chemicznych lub degradacji analitu. Jest to szczegdlnie istotne w
przypadku substancji o duzej masie czasteczkowej, takich jak biatka. Matryca nie powinna
wykazywac reaktywnosci chemicznej wzgledem probki, aby unikna¢ niepozadanych zmian lub
uszkodzen analizowanych czasteczek, takich jak peptydy czy bialka. Lista dostgpnych matryc
jest szeroka, a jej wybor zalezy od substancji poddawanej analizie. Do najczesciej stosowanych
matryc nalezg kwas a-cyano-4-hydroksycynamonowy (ang. a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid,
HCCA), kwas sinapinowy (ang. Sinapinic acid, SA) oraz kwas 2,5-dihydrobenzoesowy (ang.
2,5-Dihydroxybenzoic acid, DHB). HCCA jest jedna z najczgéciej uzywanych matryc,
szczegblnie w analizie mikroorganizméw, ze wzgledu na swoja wysoka efektywnos¢ w
ionizacji zarowno biatek, jak i peptydow [65-67]. W moich badaniach zastosowatam jednak
jedynie matryce HCCA, zaroéwno do identyfikacji mikroorganizmoéw [P2, P3, B1], jak i do
analizy opornosci na antybiotyki [P2, B2], co pozwolilo uzyska¢ wysokiej jakosci spektra
biatkowe 1 szczegdtowa charakterystyke mikroorganizmow oraz oceng ich opornosci na rdézne
substancje lecznicze.

Po przeprowadzeniu desorpcji probek za pomocg lasera jony powstale z matrycy oraz
analitu muszg zostac przeanalizowane celem okreslenia ich masy czasteczkowej I identyfikacji
sygnatow. Do tego celu wykorzystywany jest analizator mas, ktorego wybdr zalezy od

specyficznych potrzeb eksperymentu. Technike MALDI, ktéra wykorzystuje impulsowe zrodto
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jonizacji, najczesciej taczy si¢ z analizatorem mas typu TOF. Dziata na zasadzie pomiaru czasu,
jaki potrzebuja jony do przebycia okreslonego dystansu w prézni, od momentu ich
wyemitowania przez zrodto jonizacji do detektora. W analizatorze TOF jony, po przyspieszeniu
przez pole elektryczne, trafiajg do rury przelotowej, gdzie ich czas przelotu zalezy od wartosci
m/z. Analizator TOF charakteryzuje si¢ bardzo szerokim zakresem mas, co sprawia, ze jest
idealny do analizy czasteczek o wysokim stosunku masy do tadunku, typowych dla techniki
MALDI [68]. Wyrdznia si¢ dwa glowne tryby pracy opisywanego analizatora — tryb liniowy i
reflektronowy. W trybie liniowym analizatora TOF, ktory stosowatam w swoich badaniach [P2,
P3, B1, B2], jony o roznych masach osiggajg detektor w roznych momentach czasowych. Jony
o wigkszej masie wymagaja dluzszego czasu na dotarcie, co skutkuje wyzszymi warto$ciami
m/z dla jonow cigzszych. Jednak roznice w sposobie absorpcji energii przez jony tej samej masy
prowadza do nieréwnomiernego rozkladu energii kinetycznej, co ogranicza rozdzielczo$¢
widma. Aby rozwigzaé ten problem, stosuje si¢ reflektron, ktory wyposazony jest w zwierciadta
jonowe i pole elektryczne, ktore ponownie skupiaja jony o tej samej masie. Dzigki temu
poprawia si¢ rozdzielczos¢, a reflektron skutecznie kompensuje réznice w energiach
kinetycznych jonéw, kierujac je z powrotem do strefy dryfu w strong detektora. Wybar trybu
pracy analizatora TOF zalezy od rodzaju analizowanego materialu oraz celu badania. W
przypadku zwigzkow matoczasteczkowych, takich jak peptydy czy metabolity, tryb
reflektronowy jest czgsto preferowany, poniewaz pozwala na uzyskanie lepszej rozdzielczosci
1 precyzyjniejsze pomiary mas czasteczek. Natomiast w analizach zwiazkow o wigkszych
masach, jak biatka, tryb liniowy moze by¢ bardziej efektywny, poniewaz eliminuje problem
fragmentacji jonow, ktory moze wystapi¢ w trybie reflektronowym. Dodatkowo, tryb liniowy
zapewnia wyzszg przepustowos¢, co czyni go odpowiednim w badaniach, ktéore wymagaja
analizy duzej liczby probek w krotkim czasie. Ostateczny wybor trybu zalezy od specyfiki

analizy, co pozwala na optymalizacje rozdzielczoS$ci i czuto$ci pomiaru [69-71].
3.1. MALDI-TOF MS w badaniach mikrobiologicznych

Technika MALDI-TOF MS jest nowoczesnym podejsciem do identyfikacji
mikroorganizmoéw, opierajacym si¢ na analizie profili biatkowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem biatek rybosomalnych. Ich wysoka zawarto§¢, wynoszaca okoto 50%
catkowitej puli biatek mikroorganizmow, odpowiada za duza powtarzalno$¢ oraz wysoka
wiarygodno$¢ identyfikacji gatunkowej [52]. Widma masowe uzyskiwane dla bakterii
obejmuja poza sygnatami pochodzacymi od bialek rybosomalnych, rowniez te pochodzace od
bialek innych niz rybosomalne, przy czym ekspresja tych ostatnich jest w réoznym stopniu

zalezna od stanu metabolicznego komorek oraz warunkow $rodowiskowych. Zmiany w
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sktadzie chemicznym pozywki hodowlanej lub parametrach $rodowiskowych moga
modyfikowaé poziom syntezy biatek nierybosomalnych, co wpltywa na ksztattowanie profili
molekularnych mikroorganizmoéw. Przyjmuje si¢, ze wptyw tego zjawiska na skuteczno$é
identyfikacji mikroorganizmoéw zalezy nie tylko od specyfiki badanego drobnoustroju, ale
rowniez od charakteru zmian w S$rodowisku hodowlanym. Mechanizm ten wynika z
dynamicznych zmian w proporcjach bialek nierybosomalnych, podlegajacych regulacji
metabolicznej, wzgledem stabilnych ewolucyjnie biatek rybosomalnych [72,73].

W badaniu P2 przeprowadzitam analize wptywu skladu chemicznego podioza
hodowlanego na identyfikacje S. aureus za pomocg MALDI-TOF MS. Wykazatam, ze jakos$¢
widm masowych oraz skutecznos¢ identyfikacji zaleza od uzytej pozywki. Mimo ze wszystkie
zastosowane podtoza pozwalaja na wiarygodnag identyfikacje, to najwyzsze warto$ci wskaznika
identyfikacji uzyskatam dla szczepow hodowanych na agarze selektywnym vancomycin-
resistant enterococci agar VRE i agarze mozgowo-sercowym BHI, natomiast zastosowanie
selektywnego agaru bromokrezolowego z glukozg BCP obnizato skutecznos¢ identyfikacji, co
moze wynika¢ z obecnosci soli 1 pigmentdéw thumigcych proces jonizacji. Dodatkowo, analiza
dendrogramow MSP wykazata, Zze roznice w sktadzie chemicznym pozywek determinowaty
zmienno$¢ profili proteomicznych analizowanych izolatow bakterii, ktore zostalty wyizolowane
od pacjentow z wymazow pobranych z trudnogojacych si¢ ran pooperacyjnych, co moze mie¢
istotne implikacje w kontekscie ich klasyfikacji filoproteomicznej. W szczeg6lnosci w
przypadku podtozy BHI i BCP zaobserwowano tendencj¢ do grupowania izolatow z rodzajow
Escherichia, Klebsiella i Enterobacter w jeden klaster, co moze sugerowaé, ze sktad medium
hodowlanego wptywa na poziom ekspresji biatek istotnych dla identyfikacji tych
mikroorganizmow.

Proces identyfikacji polega na analizie stosunku masy do tadunku zjonizowanych biatek,
co pozwala na uzyskanie unikalnych dla kazdego mikroorganizmu profili biatkowych. MALDI-
TOF MS osiagga doktadnos¢ porownywalng z tradycyjnymi metodami biologii molekularne;j,
takimi jak sekwencjonowanie regionu 16S rRNA, uznawanym za zloty standard identyfikacji
prokariotow, co obrazuja wyniki moich badan opisane w pracy P3.Metoda ta wyrdznia si¢
niezwykle krotkim czasem analizy, pozwalajac na uzyskanie wynikéw w ciggu kilku minut.
Ponadto cechuje si¢ wysoka czuto$cig, co oznacza, ze do przeprowadzenia wiarygodnej
identyfikacji wystarczy niewielka liczba komorek mikroorganizmow (<10%) [74].

Istotnym atutem tej technologii jest réznorodno$¢ metod przygotowania probek, ktore sa
znacznie prostsze w poréwnaniu z innymi technikami. Mozliwe jest bezposrednie
wykorzystanie catych, nieuszkodzonych komorek (ang. intact/whole cells method), jak rowniez

szybka ekstrakcja na powierzchni ptytki (ang. on-target extraction) lub bardziej zaawansowana
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procedura obejmujgca peing izolacje bialek (ang. in-tube/full extraction) [67,75]. W badaniu
P2 zastosowatam metodg¢ petnej izolacji biatek, natomiast w pracy P3 dokonatam pordéwnania
pelnej ekstrakcji z ekstrakcja na powierzchni plytki. Analiza wynikow wykazala, ze roznice
miedzy tymi podejsciami w kontek$cie identyfikacji bakterii tworzacych zarodniki bytly
statystycznie nieistotne. Oznacza to, ze obie metody prowadzily do poréwnywalnych
rezultatdw w zakresie identyfikacji mikroorganizmow. Wyniki te sugeruja, iz wybor konkretne;j
metody moze zaleze¢ od innych czynnikéw, takich jak dostepnos$¢ zasobow laboratoryjnych,
czasochtonno$¢ procedury czy wygoda jej stosowania. W badaniach B1 zastosowano metode
ekstrakcji na powierzchni ptytki ze wzgledu na jej prostotg, szybko$¢ oraz minimalne
wymagania dotyczace przygotowania probki. Ta technika pozwala na bezposrednia analizg
mikroorganizméw, eliminujgc konieczno$¢ skomplikowanych procedur izolacji biatek, co
znaczgco skraca czas potrzebny na uzyskanie wynikow. Ponadto metoda ta jest mniej
pracochtonna i nie wymaga dodatkowych odczynnikdéw, co czyni ja bardziej ekonomiczng i
dostepng w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej. W konteks$cie badan Bl byta to
najbardziej efektywna strategia, umozliwiajaca uzyskanie wiarygodnych wynikéw w krotkim
czasie.

Metoda MALDI-TOF MS zostata juz wykorzystana do szybkiej identyfikacji wielu grup
mikroorganizmow, obejmujacych zar6wno bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, jak i rozne
gatunki grzybow z roznych matryc [P2, P3, B1]. Efektywne i szybkie analizowanie uzyskanych
profili biatkowych, zwtaszcza poprzez ich zestawienie z widmami referencyjnymi, wymaga
zastosowania specjalistycznego oprogramowania wspierajacego proces identyfikacji. Obecnie
dostepnych jest wiele komercyjnych systemow spektrometrii masowej przeznaczonych do
Klinicznej identyfikacji mikroorganizméw. Do najbardziej znanych platform naleza MALDI
Biotyper firmy BrukerDaltonics z Niemiec [76,77], VITEK MS opracowany przez bioMérieux
z Francji [78,79], Axima japonskiej firmy Shimadzu [80] oraz MicrolDSys opracowany przez
ASTA z Korei Potudniowej [81]. Aby utatwi¢ wdrazanie i walidacje systemoOw, Instytut
Standardéw Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute,
CLSI) opracowat wytyczne, ktore wspierajg laboratoria w procesie implementacji technologii
MALDI-TOF MS [82]. Wysoka wiarygodnos¢ systemow MALDI Biotyper (Bruker Daltonics)
oraz VITEK MS (bioMérieux) zostala potwierdzona poprzez uzyskanie zatwierdzenia
Amerykanskiej Agencji Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration, FDA). Dzieki
temu systemy te zostaly dopuszczone do rutynowego stosowania w klinicznych laboratoriach
mikrobiologicznych w Stanach Zjednoczonych. Co wigcej, oba systemy posiadaja certyfikaty
IVD-CE, co oznacza, ze s3 zatwierdzone do stosowania w diagnostyce in vitro na terenie Unii

Europejskiej. Ich zastosowanie obejmuje identyfikacje kluczowych mikroorganizmow o
32



znaczeniu medycznym, co znaczaco wspiera diagnostyke mikrobiologiczng i1 usprawnia
procesy laboratoryjne. W ostatnim czasie na rynku globalnym pojawito si¢ coraz wigcej tego
typu urzadzen, w tym systemy chinskich producentow, takich jak Autobio [83,84], Xiamen [85]
I Zybio [86], ktore sukcesywnie zyskujg na popularnosci.

W swoich badaniach stosowatam dwie komercyjnie dostepne platformy do identyfikacji
mikroorganizmOw i analizy antybiotykoopornosci: (1) MALDI Biotyper firmy Bruker
(Bremen, Niemcy) z zastosowaniem aparatu MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme [P2] oraz
MALDI microflex LT/SH [P3, B1], jak rowniez EXS2600 firmy Zybio Inc. (Chongging,
Chiny) [B2].

Aparat MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme to zaawansowany spektrometr mas
przeznaczony do zaawansowanych analiz badawczych w obszarach biochemii, proteomiki
[P2], metabolomiki [87,88] i lipidomiki [89,90]. Dzigki wykorzystaniu trybu analizatora czasu
przelotu TOF/TOF umozliwia szczegétowa analize fragmentacji jondéw, co znajduje
zastosowanie w sekwencjonowaniu biatek [91] oraz badaniu modyfikacji post-translacyjnych
[92]. Aparat charakteryzuje si¢ wysoka rozdzielczoscia i doktadnoscia masy, co pozwala na
precyzyjng identyfikacje zwigzkoéw oraz szerokim zakresem dynamicznym dzigki technologii
FlashDetector™. Wyposazony w laser Smartbeam-II, zapewnia efektywng desorpcje i
jonizacje probek, oferujgc szybkie i powtarzalne wyniki [93]. Z kolei aparat MALDI microflex
LT to kompaktowy spektrometr masowy zaprojektowany gtownie do rutynowych analiz
mikrobiologicznych, biochemicznych oraz diagnostycznych. Urzadzenie to wyrdznia si¢
prostota obstugi, kompaktowa konstrukcja oraz mozliwoscig szybkiej analizy probek, co
sprawia, ze doskonale sprawdza si¢ w codziennej pracy laboratoryjnej. Microflex LT
wykorzystuje zoptymalizowang baz¢ danych MALDI Biotyper, umozliwiajac szybka i
precyzyjna identyfikacj¢ szerokiego spektrum mikroorganizmow na podstawie ich profili
biatkowych. Jest to system dedykowany gltownie do identyfikacji bakterii, drozdzy i plesni.
System ten posiada certyfikaty IVD i IVDR (ang. In Vitro Diagnostic Regulation), co oznacza,
ze spetnia odpowiednie normy regulacyjne i jest zatwierdzony do stosowania w diagnostyce in
vitro. Certyfikaty te sa dowodem na to, ze urzadzenie przeszto rygorystyczne testy jakosciowe
1 bezpieczenstwa, zgodne z wymogami unijnych regulacji, a takze przepisami FDA w
przypadku rynku amerykanskiego [94-96].

Ostatni z systemow, Zybio EXS2600, dedykowany jest do szybkiej i automatycznej
identyfikacji mikroorganizmow, ktérej doktadnos¢ poroéwnywalna jest z innymi systemami
MALDI-TOF MS [94]. Niemniej jednak system ten nie posiada zaawansowanych funkcji
badawczych, takich jak te dostepne w modelach firmy Bruker, i obecnie nie jest dopuszczony

do stosowania w laboratoriach diagnostycznych [97]. W Polsce znajduje si¢ obecnie jeden
33



aparat Zybio EXS2600 i zlokalizowany jest w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych
Technologii UMK w Toruniu, gdzie pod kierownictwem dr hab. Pawta Pomastowskiego, prof.
UMK, biorg udziat w prowadzeniu badan walidacyjnych majacych na celu opracowanie metod
zastosowania tego urzadzenia do analizy probek mikrobiologicznych, pod katem identyfikacji
mikroorganizmow oraz detekcji antybiotykoopornosci [B2]. Projekt realizowany jest we
wspolpracy z polskim dystrybutorem Zybio EXS2600, firmg POLGEN MACHEJKO z Lodzi,
w ramach mi¢dzynarodowego partnerstwa z Chinska Ludowa Republika.

Technike MALDI-TOF MS zastosowatam w swoich badaniach zarowno do identyfikacji
mikroorganizméw [P2, P3, B1], jak i do oznaczania antybiotykoopornosci [P2, B2].
Mikroorganizmy w §rodowisku naturalnym, w tym w organizmach ludzkich, rzadko wystepuja
jako monokultury, a najczesciej tworzg mieszanki roznych gatunkow. Tego rodzaju ztozonos¢
utrudnia dokladng 1 wiarygodng analiz¢ skladu mikrobiologicznego, stanowigc wyzwanie
zardwno dla badaczy, jak i laboratoriow diagnostycznych, zwtaszcza w konteks$cie diagnostyki
klinicznej. Przykladami trudnych i zlozonych matryc biologicznych, ktorych sktad
mikrobiologiczny analizowalam w ramach badan do niniejszej rozprawy, s3 trudno gojace si¢
rany pooperacyjne [P2], §lina i wymazy z gérnych drog oddechowych pacjentow cierpiacych
na infekcje drég oddechowych [B1].

Poza duza zlozono$cig gatunkowa mikroorganizméw w matrycach biologicznych, innym
kluczowym elementem wiarygodnej diagnostyki jest zdolno$¢ systemu do rozrdzniania
komorek bakteryjnych o zblizonych profilach molekularnych, tzw. gatunkéw blisko
spokrewnionych. W badaniach opisanych w pracy P3 napotkatam trudnosci w jednoznaczne;j
identyfikacji wytwarzajacych przetrwalniki bakterii z rodzaju Lysinibacillus. Pomimo
zastosowania sekwencjonowania genu 16S rDNA, jako metody referencyjnej uznawanej za
»ztoty standard” w identyfikacji drobnoustrojow, nie pozwolilo mi to na uzyskanie
jednoznacznych wynikow, co podkresla wyzwania zwigzane z rdznicowaniem blisko
spokrewnionych gatunkow. Z kolei w badaniach Bl zaobserwowalam trudnosci w
jednoznacznej identyfikacji gatunkow z rodzajow Neisseria i Streptococcus, zwtaszcza blisko
spokrewnionych taksonomicznie, co wskazuje na ograniczenia techniki MALDI-TOF MS w
precyzyjnym rozréznianiu tych gatunkéw ze wzgledu na ich zblizone profile biatkowe.

Technika MALDI-TOF MS, oprocz skuteczno$ci w identyfikacji taksonomicznej
patogenow klinicznych, stata si¢ rOwniez cennym narzedziem w analizie antybiotykoopornosci.
Dzigki rozwojowi tej metody mozliwe jest wykrywanie nie tylko bakterii produkujacych -
laktamazy, w tym cefalosporynaz i1 karbapenemaz, ale takze okreslanie oporno$ci na szeroka
game innych antybiotykéw. Technika ta umozliwia identyfikacje mechanizmow opornosci we

wszystkich  rodzajach  mikroorganizméw, co stanowi przetom w  diagnostyce
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mikrobiologicznej, pozwalajac na szybsze i doktadniejsze okreslenie profilu opornosci [98][P2,
B2]. Moje badania wykazaly, ze technika MALDI-TOF MS skutecznie rozr6znia patogeny
wrazliwe 1 oporne na antybiotyki, identyfikujac specyficzne biatka zwigzane z mechanizmami
opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe [P2]. Porownujac profile biatkowe bakterii od
pacjentoOw nieleczonych antybiotykami z tymi, ktdrzy otrzymali terapi¢, oraz wykorzystujac
publicznie dostgpng bazg danych UniProt (ang. Universal Protein Resource), zidentyfikowatam
specyficzne sygnaly wskazujace na mechanizmy dzialania antybiotykéw oraz potencjalne
mechanizmy opornosci. Przykladem moze by¢ obecno$¢ moduliny PSM-a-3 (sygnat m/z =
2656,8), ktora jest powigzana z wirulencjg 1 opornoscig na antybiotyki, zwlaszcza w szczepach
MRSA, oraz obecnos¢ sygnatow ~6355 m/z i ~6590 m/z powigzanych z wystepowaniem biatek
transportujacych antybiotyki mogacych przyczyniaé¢ si¢ do wystgpienia opornosci. Nalezy
jednak podkresli¢, ze profile biatkowe drobnoustrojow dostarczaja jedynie informacji o masach
1 wzglednych intensywnos$ciach pikéw, co utrudnia jednoznaczng identyfikacje konkretnych
biatek odpowiedzialnych za opornos¢. W takich przypadkach konieczne jest zastosowanie
dodatkowych metod, takich jak spektrometria mas tandemowa (MS/MS) lub analiza
genomowa, ktore pozwalaja na bardziej szczegdtowe badania. Dodatkowo, przeszukiwanie baz
danych 1 interpretacja wynikéw sa procesami czasochtonnymi, co ogranicza mozliwos$ci
szybkiego wdrozenia wynikéw w warunkach klinicznych.

Podejsciem, ktore obecnie znajduje zastosowanie w laboratoriach diagnostycznych, jest
selektywne wykrywanie opornosci na antybiotyki beta-laktamowe za pomoca MALDI Biotyper
(ang. MALDI Biotyper Selective Testing of Antibiotic Resistance-f-Lactamase assay (MBT
STAR-BL). W ramach opisanego podejScia dostepne sg rowniez dwa dedykowane,
komercyjnie dostepne testy MBT-STAR-Carba shuzacy do wykrywania opornosci na
karbapenemazy oraz MBT-STAR-Cepha, wykrywajacy aktywno$¢ cefalosporynaz. Opisana
metoda bazuje na analizie spektrometrycznej, ktorej celem jest ocena poziomu hydrolizy
zastosowanego antybiotyku beta-laktamowego. Stopien degradacji leku okresla si¢ poprzez
poroéwnanie mas czgsteczkowych jego form — zaréwno niezhydrolizowanej, jak i poddanej
hydrolizie — a wynik tej analizy wyrazany jest za pomocg wartosci logRQ [99, 100]. Co wigcej,
oba testy posiadaja certyfikacje IVD, jednak umozliwiaja analiz¢ jedynie bakterii Gram-
ujemnych oraz antybiotykdw beta-laktamowych. Mimo swojej prostoty i krétkiego czasu
analizy (okoto 1,5 h) pozwala jedynie na oceng jako$ciowg opornosci na karbapenemy, bazujac
na zmianach intensywnosci sygnatu dla imipenemu (300,20 m/z) oraz jego adduktu z matryca
HCCA (489,00 m/z), a takze dla zhydrolizowanych czasteczek (254,10 m/z)[101]. Ogranicza to
mozliwo$¢ doktadnego okreslenia rodzaju beta-laktamaz odpowiedzialnych za oporno$é, co

jest istotne dla precyzyjnego ustalenia poziomu wrazliwosci bakterii. Dodatkowo, uzycie
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nieokreslonej ilosci biomasy komoérkowej utrudnia porownanie wynikéw, poniewaz liczba
komorek bakteryjnych moze si¢ rézni¢ pomiedzy probkami, a obecno$¢ interferujacych
substancji, takich jak sktadniki pozywki, moze wptywac¢ na wyniki.

Dalsze badania nad rozwojem technologii doprowadzity do opracowania przez firme¢
Bruker Daltonics nowych podejsé, takich jak MBT-ASTRA czy MBT-RESIST, ktérych
szczegotowe zastosowanie opisatam w pracy P1. W podej$ciu MBT-ASTRA analiza opiera si¢
na ocenie wartosci pola pod krzywa (ang. Area Under the Curve, AUC) sygnatow widma
bakterii inkubowanej z antybiotykiem (AUCgac+ats) W poréwnaniu do pola pod krzywa
sygnatow widma bakterii inkubowanej bez antybiotyku (AUCgac). Stosunek
(AUCgac+aTB)/(AUCBAC) daje wartos¢ okreslang jako wzgledny wzrost (ang. Relative Growth,
RG). Metoda bazuje na zasadzie, ze bakterie eksponowane na skuteczny antybiotyk nie
syntetyzujg wystarczajacej ilosci bioczasteczek, co skutkuje obnizong intensywnoscig lub
brakiem charakterystycznych sygnalow w widmie masowym. Gléwna zaleta MBT-ASTRA
jest, podobnie jak w przypadku podejscia MBT-STAR-BL, szybka analiza widm,
umozliwiajgca uzyskanie wyniku testu AST w 2—3 godziny [102]. Co wigcej, mozliwa jest
analiza wszystkich klas antybiotykdw i wszystkich rodzajéw bakterii. Mimo szybkiej analizy,
oprogramowanie wymaga umiejetno$ci programistycznych, ktore sa rzadko dostepne w
laboratoriach  mikrobiologicznych. Firma Bruker Daltonics opracowala prototyp
oprogramowania, ktore nie jest jeszcze dostepne. Dlatego wazne jest opracowanie adaptacji
tego testu, zwtlaszcza dla laboratoridow szpitalnych dazacych do szybszych wynikéw AST.

W moich badaniach zastosowalam zaréwno podejscie MBT-STAR-BL, a dokladniej test
MBT STAR-Carba, jak i — we wspotpracy oraz przy wsparciu Pani Katrin Sparbier z firmy
Bruker Daltonics — podejscie MBT-ASTRA. Jako pierwsza zastosowalam test MBT-ASTRA
do identyfikacji opornosci u S. aureus, w tym szczepOw opornych na metycyling, oraz
przeprowadzilam analiz¢ oporno$ci na lewofloksacyng¢ i1 azytromycyne u tych bakterii. Jako
jedna z pierwszych przeprowadzitam analizy opornosci K. pneumoniae na imipenem z
wykorzystaniem spektrometru MALDI-TOF MS Zybio EXS2600, poréwnujgc uzyskane
wyniki z podejsciem MBT-STAR-BL. Ponadto, po raz pierwszy zestawitam wyniki uzyskane
za pomoca spektrometru Zybio z testem MBT-ASTRA oraz oprogramowaniem CLOVER
BioSoft [B2].

Kluczowa role w analizach antybiotykoopornosci przy wykorzystaniu techniki MALDI-
TOF MS odgrywa rowniez standard wewnetrzny. W przypadku metody MBT-STAR-BL jest
to MBT STAR ACS Standard, natomiast w metodzie MBT-ASTRA wykorzystywana jest
RNAza B. Zastosowanie standardu wewnetrznego pozwala na normalizacje wynikoéw, co jest

istotne w kontek$cie zmiennos$ci eksperymentalnej, takiej jak réznice w jako$ci matrycy, czasie
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pomiaru czy gestosci inokulum, co umozliwia ich korelacje, zapewniajac spojnos¢ i
poréwnywalno$¢ wynikoéw. Stosowanie standardu zwigksza doktadno$é¢, precyzyjnos¢ i

wiarygodno$¢ analizy, co ma kluczowe znaczenie w diagnostyce.

3.1.1.Badania dotyczace identyfikacji mikroorganizmow wyizolowanych z préobek

rzeczywistych od pacjentéw z infekcjami gornych drog oddechowych [B1]
Materialy i metodologia

Podczas badan analizowatam probki rzeczywiste pobrane od pacjentdbw w ramach
wspolpracy z Panig dr Marzeng Kociotek ze Szpitala Chorob Ptuc w Siewierzu oraz Panem dr
Wojciechem Kupczykiem z Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. Rydygiera w Toruniu
(zgody Komisji Bioetycznej CM UMK w Toruniu nr 585/2017 oraz nr 477/2021). Prébki
obejmowaly wymazy z nosa (wymaz ptytki), nosogardzieli (wymaz gleboki) oraz probki sliny
i pochodzity od 85 pacjentow w wieku 20-92 lat (32 kobiet i 53 me¢zczyzn) cierpigcych na
choroby uktadu oddechowego, takie jak gruzlica, zapalenie pluc oraz nowotwory. Wymazy z
nosogardzieli nosa pobierano przy uzyciu sterylnych wymazoéwek, ktore nastgpnie
umieszczano W pltynnym podlozu transportowym (AmiesSwab, Deltalab, Barcelona,
Hiszpania). Probki sliny zbierano bezposrednio do sterylnych probowek. Wszystkie pobrane
materiaty byly przechowywane w temperaturze -80°C, co zapewniato stabilnos$¢ probek.

W celu izolacji mikroorganizméw dokonatam posiewu na cztery rodzaje statych podtoz
mikrobiologicznych: Agar Brain Heart Infusion Agar (BHI; Sigma Aldrich, Steinheim,
Niemcy), Glucose Bromocresol Purple Agar (BCP; Sigma Aldrich, Steinheim, Niemcy),
Columbia Blood Agar (COL; Oxoid, Basingstoke, Wielka Brytania) oraz MacConkey Agar
(MAC; Sigma Aldrich, Steinheim, Niemcy). Wszystkie podloza byly przygotowane w formie
gotowych do uzycia pudréw, z wyjatkiem Columbia Blood Agar, ktory przygotowatam poprzez
dodanie odwloknionej krwi owczej (GRASO Biotech, Starogard Gdanski, Polska) do
wysterylizowanej i rozpuszczonej bazy agaru Columbia, uzyskujac koncowe stezenie 5% (V/v).

Kultury bakteryjne inkubowatam w temperaturze 37°C przez 24 godziny, a nastepnie
wybratam pojedyncze kolonie charakteryzujace si¢ réznymi cechami morfologicznymi w celu
uzyskania czystych kultur i wykonatam posiew redukcyjny na takim samym podtozu (inkubacja
w temperaturze 37°C przez 18-24 godziny).

Wszystkie izolaty mikroorganizmow zidentyfikowalam przy uzyciu metody
bezposredniej ekstrakcji kolonii na ptytce MALDI zgodnie z procedurg przedstawiong w pracy
P3. Swiezo wyhodowang kolonie, inkubowana przez noc, naniostam w niewielkich ilo§ciach
na 96-punktowa stalowa ptytke docelowa i pokrywatam 1 pl 70% roztworu kwasu
mréwkowego (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy). Po wysuszeniu wszystkie préoby
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pokrywatam 1 ul roztworu matrycy, ktorym byt kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (ang.
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, HCCA) (10 mg/ml, BrukerDaltonics GmbH, Bremen,
Niemcy). Po catkowitym wyschnigciu preparatu ptytke docelowa umiescitam w spektrometrze
mas MALDI. Prébki analizowano trzykrotnie w celu oceny powtarzalnosci wynikow oraz
walidacji metody ekstrakcji 1 dokladnos$ci identyfikacji mikroorganizmow przy uzyciu

MALDI-TOF MS
Wyniki badan

Analiza mikrobiologiczna materiatu biologicznego pobranego z nosa, nosogardzieli oraz
$liny u pacjentéw z infekcjami drog oddechowych pozwolita na identyfikacje dominujacych
grup mikroorganizmow. Analizy MALDI-TOF MS skupiaja si¢ na analizie podstawowych
biatek, gtdwnie w zakresie mas molowych od 2000 do 20 000 Da, ktére stanowig od 60% do
70% suchej masy komoérkowej bakterii. Wigkszo§¢ biomarkerow wykrywanych w widmach
MALDI-TOF MS to bialka wewnatrzkomorkowe, gtéwnie w przedziale mas molowych od
4000 do 15 000 Da. Liza komoérek mikroorganizméw przy uzyciu rozpuszczalnikow
organicznych w  $rodowisku kwasnym sprzyja ekstrakcji  zasadowych  biatek
cytoplazmatycznych, w szczegdlnosci biatek rybosomalnych. Sa to wysoce konserwatywne
bialka, petnigce kluczowe funkcje w komorce, stanowiace idealne biomarkery do identyfikacji
i charakteryzowania poszczegélnych gatunkow. Proces identyfikacji polega na poréwnaniu
uzyskanego profilu masowego z bazg danych zawierajaca wzorce biatek rybosomalnych, co
umozliwia precyzyjne okreslenie tozsamos$ci mikroorganizmu na poziomie rodzaju, a w wielu
przypadkach takze na poziomie gatunku i szczepu. Na Rysunku 3 przedstawitam przyktadowe
widma dla bakterii S. aureus. Widmo goérne przedstawia surowe dane uzyskane w wyniku
analizy, natomiast widmo gorne ilustruje stopien dopasowania uzyskanych sygnatow do widm

referencyjnych dostgpnych w bazie danych.
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Rysunek 3. Przyktadowe widmo uzyskane dla bakterii S. aureus z zaznaczonymi charakterystycznymi
sygnatami - A oraz zestawienie uzyskanego widma z widmem referencyjnym - B

Widmo przedstawione na Rysunku 3A ukazuje liczne sygnaty w zakresie 2000-16000
m/z, ktore z duzym prawdopodobienstwem mozna przypisa¢ biatkom rybosomalnym na
podstawie poréwnania z danymi z bazy UniProt. Wsrod przypisanych sygnatow wyr6znitam
prawdopodobne biatka podjednostki 30S (oznaczone kolorem zielonym), takie jak S5 —3006,1
m/z, S11 — 6890,237 m/z oraz S14 — 10480,0 m/z, a takze biatka podjednostki 50S (oznaczone
kolorem pomaranczowym), w tym L36 — 5304,7 m/z oraz L7 — 11538,2 m/z. Biatka
rybosomalne, ze wzgledu na swoja wysoka konserwatywno$¢ i obecno$¢ w spektrach
uzyskiwanych dla drobnoustrojéw, s3 powszechnie wykorzystywane jako markery
referencyjne w technice MALDI-TOF MS, cho¢ przypisanie poszczegdlnych sygnatéw do
konkretnych biatek opiera si¢ na analizie teoretycznej i obarczone jest pewnym stopniem
niepewnos$ci. Oprocz bialek rybosomalnych, w widmie moga by¢ obecne takze inne biatka

charakterystyczne dla S. aureus, w tym enzymy lub bialka strukturalne. Przyktadem moze by¢
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biatko RF2 (ang. Release Factor 2), uczestniczace w procesie translacji, ktorego sygnat (5304,7
m/z) takze z duzym prawdopodobienstwem przypisatam na podstawie danych teoretycznych.

Z kolei Rysunek 3B ilustruje dopasowanie uzyskanych sygnatow do widm referencyjnych
z bazy danych, co umozliwia ocen¢ stopnia zgodnosci analizowanej probki z widmami
referencyjnymi. Kolorystyka pikow odzwierciedla jakos¢ dopasowania: piki zielone
odpowiadajg sygnalom wykazujagcym wysoki stopien dopasowania z baza danych, piki zotte
wskazuja na umiarkowane dopasowanie, natomiast piki czerwone oznaczajg brak zgodnosci.

Réznice pomiedzy widmem probki a widmami referencyjnymi moga wynika¢ z
réznorodnos$ci szczepdw, roznic w poziomie ekspresji biatek, zmiennosci warunkéw hodowli
mikroorganizmu, jak rowniez z ograniczen metodycznych, w tym rozdzielczosci i czuto$ci
analizy widmowej.

Wyniki uzyskane w trakcie analizy mikrobiomu pacjentow z infekcjami drdg
oddechowych przedstawitam na ponizszych wykresach (Rysunek 4).Ogétem w badanych
prébkach wykryto 74,8% bakterii Gram-dodatnich, 12,5% bakterii Gram-ujemnych oraz 12,7%
grzybow (Rysunek 4A), ze zmiennym udziatem wynikajagcym z rodzaju pobranego materiatu.

A. Ogélny B. Nos - wymaz plytki
Grzyby Gram-ujemne Grzyby

12,5% Gram-ujemne
e ’ 10,4%

C. Nosogardziel - wymaz gleboki D. Slina

Gram-ujemne Grz(}: by

11,1%

Rysunek 4. Procentowy udziat mikroorganizmoéw wyizolowanych z probek klinicznych.
A — 0go6lny procent zidentyfikowanych grup mikroorganizméw;
B. procent grup mikroorganizméw zidentyfikowanych w wymazie plytkim z nosa;
C. procent grup mikroorganizmoéw zidentyfikowanych w wymazach glebokich z nososardzieli;
D. procent grup mikroorganizméw wyizolowanych z probek §liny
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W wymazach z nosa bakterie Gram-dodatnie stanowity 89,4%, bakterie Gram-ujemne
10,1%, a grzyby 0,6% (Rysunek 4B). Wysoki udziat bakterii Gram-dodatnich wskazuje na ich
role w naturalnej kolonizacji blon $luzowych nosa, a niewielka liczba grzybow sugeruje
niesprzyjajace warunki dla ich wzrostu. Podobne proporcje zaobserwowano w nosogardzieli:
88,4% bakterii Gram-dodatnich, 11,1% Gram-ujemnych oraz 0,5% grzybow (Rysunek 4C).
Wskazuje to na zblizone warunki dla wzrostu mikroorganizméw panujgce w nosie |
nosogardzieli wynikajaca z ich powigzania anatomicznego i funkcjonalnego. Prébki $liny
wykazaty wicksza r6znorodnos¢ (Rysunek 4D). Bakterie Gram-dodatnie stanowily 74,8%,
bakterie Gram-ujemne 12,5%, a grzyby 12,7%. Wyzszy udzial grzybow jest zwigzany z
warunkami jamy ustnej, takimi jak wilgotnos¢, obecnos¢ resztek pokarmowych i zmienne pH,
ktore sprzyjaja ich rozwojowi.

Mikrobiota bton S$luzowych czltowieka stanowi dynamiczny ekosystem, w ktorym
wspotistnienie réznych grup mikroorganizmow — bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych
oraz grzybOw — opiera si¢ na ztozonych interakcjach, majacych kluczowe znaczenie dla
utrzymania homeostazy. Wyniki identyfikacji poszczego6lnych rodzajow mikroorganizmow
przedstawitam w formie mapy ciepta (heatmap) w Tabeli 3, co umozliwito mi szczegdétows
analize roznorodno$ci oraz czestosci wystgpowania mikroorganizméw w badanych

lokalizacjach: nos, nosogardziel oraz jama ustna ($lina).

Tabela 3. Mapa ciepta przedstawiajgca procentowy udzial wszystkich zidentyfikowanych
rodzajow mikroorganizméw z wymazow z nosa, nosogardzieli oraz §liny pobranych od pacjentow z
infekcjami drog oddechowych.

Procent zidentyfikowanych mikroorganizméw

Nosogardziel
- wymaz
gleboki

Jama ustna -
$lina

Nos - wymaz

Ogdlny plytki

Acinetobacter 51,40%
Agrobacter
Alkaligenes
Citrobacter

Delftia
Enterobacter
Escherichia
Klebsiella
Moraxella

Mikroorganizmy

Neisseria
Pantoa 11,80%
Pseudomonas

Bakterie Gram-ujemne

Proteus
Raoultella
Roseateles

Serratia
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Stenotrophomonas

Aneurinibacillus
Alkalihalobacillus
Aerococcus
Actinomyces

Bacillus 0,00%
Brevibacillus
Corynebacterium
Dolosigranulum
Enterococcus
Gemella
Granulicatella
Jeotgalicoccus
Kocuria
Lacticaseibacillus
Limosilactobacillus

Lactococcus

Bakterie Gram-dodatnie

Macrococcus
Micrococcus

Microbacterium
Paenibacillus
Pediococcus
Rhodococcus
Rothia
Staphylococcus
Streptococcus
Weissella
Candida
Clavispora

Kluyveromyces

Grzyby

B

Meyerozyma

Saccharomyces

W badanych prébkach sktad mikrobioty charakteryzowat si¢ dominacja bakterii Gram-
dodatnich, takich jak Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, oraz obecno$cig
grzyboéw, z przewagg rodzaju Candida. Zroéznicowane interakcje pomiedzy tymi
mikroorganizmami, w tym  konkurencja o zasoby, produkcja  substancji
przeciwdrobnoustrojowych oraz regulacja wzrostu, wplywaja na stabilno$¢ ekosystemu bton
sluzowych, co jest kluczowe dla zdrowia gospodarza.

Bakterie z rodzaju Staphylococcus stanowity 51,4% mikroorganizméw wyizolowanych z
nosa, 50,8% z nosogardzieli oraz 16,7% ze $liny, natomiast Streptococcus odpowiednio 3,4%,
3,7% 122,4%. Najczesciej identyfikowanym gatunkiem byt S. epidermidis, ogdlnie stanowiacy
12,37% wszystkich wyizolowanych mikroorganizméw. Ten gatunek, bedacy elementem
fizjologicznej mikrobioty skory, w warunkach obnizonej odpornosci moze prowadzi¢ do
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zakazen oportunistycznych, szczegdlnie w srodowiskach szpitalnych [78]. W badanej populacji
pacjentow S. epidermidis wystepowat u 71 osob. W zalezno$ci od lokalizacji, jego procentowy
udziat w poszczeg6lnych probkach wynosit: 28,9% w nosie, 31,7% w nosogardzieli oraz 8,4%
w $linie. Innymi identyfikowanymi przez mnie gatunkami z rodzaju Staphylococcus byty
Staphylococcus  haemolyticus (4,36%),  Staphylococcus  hominis (2,09%) oraz S.
aureus (1,92%). Cho¢ czestos¢ wystepowania tych drobnoustrojow bylta nizsza, ich obecnosci
nie nalezy bagatelizowac¢, poniewaz stanowig one potencjalne zagrozenie jako patogeny w
infekcjach droég oddechowych, zwtaszcza u pacjentéw z chorobami wspotistniejgcymi, takimi
jak cukrzyca, przewlekta obturacyjna choroba ptuc - POChP czy nowotwory. Pacjenci cierpigcy
na te schorzenia wykazuja ostabiong odpowiedz immunologiczng, co zwigksza ich podatno$¢
na zakazenia wywolane przez wspomniane bakterie. Dodatkowo, uposledzenie funkcji uktadu
odpornosciowego, czesto towarzyszace tym chorobom, w potaczeniu z innymi czynnikami
ryzyka, takimi jak hospitalizacja czy stosowanie urzadzen medycznych, sprzyja kolonizacji
drég oddechowych przez bakterie z rodzaju Staphylococcus, co moze prowadzi¢ do powaznych
powiktan klinicznych [103,104]. S. aureus, cho¢ mniej licznie reprezentowany w tej probie,
jest znanym patogenem odpowiedzialnym za szeroki zakres infekcji, od zapalenia pluc po
sepse. Szczegdlng uwage nalezy zwrdci€ na szczepy MRSA, ktore moga komplikowac leczenie
ze wzgledu na ograniczone mozliwosci terapeutyczne [105]. Warto zauwazy¢, ze udziat S.
haemolyticus i S. hominis w mikrobiocie nosa i nosogardzieli byt wyzszy niz w innych
probkach, co sugeruje ich wieksze znaczenie w zakazeniach tych obszaréw. Natomiast S.
aureus, cho¢ rzadziej identyfikowany niz inne gatunki, roéwniez pojawiat si¢ w nosie 1
nosogardzieli, co potwierdza jego rolg jako potencjalnego patogenu w infekcjach drog
oddechowych. Z uzyskanych danych wynika, ze dominacja S. epidermidis w badanych
probkach, zwtaszcza z nosogardzieli, wskazuje na jego kluczowa role w kolonizacji tych
obszardw, a takze na jego potencjat w wywolywaniu zakazen, zwlaszcza u os6b z obnizong
odpornoscig.

Streptococcus salivarius (5,05%) oraz Streptococcus parasanguinis (3,14%) byty
najczesciej identyfikowanymi przedstawicielami rodzaju Streptococcus, co potwierdza ich rolg
jako dominujacych bakterii w jamie ustnej 1 gardle. Ich obecno$¢ w probkach sugeruje migracje
mikroorganizméw do dolnych drog oddechowych w trakcie infekcji. Podobnie, Rothia
mucilaginosa (6,5%) i Micrococcus luteus (7,3%) sa istotnymi sktadnikami mikrobioty drog
oddechowych, zdolnymi do adaptacji w tym $rodowisku. Oba gatunki naleza do komensalne;j
mikrobioty bton §luzowych, ktére w warunkach immunosupresji mogag wywotywac infekcje
oportunistyczne, takie jak zapalenia ptuc czy bakteriemie [106,107]. Co wigcej bakterie te

wykazuja zdolno$¢ do przetrwania w trudnych warunkach srodowiskowych, a ich potencjalna
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rola w patogenezie infekcji wymaga dalszych badan, zwtaszcza nad mechanizmami przejscia z
mikrobioty komensalnej w patogenna.

W grupie bakterii Gram-ujemnych czesto identyfikowano K. pneumoniae (1,0%) oraz
Moraxella osloensis (1,6%), ktore sa znane ze swojej zdolnosci do wywotywania infekcji drog
oddechowych, szczegolnie u pacjentéw hospitalizowanych. E. coli oraz inne enterobakterie,
takie jak Enterobacter cloacae i Citrobacter freundii, byly izolowane z mniejsza
czestotliwoscia (0,3%-0,5%), co wskazuje na ich potencjalne znaczenie w zakazeniach
oportunistycznych.

Grzyby z rodzaju Candida stanowity 15,1% wszystkich wyizolowanych drobnoustrojow
w $linie, ale ich obecno$¢ potwierdzitam takze na blonach §luzowych nosa (0,6%) i
nosogardzieli (0,5%). Wsrdd nich najczesciej identyfikowanym gatunkiem byt Candida
albicans, stanowiacy 0,5% wszystkich innych mikroorganizméw bton $luzowych nosa i
nosogardzieli oraz 10,2% §liny. Gatunki Candida pelnig rol¢ komensalnych kolonizatorow
ludzkiego ciala, a jednoczesnie sg najczgsciej wystepujacymi oportunistycznymi patogenami
grzybiczymi [108]. Ich nadmierny wzrost moze by¢ hamowany przez bakterie kolonizujace te
same $rodowiska. Szczegolnie istotne w tym kontekscie sa bakterie Gram-dodatnie, takie jak
Streptococcus i Staphylococcus, ktore konkurujg z Candida o miejsca adhezji na komdrkach
nabtonkowych. Gatunki obu rodzajéw bakterii wykazuja zdolno$¢ do produkcji bakteriocyn i
innych substancji przeciwdrobnoustrojowych, ktore ograniczaja rozwdj Candida, jednoczesnie
wspomagajac utrzymanie rownowagi mikrobiologicznej [109,110]. Z drugiej jednak strony
dane literaturowe wskazuja, ze Streptococcus spp. W warunkach in vitro zwickszaja ekspresje
gendéw wirulencji, rozwoj strzepek oraz biofilmu C. albicans [111].

Bakterie Corynebacterium rowniez odgrywaja wazng role w interakcjach z Candida. W
obrebie nosa Corynebacterium stanowito 12,8% mikroorganizméw, a w nosogardzieli 10,1%,
podczas gdy Candida odpowiednio 0,6% i 0,5%. Takie proporcje sugeruja, ze bakterie te moga
pehi¢ rolg w hamowaniu kolonizacji Candida, co przyczynia si¢ do utrzymania rownowagi
mikrobiologicznej w tych obszarach. Potwierdzaja to dane literaturowe wskazujace, ze
Corynebacterium uczestniczy w regulacji przemiany drozdzakow w bardziej inwazyjng postac
strzepkowa poprzez wytwarzanie metabolitow hamujacych te transformacje [112]. Warto
réwniez zauwazy¢, ze bakterie Gram-ujemne, w tym Pseudomonas (1,4%) i Klebsiella (1,1%),
moga tworzy¢ biofilmy mieszane z Candida, co zwigksza odpornos¢ mikroorganizméw na
mechanizmy obronne gospodarza oraz na leczenie przeciwdrobnoustrojowe. Tego rodzaju
interakcje moga prowadzi¢ do rozwoju przewleklych zakazen i utrudniaé leczenie [113,114].

W  przeprowadzonych badaniach zaobserwowatam trudnosci w jednoznacznej

identyfikacji gatunkow z rodzajoéw Neisseria i Streptococcus, zwlaszcza w przypadku blisko
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spokrewnionych taksonow, takich jak N. subflava, N. flava, N. perflava oraz S. mitis i S. oralis.
Powtérne analizy tej samej probki czesto prowadzity do rozbieznych wynikow
identyfikacyjnych, co sugeruje podobienstwa w profilach mas czasteczek biatek migdzy tymi
gatunkami.

Analiza jako$ciowa uzyskanych widm wykazata, ze roznice w identyfikacji Neisseria
spp. sa zwigzane z liczba oraz intensywno$cig sygnaléw biatkowych. Chociaz detekcja
sygnatéw obejmowata zakres 2—-20 kDa, na zarejestrowanych widmach widoczne byty jedynie
sygnaty w przedziale 2—16 kDa, a $rednia liczba wykrytych sygnatéw wynosita 21,4 + 6 (przy
S/IN > 10). Ograniczenie zakresu uwidocznionych sygnalow moze wynika¢ z niskiej
intensywnosci pikow w wyzszych przedziatlach masowych, co uniemozliwiato ich skuteczng
rejestracje, lub z niskiej obfitosci biatek o wickszej masie czgsteczkowej. W przypadku bakterii
z rodzaju Streptococcus zaobserwowatam $rednio 47,2 + 7,6 sygnatow (przy S/N > 10) i
pomimo wysokich wartos$ci stosunku sygnatu do szumu dla pikow odpowiadajacych biatkom
rybosomalnym, profil biatkowy S. mitis i S. oralis pozostaje wysoce zblizony. Sygnaly 0
odpowiadajace biatkom konserwatywnym, takim jak jak np. biatko L34 duzej podjednostki
rybosomalnej, wystepuja w widmach obu gatunkach bakterii Streptococcus, co utrudnia ich
jednoznaczng identyfikacje przy zastosowaniu MALDI-TOF MS.

Istotnym ograniczeniem w analizie byla takze szerokopasmowa zdolno$¢ rozdzielcza
masy spektrometru, ktéra wynosita 15 000 (w trybie liniowym dla modelu Microflex LT). Taka
rozdzielczo$§¢ mogta utrudnia¢ jednoznaczne rozrdznienie gatunkéw o zblizonych profilach
biatkowych, zwlaszcza w przypadku bakterii, ktore wykazuja podobiefstwo w masach
czasteczek bialek. W przypadku bardziej wymagajacych analiz, takich jak identyfikacja
mikroorganizmow o bliskich taksonomicznie profilach, spektrometr o wyzszej rozdzielczosci,
jak UltrafleXtreme, ktory osiaga rozdzielczo$¢ do 40 000 w trybie reflektronowym, mogtby
znaczaco poprawi¢ precyzje identyfikacji, umozliwiajac lepsze rozrdznianie biatek o bardzo
zblizonych masach. W celu zwigkszenia doktadnosci identyfikacji, konieczne jest dalsze
doskonalenie baz danych referencyjnych oraz optymalizacja parametrow akwizycji widm, w

tym poprawa stosunku sygnatu do szumu oraz doktadnosci kalibracji.
Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na dominacje bakterii Gram-dodatnich,
takich jak Staphylococcus, Streptococcus i Corynebacterium, a takze na obecnos$¢ grzybow z
rodzaju Candida, w mikrobiocie badanych probek. Interakcje migdzy tymi mikroorganizmami,
obejmujace konkurencje o zasoby, produkcje substancji przeciwdrobnoustrojowych oraz

regulacje wzrostu, majg kluczowe znaczenie dla utrzymania homeostazy mikrobioty bton

45



sluzowych, co w konsekwencji wpltywa na zdrowie gospodarza. W szczegolnosci, bakterie z
rodzaju Staphylococcus i Streptococcus stanowity dominujgcy sktadnik mikrobioty w probkach
z nosa, nosogardzieli oraz jamy ustnej, gdzie ich obecno$¢ moze przyczyniaé si¢ do rozwoju
infekcji oportunistycznych, szczegdlnie u pacjentéw z obnizong odpornoscig. Ponadto,
identyfikacja grzybow z rodzaju Candida, w tym Candida albicans, podkresla ich role jako
patogendéw oportunistycznych, ktérych nadmierny wzrost moze by¢ hamowany przez bakterie
Gram-dodatnie, wspomagajac tym samym utrzymanie roéwnowagi mikrobiologicznej w
badanych §rodowiskach.

W toku analiz, stwierdzitam rowniez istotne trudnosci w jednoznacznej identyfikacji
gatunkbw z rodzaju Neisseria oraz Streptococcus, szczegOlnie w przypadkach
bliskopokrewnych gatunkéw. Powtarzane analizy tych samych probek prowadzity do
uzyskania ré6znych wynikéw identyfikacyjnych, co wskazuje na istotne wyzwania zwigzane z
precyzyjnym rozrdznianiem tych gatunkéw, w kontekscie ich podobienstw fenotypowych i
molekularnych, szczegblnie w odniesieniu do zastosowania technologii MALDI-TOF MS.
Zjawisko to podkresla potrzebe dalszej optymalizacji baz danych oraz udoskonalenia metod
diagnostycznych, w celu zapewnienia doktadnej identyfikacji mikroorganizméw, zwtaszcza w
przypadku gatunkow blisko spokrewnych, ktore moga wykazywaé niewielkie roznice w
profilach biatkowych.

Przeprowadzone analizy stanowig istotny wklad w rozw6j zaawansowanych metod
diagnostycznych, a takze w poglebienie wiedzy na temat roli mikrobioty bton $luzowych w
utrzymaniu zdrowia oraz w patogenezie chordb infekcyjnych. Wyniki te moga takze stanowié
podstawe do przysztych badan nad udoskonaleniem narzedzi identyfikacyjnych, w tym za

pomocg technologii masowej spektrometrii, w celu zwigkszenia precyzji diagnoz klinicznych.

3.1.2. Badania dotyczace zastosowania testow MBT-STAR-BL oraz MBT-ASTRA,
opartych na technice MALDI-TOF MS, do analizy antybiotykoopornosci bakterii
[B2]

Materialy i metodologia

Aby sprosta¢ wyzwaniom dlugotrwatych analiz, podjetam si¢ opracowania i doboru
parametrow szybkich testow do analizy antybiotykooporno$ci opartych na technice MALDI-
TOF MS. W moich badaniach skupitam si¢ na zastosowaniu podejscia MBT-STAR-BL,
wykorzystujac dostepny komercyjnie zestaw MBT-STAR-Carba VD, oraz metody MBT-
ASTRA. W ramach prowadzonych badan przeprowadzitam walidacj¢ oraz opracowanie nowej
metody detekcji antybiotykoopornos$ci z zastosowaniem spektrometrometru Zybio EXS2600
znajdujacego si¢ w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w
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Toruniu, co stanowilo pionierskie podejscie w tym zakresie. W celu oceny skutecznosci tej
metody opracowatam uktad testowy do walidacji, ktory obejmowal analiz¢ wybranych
szczepOw bakteryjnych, warunki eksperymentalne oraz poréwnanie wynikow uzyskanych na
Zybio z referencyjnym systemem BrukerMicroflex LT/SH.

Uktad testowy zostal przeze mnie zaprojektowany w oparciu o zestaw Szczepow
referencyjnych o znanym profilu wrazliwosci lub opornosci na antybiotyki, co umozliwito
oceng zgodnosci uzyskanych wynikéw oraz szczepow klinicznych. W badaniach uwzglgdnitam
52 szczepy referencyjne K. pneumoniae pochodzace z kolekcji dr Michata Ziocha z
Interdyscyplinarnego Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w Toruniu, a takze 14
szczepOw S. aureus wyizolowanych w wyzej opisanych badaniach z probek klinicznych [B1].
Proby przygotowywano zgodnie z protokolem dostarczonym przez producenta, a szczegodly
procedury przedstawiono na Rysunku 5.

i MBT-STAR-BL B MBT-ASTRA

-—
100 uL H,O
> | 100 uL —
zawiesiny
bakterii
szczepy badane: zawiesina | pl bakterii 100 uL roztworu szczepy badane:
K.pneumoniae i E.coli w 50 uL roztworu antybiotyku brawissina K.pneumoniae i E.coli
kontrola pozytywna - szczep opminy antybiotyku bakterii w ptynnej
kontrola negatywna - szczep wrazliwy l l pozywee BHI,
inkubacja inkubacja 0.5 McFarland
30 minut 2,5 godziny
35°C + 2°C /CE 2°€
wirowanie wirowanie —» przemywanie H,0 —» wirowanie
: osuszenie osadu
zawieszenie osadu:
«— 5l 80% kwasu mrowkowego
f | I 5 ul acetonitrylu + RNAza B
1 pl roztworu 1 ul roztworu
I ul matrycy HCCA 1 ul matrycy HCCA

kalibrant MBT-STAR -ACS

Rysunek 5. Schemat przedstawiajacy protokoty dla przebiegu testow: A. MBT-STAR-BL oraz B.
MBT-ASTRA opartych na technice MALDI-TOF MS.

W pierwszym etapie badania ocenitam aktywno$¢ bakteryjnego enzymu beta-laktamazy
wobec imipenemu dla szczepdw K. pneumoniae za pomocg metody MBT-STAR-BL. Zgodnie
z protokotem dostarczonym przez producenta (Rysunek 5A), zawiesitam jedno oczko ezy (1 pl)
zawierajgce 0d 1 do 5 czystych kolonii bakteryjnych, w roztworze antybiotyku o koncowym
stezeniu 0,5 mg/ml. Oprocz bakterii badanych przygotowalam takze zawiesiny bakteryjne
szczepu z potwierdzong opornoscig (kontrola pozytywna - K. pneumoniae ATCC BAA-1705)
oraz szczepu wrazliwego na imipenem (kontrola negatywna - E. coli ATCC 25922).

Przygotowane w ten sposob bakterie inkubowatam w temperaturze 35 + 2°C przez 30 minut,
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przy stalym mieszaniu z predkoscig 900 obr./min, z wykorzystaniem wirdwki z blokiem
grzewczym Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg, Niemcy). Po zakonczeniu inkubacji
probki odwirowatam przez 2 minuty z predkoscig 13 000 obr./min w celu oddzielenia komorek
od supernatantu. Nast¢pnie 1 ul supernatantu nanositam na stalowa ptytke MALDI w dwdch
powtorzeniach, suszytam ptytke na powietrzu, a probki pokrywatam 1 pl matrycy MBT-STAR-
BL. Dodatkowo dla kazdej analizy przygotowatam wzorzec masy kalibracyjnej antybiotyku,
MBT STAR-ACS, dedykowany dla mas ponizej 1000 m/z, ktory aplikowatam w dwoch
powtdrzeniach na ptytke.

Analiza spektrometryczna przeprowadzona zostala za pomocg spektrometru mas
Microflex LT/SH MALDI-TOF MS w dodatnim trybie liniowym. Widma zbierano
automatycznie, korzystajac z trybu AutoXecute, przy uzyciu oprogramowania flexControl
(BrukerDaltonik GmbH, Brema, Niemcy). Proces kalibracji przeprowadzano metoda kalibracji
kwadratowej za pomoca oprogramowania flexAnalysis (BrukerDaltonik GmbH, Brema,
Niemcy), co zapewnialo precyzyjne dopasowanie wynikéw. Dla kazdej probki uzyskano
facznie cztery widma, ktore nastepnie analizowano za pomoca oprogramowania MBT
BiotyperPrototype. Wyniki wyrazano jako znormalizowane wartosci logRQ, ktore obliczano
na podstawie stosunku intensywno$ci sygnatow form zhydrolizowanego antybiotyku do
sygnatéw form niezhydrolizowanych. Proces normalizacji wynikow uwzglednial odpowiednie
kontrole negatywne i pozytywne. Wyzsze wartosci logRQ wskazywatly na wyzszy poziom
hydrolizy antybiotyku przez enzymy bakteryjne. Znormalizowane wartosci logRQ < 0,2
oznaczaty wyniki ujemne, wartosci > 0,4 wyniki dodatnie, natomiast warto§ci w przedziale
pomigdzy progami byty klasyfikowane jako wskazujace na niejasng hydrolizg.

Dodatkowo uzyskane widma analizowano z zastosowaniem oprogramowania
CloverBioSoft, we wspotpracy z dr Oleksandrg Pryshchepa z Interdyscyplinarnego Centrum
Nowoczesnych Technologii UMK w Toruniu. Pozwolilo to na szczegdlowe pordéwnanie
wynikéw 1 ich dodatkowa weryfikacje za pomocg alternatywnego narzedzia analitycznego.

Ze wzgledu na kompatybilnos¢ pltytek MALDI (identyczny ksztalt, rozmiar 1
rozmieszczenie spotow) pomig¢dzy aparatami MALDI BrukerMicroflex LT oraz Zybio
EXS2600 mozliwe byto wykonanie analiz na doktadnie tych samych probkach. Taka procedura
pozwolita na bezposrednie poréwnanie wynikow uzyskanych z obu platform, co zwiekszyto
wiarygodno$¢ przeprowadzonej analizy 1 umozliwito ocene zgodnosci miedzy stosowanymi
metodami. Widma, za pomoca spektrometru firmy Zybio, rowniez zbierane byly w trybie
automatycznym za pomocg oprogramowania EX-Accuspec, a nastepnie kalibrowane wzgledem
zastosowanej matrycy. Celem analizy widm 1 detekcji antybiotykoopornosci zastosowatam

oprogramowanie do analizy hydrolizy antybiotykow EX-AHA, ktdre okresla, czy bakteria jest
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oporna na antybiotyk, poprzez wykrywanie masy czasteczkowe] produktu powstatego w
wyniku inkubacji bakterii z tym antybiotykiem. W przypadku oprogramowania stosowanego w
spektrometrze MALDI warto$ci graniczne wykrywania sygnatow odpowiednich dla
zhydrolizowanych 1 niezhydrolizowanych form antybiotyku sg state i nie mogg by¢ zmieniane
przez uzytkownika. Z kolei oprogramowanie Zybio pozwala na manipulacje warto§ciami m/z
identyfikowanych sygnatow. W celu dostosowania metody zmodyfikowano wartosci m/z
sygnatow pochodzacych od jonow niezhydrolizowanych M+H = 300,40 m/z oraz M+C+H =
489,40 m/z, odpowiednio na 300,12 m/z oraz 498,20 m/z. Taka modyfikacja pozwolita na
zwickszenie precyzji i doktadnosci detekcji, co jest szczego6lnie istotne w przypadku prébek o
niskiej intensywnosci sygnatu. Wynikiem takiej analizy jest informacja o obecnosci lub braku
sygnatu pochodzacego od enzymu hydrolizujacego antybiotyk beta-laktamowy.

W drugim etapie przeprowadzitam analiz¢ z zastosowaniem testu MBT-ASTRA oraz
systemu MALDI Microflex LT, ktorego schemat przedstawitam na Rysunku 5B. Wykonatam
analizy dla K. pneumoniae oraz S. aureus wobec antybiotykow beta-laktamowych (imipenem
- IMI, cefotaksym - CTX, piperacylina - PIP), chinolonowych (ciprofloksacyna - CIP,
lewofloksacyna - LEV) oraz makrolidowych (azytromycyna - AZI) tylko dla S. aureus, gdyz
K. pneumoniae wykazuje naturalng oporno$¢ na ten antybiotyk. lzolaty bakteryjne
przechowywatam w temperaturze —-80 °C w probowkach Microbank (Pro-Lab Diagnostics,
Richmond Hill, Kanada).Celem przywro6cenia wzrostu bakterii z przechowywanej probki
bakterie zaszczepitam na agarze z 5% krwig barania, a nast¢gpnie inkubowalam w temperaturze
37°C przez 24 godziny. Antybiotyki w formie proszku rozpuscitam w sterylnej wodzie o
jakosci HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy), uzyskujac roztwory robocze o koncowych
stezeniach odpowiadajacych wartosciom MIC dla szczepow bakteryjnych wykazujacych
oporno$¢. Dane dotyczace MIC pozyskatam z bazy danych Europejskiego Komitetu ds.
Testowania Wrazliwosci na Leki Przeciwdrobnoustrojowe (ang. European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) [115]. WartoSci stezen koncowych

przygotowanych roztworow roboczych antybiotykow przedstawitam w Tabeli 4.

Tabela 4. Stezenia koncowe antybiotykoéw uzytych w badaniu dla szczepéw K. pneumoniae
i S. aureus, odpowiadajace wartosciom MIC szczepdéw opornych.

Antybiotyk K. pneumoniae (mg/L) S. aureus (mg/L)
Imipenem 8 4
Cefotaksym 2 4
Piperacylina 16 16
Ciprofloksacyna 0,5
Lewofloksacyna 2
Azytromycyna
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Bakterie zawieszono w ptynnej pozywce BHI Broth (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)
do uzyskania ggstosci optycznej odpowiadajacej 0,5 w skali McFarlanda. Nastgpnie
odmierzong objetos¢ 100 pl przygotowanej zawiesiny przeniostam do dwoch probowek typu
Eppendorf: jednej zawierajgcej 100 pl sterylnej wody (proba kontrolna), a drugiej zawierajgcej
100 pl roztworu odpowiedniego antybiotyku (proba badana). Bakterie inkubowatam w 35 °C
przez 2,5 godziny przy statym mieszaniu z predkoscia 700 obr./min, z wykorzystaniem wirowki
z blokiem grzewczym Thermomixer. Po tym czasie proby zwirowatam (5 min, 14000 obr./min),
przemytam woda, a nastepnie wysuszytam otrzymany osad na powietrzu. Nast¢pnie do kazdej
z probowek dodatam réwne objetosci kwasu mrowkowego oraz acetonitrylu z dodatkiem
wzorca wewnetrznego, ktorym, wedtug zalecen producenta, jest RNAza B.

Standard wewnetrzny w analizie MBT-ASTRA odgrywa kluczowa role w zapewnieniu
doktadno$ci 1 wiarygodno$ci  wynikow, kompensujac  zmienno$¢  warunkow
eksperymentalnych oraz réznice w wydajno$ci analitycznej. Wykorzystanie RNAzy B jako
standardu wewnetrznego wynika z jej wysokiej stabilnos$ci chemicznej i fizycznej, co czyni ja
idealnym odniesieniem w procesach analitycznych. Biatko to generuje charakterystyczne i
dobrze zdefiniowane widmo w technice MALDI-TOF MS, umozliwiajac precyzyjna kalibracje
urzadzenia i porownywanie wynikow migdzy probkami. Dodatkowo RNAza B, dzigki swojej
neutralno$ci w analizach mikrobiologicznych, nie zakldéca wynikéw badanych probek, a jej
dostepno$¢ i niski koszt czynig jg praktycznym wyborem w zastosowaniach rutynowych. W
efekcie wykorzystanie RNAzy B znaczaco zwigksza powtarzalnos$¢ i jakos¢ wynikéw, co ma

szczegblne znaczenie w kontek$cie badan naukowych i diagnostyki kliniczne;j.
Wyniki badan

W przeprowadzonych badaniach skupitam si¢ na ocenie antybiotykoopornosci oraz
identyfikacji charakterystycznych sygnatur biatkowych w probkach poddanych dziataniu
antybiotyku. W tym celu uzyskatam widma masowe, ktore nastepnie porownatam pod katem
obecnosci 1 intensywnos$ci wybranych pikow. Analiza pozwolita mi okresli¢ roznice pomigdzy
badanymi probkami oraz oceni¢ skuteczno$¢ zastosowanego podejscia w detekeji
mechanizmow opornosci. Ponizej, na Rysunku 6, przedstawitam poroéwnanie uzyskanych widm
dla przyktadowych szczepow oraz ich interpretacjc w kontek$cie mechanizméw dziatania

imipenemu i bakteryjnych mechanizméw obronnych.
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Rysunek 6. Widma uzyskane dla K. pneumoniae po inkubacji z imipenemem dla testu MBT-STAR-
CARBA (A1, B1) w rownaniu do widm referencyjnych uzyskanych dla bakterii nie poddanej
dziataniu antybiotyku (A, B)

Widma Al i B1 uzyskatam dla podejscia MBT-ASTRA, ktdre pozwala na oceng profilu
biatkowego bakterii i identyfikacje zmian zwigzanych z dziataniem antybiotyku. Widma A i B
na Rysunku 6 to widma referencyjne uzyskane dla bakterii bez dodatku antybiotyku.
Poréwnujac widmo referencyjne A z widmem uzyskanym po inkubacji z antybiotykiem
bakterii opornej Al, mozna wykazac liczne intensywne sygnaty w zakresie od 2000 do 10000
m/z, co odpowiada obecnosci biatek bakteryjnych. Brak istotnych zmian w profilu biatkowym
wskazuje na brak odpowiedzi komorkowej na imipenem, co stanowi potwierdzenie oporno$ci
bakterii na ten antybiotyk. Zanik kilku sygnatow, takich jak np. 8310,5 m/z czy 9850,4 m/z, co
moze sugerowac obnizony metabolizm komorki bakteryjnej. Tego typu zmiany w widmach sg
czegsto zwigzane z adaptacyjnymi odpowiedziami bakterii na dziatanie antybiotyku, szczegolnie
w przypadku bakterii opornych, ktoére zmieniaja swoje mechanizmy metaboliczne, aby
zminimalizowa¢ skutki dziatania leku. Zanik tych sygnaléw moze wskazywac¢ na zmniejszong
produkcje okreslonych bialek lub zredukowang aktywno$¢ enzymatyczng, co jest

charakterystyczne dla opornosci, w ktorej bakteria przechodzi w stan "spoczynkowy" lub
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obniza tempo metabolizmu, aby przetrwa¢ w obecnosci antybiotyku. Takie zmiany w profilach
biatkowych moga by¢ wykorzystywane jako wskaznik skuteczno$ci antybiotykow oraz w
badaniach mechanizméw opornos$ci na leki.

Z kolei widmo Bl odpowiadajagce szczepowi wrazliwemu, wykazuje znaczgce
zmniejszenie liczby sygnaléw, wzgledem widma referencyjnego oznaczonego jako B, co
wskazuje na degradacje biatek w wyniku dziatania imipenemu. Dominujagcym sygnalem w tym
widmie jest pik o wartosci 6841,6 m/z, ktory prawdopodobnie odzwierciedla obecno$é
lipoproteiny, co ustalitam na podstawie analizy poréwnawczej z danymi dostgpnymi w bazie
UniProt. Obecnos¢ sygnatlu lipoproteiny moze sugerowaé, ze blona zewnetrzna bakterii
pozostaje w duzej mierze nienaruszona, co koreluje z jej wrazliwos$cig na imipenem, wskazujac
na brak aktywnoS$ci enzymatycznej rozkladajacej karbapenemy [116]. Brak catkowitej lizy
komoérkowe] moze natomiast wskazywa¢ na ograniczong degradacje blony zewnetrznej,
pomimo oddziatywania antybiotyku na $cian¢ komoérkows. Dodatkowo na obu widmach
obserwuje si¢ charakterystyczny sygnal w rejonie ~14000 m/z, pochodzacy od standardu
wewnetrznego RNAzy B. Standardy wewnetrzne, takie jak RNaza B, sg stosowane w
spektrometrii mas w celu zapewnienia precyzyjnej kalibracji wartosci m/z, co pozwala na
kompensacje ewentualnych odchytek instrumentalnych. Dodatkowo umozliwiaja normalizacje
intensywnosci sygnatow, co jest kluczowe przy poréwnywaniu wynikéw réznych analiz, oraz
monitorowanie jako$ci pomiaru, wskazujac, czy analiza zostata przeprowadzona prawidtowo.
Obecnos¢ sygnatu standardu wewngtrznego w widmie potwierdza poprawnos¢ uzyskanych
danych i pozwala na bardziej wiarygodna interpretacje wynikow. co stanowi potwierdzenie

prawidtowosci przeprowadzonej analizy [98].
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Rysunek 7. Widma dla bakterii K. pneumonie uzyskane dla metody MBT-STAR-BL za pomoca
spektrometru Bruker Microflex LT (widma C, D) oraz Zybio EXS 2600 (widma E, F).

Powyzsze widma zostaty uzyskane przy zastosowaniu testu MBT-STAR-BL, ktorej
gléwnym celem jest identyfikacja produktéw degradacji imipenemu, stanowigcych wskaznik
obecnosci enzymow beta-laktamowych, takich jak karbapenemazy oraz spektrometru Bruker
microflex LT (widma C i D) oraz Zybio EXS 2600 (widma E i F) (Rysunek 7). Analizowane
sygnaty w przypadku obu spektrometrOw mieszczg si¢ w zakresie niskoczasteczkowym 100—
1000 m/z.

Analiza widm wykazala istotne réznice w profilach m/z, wskazujace na aktywnosc
enzymatyczng charakterystyczng dla bakterii produkujacych karbapenemazy. W widmie

szczepu wrazliwego (widmo D i E) obserwowany jest sygnatl o m/z ~ 300.20, odpowiadajacy
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nienaruszonemu imipenemowi [101]. W widmie szczepu opornego (widmo C i E)
intensywno$¢ tego sygnatu ulega znacznemu oslabieniu lub calkowitemu zanikowi, co
jednoznacznie wskazuje na enzymatyczng hydrolize antybiotyku. Jednocze$nie na widmie
bakterii opornej pojawia si¢ intensywniejszy sygnal pochodzacy od produktu hydrolizy
imipenemu 0 m/z ~ 254, co potwierdza aktywno$¢ enzymatyczng karbapenemaz. Sygnat ten
zostal przezem nie zidentyfikowany jedynie na widmie uzyskanym za pomoca spektrometru
Bruker microflex LT. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze obecno$¢ sygnatu o m/z ~ 254 w widmie
szczepu wrazliwego moze wynika¢ ze spontanicznej hydrolizy imipenemu w warunkach
analizy [117]. Niestabilno$¢ tego antybiotyku beta-laktamowego w $rodowisku wodnym moze
prowadzi¢ do jego abiotycznego rozpadu, skutkujac obecnoscia produktéow degradacji
niezaleznie od dzialania enzyméw bakteryjnych. Jednak znacznie wigksza intensywno$¢ tego
sygnatu w widmie szczepu opornego wskazuje, ze w tym przypadku jego wystgpowanie jest
efektem katalitycznej hydrolizy przez karbapenemazy [118].

W Tabeli 5 przedstawitam wyniki analiz antybiotykoopornosci dla K. pneumoniae wobec

imipenemu i poréwnanie wszystkich zastosowanych metod.

Tabela 5. Zestawienie uzyskanych wynikow dla oceny antybiotykoopornosci K. pneumoniae wobec

imipenemu.
_ Mechanizm ) CLOVER MBT-STAR-BL | MBT-ASTRA
K. pneumoniae opormogci Zybio BioSoft
logRQ
M OXA-48
2M OXA-48
3M OXA-48
aM OXA-48
5M OXA-48
6M KPC-3
51 OXA-245
52 OXA-245
66 IMP-22-like
71 IMP-22-like
90 VIM
091 VIM
92 VIM
94 VIM
130 CTX-M-15
132 CTX-M-15
133 CTX-M-15
134 NDM-7
135 NDM-7
261M OXA-48
262M OXA-48 niepewny
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268M OXA-48 Niepewny
271M OXA-48 1,061
306M OXA-48 Niepewny
369M OXA-48 0,698
372M OXA-48
398M OXA-48
409M OXA-48
429M OXA-48
440M OXA-48
539 KPC-2
540 KPC-2
542 KPC-2
547 KPC-3
548 KPC-3
1024 -
1027 -
1028 -
1030 -
1031 -
1049 -
1050 -
1053 -
1055 -
1056 -
A ESBL
B KPC
C NDM, OXA-48
D NDM
E
A -KP_ESBL; B - KP_KPC_BAA_1705; C - KP_NDM_OXA48; D - KP_NDM; E - KP_ATCC_1031
L - s
2,158 0,900 -0,330
pozytywny negatywny
enzym istnieje enzym nie istnieeje
OXA - Oxacillinaza (ang. Oxacillinase); KPC - K. pneumoniaeprodukujaca karbapenemazy(ang. K.
pneumoniaecarbapenemase); BAA — aktywno$¢ beta-laktamazy (ang. Beta-lactamase Activity); IMP —
Imipenemaza (ang. Imipenemase); VIM - beta-laktamazametaloenzymatyczna kodowana przez integron
Verona (ang. Verona Integron-encoded Metallo-beta-lactamase); CTX-M - Cefotaksymaza z Monachium
(ang. Cefotaximase-Munich); NDM - Metalo-beta-laktamaza Nowego Delhi (ang. New Delhi Metallo-beta-
lactamase); ATCC — American Type Culture Collection; ESBL - beta-laktamazy o
rozszerzonymspektrumdziatania (ang. Extended-Spectrum Beta-Lactamases)

Przeprowadzona przeze mnie analiza wynikow dotyczacych szczepow K. pneumoniae z
wykorzystaniem metod Zybio, CLOVER BioSoft, MBT-STAR-BL oraz MBT-ASTRA
pozwala na oceng ich zgodnosci, rdznic w interpretacji wynikéw oraz powigzania z obecnoscig
gendéw opornosci i mechanizmow beta-laktamaz. Nalezy doda¢, ze jako jedna z pierwszych

wykazalam mozliwo$¢ zastosowania spektrometru MALDI produkowanego przez firm¢ Zybio
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do analizy antybiotykoopornosci. Obecnie w literaturze naukowej istnieje jedynie jedna
pozycja przedstawiajaca zastosowanie tego urzadzenia w analizie mechanizméw opornosci na
antybiotyki [119]. Wyniki wskazujg na duzg spdjnos¢ metod w klasyfikacji szczepoéw jako
opornych lub wrazliwych, szczeg6lnie w odniesieniu do genotypdéw wykazujacych obecnos¢
enzymow takich jak OXA-48, KPC czy NDM.

Metoda Zybio bazuje na detekcji enzyméw beta-laktamaz, gdzie obecno$¢ enzymu
(,,enzym istnieje”) jednoznacznie wskazuje na opornos¢, natomiast jego brak na wrazliwosé
szczepu. Wyniki tej metody sg w duzej mierze zgodne z metoda CLOVER BioSoft, ktora
klasyfikuje szczepy na podstawie wynikow pozytywnych (opornos¢) lub negatywnych
(wrazliwo$¢). Przyktadem jest szczep 2M z mechanizmem OXA-48, ktory w obu metodach
zostal jednoznacznie uznany za oporny. W niektérych przypadkach Zybio wskazuje wyniki
niepewne, co moze wynika¢ z granicznej detekcji enzymu lub niejednoznacznych wynikow
analitycznych, jak w przypadku szczepu 1M, gdzie wynik ro6zni si¢ od jednoznacznej
klasyfikacji w CLOVER BioSoft.

Metody MBT-STAR-BL i MBT-ASTRA, bazujace na warto$ciach logRQ i GR,
pozwalaja na bardziej szczegdtowa interpretacje opornosci. Wartosci logRQ powyzej 0,4 oraz
GR powyzej 0,4 wskazuja na oporno$¢, natomiast warto$ci ponizej 0,2 na wrazliwos¢. Wyniki
graniczne (pomig¢dzy 0,2 a 0,4) sg jednak trudniejsze do interpretacji, co prowadzi do ro6znic
miedzy metodami, szczegdlnie w przypadkach takich jak szczep 261M (OXA-48), ktory w
MBT-STAR-BL uzyskal 1ogRQ=0,685 (opornos¢), podczas gdy wynik GR=0,010 w MBT-
ASTRA sugeruje brak jednoznacznej klasyfikacji. Przyktady takie podkreslaja potencjalne
ograniczenia tych metod w przypadku wynikéw granicznych, co moze wymagac potwierdzenia
za pomocg dodatkowych testow genotypowych.

Wszystkie metody wykazuja duza zgodnos$¢ w przypadkach szczepdw wysoce opornych,
takich jak te posiadajace mechanizmy KPC-3 (np. szczep 6M), gdzie wartosci logRQ=1,985 1
GR=1,492 jednoznacznie wskazuja na opornos¢. Podobnie w przypadku mechanizmow NDM,
jak u szczepoéw 134 i 135, obecno$¢ enzymu oraz wyniki pozytywne w CLOVER BioSoft
potwierdzajg fenotypowa oporno$¢ na karbapenemy. W przypadku szczepdw, dla ktdrych brak
jest genow opornosci (np. szczepy 1024 i 1030), wszystkie metody zgodnie klasyfikuja je jako
wrazliwe, co jest widoczne zarowno w wynikach negatywnych CLOVER BioSoft, jak 1 w
wartosciach logRQ ponizej 0,2 oraz GR ponizej 0,4.

Réznice miedzy metodami uwidaczniajg si¢ glownie w przypadkach wynikow
granicznych lub niepewnych. Metoda CLOVER BioSoft nie przewiduje wynikéw niepewnych,
co odréznia jg od Zybio oraz MBT-ASTRA, gdzie tego typu klasyfikacja wystepuje. MBT-
STAR-BL i MBT-ASTRA wyr6zniajg si¢ wigkszg szczegdtowoscia w analizie fenotypowe;j,
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jednak réznice w przyjetych progach klasyfikacji moga prowadzi¢ do rozbieznosci w ocenie
wynikéw. Przyktadem jest szczep 369M (OXA-48), ktéry w MBT-STAR-BL uzyskat logRQ
= 1,718 (opornos¢), natomiast w MBT-ASTRA GR = 0,698, co sugeruje nizszy poziom
opornos$ci w poréwnaniu Z wynikami logRQ.

Zwiazek wynikoOw z obecnoscig gendow opornosci jest wyrazny. Szczepy wykazujace
obecnos¢ genow OXA-48, KPC-3 czy NDM sa konsekwentnie klasyfikowane jako oporne we
wszystkich metodach, co potwierdza zalezno$¢ pomiedzy genotypem a fenotypem opornosci.
Na przyktad szczep 6M z mechanizmem KPC-3 uzyskal pozytywne wyniki w CLOVER
BioSoft, wysokie wartosci logRQ oraz GR, co jednoznacznie wskazuje na opornos¢. Podobnie
w przypadku szczepdw NDM-7, takich jak 134 i 135, wyniki wszystkich metod sg spojne i
jednoznaczne.

Zastosowane metody wykazuja wysoka zgodno$¢ w klasyfikacji szczepdéw opornych,
szczeg6lnie w przypadku szczepow z potwierdzonymi genami opornosci. MBT-STAR-BL i
MBT-ASTRA, dzi¢ki szczegdlowej analizie fenotypowej, oferuja wieksza precyzje w ocenie
opornosci, cho¢ roznice w interpretacji wynikéw granicznych podkreslaja konieczno$¢
komplementarnych testow genotypowych. Metody Zybio i CLOVER BioSoft sa prostsze w
interpretacji, ale moga by¢ mniej precyzyjne w przypadkach wynikéw niejednoznacznych.
Podsumowujac, zastosowanie réznych technik pozwala na uzyskanie petniejszego obrazu
fenotypu opornosci 1 podkresla znaczenie wielokierunkowego podejscia w diagnostyce
mikrobiologicznej.

Na Rysunku 7 przedstawitam widma uzyskane technika MALDI-TOF MS dla testu MBT-
ASTRA ilustrujagce profile masowe szczepu S. aureus SA.73.1 hodowanego zaréwno w
warunkach kontrolnych, jak i w obecnosci antybiotykow o zrdznicowanych mechanizmach
dziatania, obejmujacych  imipenem, cefoksytyng, piperacyling, cyprofloksacyne,
lewofloksacyne¢ oraz azytromycyne. Analiza jonow molekularnych pozwala na wyrdznienie
kilku charakterystycznych sygnatow m/z, ktore mozna przypisa¢ konkretnym biomolekutom

wystepujacym w komodrkach bakteryjnych.
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Rysunek 7.Widma MS dla S. aureus uzyskanych po 2,5 godzinnej inkubacji A-bez antybiotyku, B-z
imipenemem, C-z cefotaksymem, D-z ciprofloksacyna, E-z lewofloksacyng, F-z piperacyling, G-z
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Analizowane widma charakteryzujg si¢ obecnos$cig trzech kluczowych grup sygnatow,
ktore na podstawie bazy danych UniProt zostaty przeze mnie przypisane do okre$lonych klas
molekut: sygnaty w zakresie m/z ~ 4306-4396, to przypuszczalnie pochodzi od biatka duzej
podjednostki rybosomalnej L36, ktérego znacznie obnizona intensywno$¢ lub zanik, jak w
przypadku widma B, C, F i G, pod wptywem dziatania antybiotyku stanowi istotny wskaznik
zaktocenia procesow translacyjnych oraz globalnych zaburzen metabolizmu biatkowego
komorki bakteryjnej, co moze sugerowaé podatno$¢ bakterii na stosowane antybiotyki. Sygnaty
w zakresie m/z ~ 6841-6885, ktore zostaly zidentyfikowane jako lipoproteiny, prawdopodobnie
pochodza od bakteryjnych lipoprotein. Ich obecnos¢ sugeruje, ze sg to biatka zwigzane z btong
komorkowa S. aureus. Co istotne, w szczepach wrazliwych na antybiotyk obserwowany jest
zanik wszystkich innych sygnatéw, a jedynym widocznym pozostaje ten w zakresie m/z ~
6841-6885. Moze to wynika¢ z metabolicznego efektu antybiotyku, zahamowania syntezy
innych bialek lub degradacji komorek, przez co w widmie dominuje sygnat tej konkretnej
lipoproteiny [120]. Aby potwierdzi¢ to przypuszczenie, nalezatoby przeprowadzi¢ analiz¢ LC-
MS/MS i sprawdzi¢ ekspresje biatek w warunkach z i bez antybiotyku. Ostatnie sygnaty,
zaznaczone na bordrowo, odpowiadajg sygnalowi standardu wewnetrznego — RNazy B.

Co wiecej, zastosowanie piperacyliny i lewofloksacyny przeciwko szczepom S. aureus
skutkowato zmniejszong intensywnoscig sygnatow uzyskiwanych na widmach masowych. Oba
te antybiotyki majg silne dziatanie bakteriobojcze, ktore prowadzi do lizy bakterii, Ssyntezowane
bialka bakteryjne sa ograniczane, co prowadzi do zmniejszenia liczby molekut
identyfikowanych w spektrometrii masowej [28,38,121].

Oprogramowanie MBT-ASTRA wykorzystuje algorytm oparty na analizie obszaru pod
krzywg dla zakresu m/z 2000 — 10 000, ktory stanowi miarg ilo§ciowg sygnatu generowanego
przez komorki bakteryjne. Wartosci AUC uzyskane dla probek inkubowanych w obecnosci 1
braku antybiotyku sg poddawane automatycznej normalizacji wzgledem kontroli wewnetrznej,
co pozwala na eliminacj¢ zmiennosci wynikéw wynikajacej z parametrow instrumentalnych
lub warunkow przygotowania probki. Istotnym elementem analizy jest obliczenie wzglednego
wspotczynnika wzrostu (ang. Growth Ratio, GR), ktory wyznacza stosunek wartosci AUC dla
warunkow z 1 bez antybiotyku. Wstepne analizy wykazaty, ze warto$¢ GR = 0,4 stanowi prog
klasyfikacyjny, pozwalajacy na odrdznienie izolatoéw wrazliwych od opornych [98,102].

Walidacja metody obejmowata porownanie wynikow uzyskanych z MBT-ASTRA z
wynikami testu krazkowego. Przeprowadzona analiza wykazata wysoka zgodno§¢ migdzy
wynikami uzyskanymi metoda spektrometrii mas a metodami referencyjnymi, jednak
wymagata optymalizacji algorytméw przetwarzania danych dla réznych szczepow
bakteryjnych oraz klas antybiotykow [98].
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W Tabeli 6A i 6B zamieScitam wartosci GR dla wszystkich stosowanych antybiotykow

odpowiednio dla K. pneumoniae i S. aureus.

Tabela 6.Wartosci GR obliczone dla bakterii K. pneumoniae (A) oraz S. aureus (B) po inkubacji z
badanymi antybiotykami.

A. Antybiotyk
Szczep bakteryjny IMI CEF CIP LEV PIP
KP_ATCC 1031 0,01 0,80 0,02 0,01 0,67
KP_ESBL 0,01 1,41 1,47 0,74 0,87
KP_KPC_BAA 1705 1,06 1,02 0,71 0,81 0,87
KP1024 0,01 0,44 1,25 0,03 1,22
KP1027 0,01 0,85 0,85 0,03 0,72
KP1028 0,13 0,98 1,09 0,43 1,23
KP1030 0,02 0,22 0,88 0,12 0,71
KP1031 0,02 0,92 1,12 1,04 0,02
KP1032 0,00 0,68 0,25 0,03 0,47
KP1033 0,00 0,07 0,05 0,08 0,67
KP1049 0,06 0,78 0,58 0,03 0,49
KP1050 0,02 0,68 0,85 0,49 0,95
KP1052 0,01 0,55 1,50 1,03 1,10
KP1053 0,01 0,58 0,81 0,59 1,41
KP1054 0,01 1,63 1,04 0,35 0,26
KP1055 0,01 0,20 0,72 0,40 0,89
KP1056 0,01 0,19 2,06 0,24 2,53
KP130 0,01 1,01 1,00 1,11 0,81
KP132 0,00 1,34 0,99 0,79 1,04
KP133 0,01 0,01 1,22 1,44 0,85
KP134 0,88 1,36 0,97 1,18 0,22
KP135 0,86 1,30 1,37 1,25 0,34
KP1M 1,54 0,84 1,00 0,98 1,27
KP268M 1,05 1,04 1,26 1,09
KP271M 1,06 1,02 0,64 1,42 0,84
KP306M 1,52 1,34 1,61 1,63
KP369M 0,67 0,88 0,91 0,69 0,78
KP372M 0,02 1,21 1,15 1,26 1,10
KP398M 0,01 1,45 1,15 151 1,41
KP3M 0,79 0,72 1,61 1,08 1,16
KP409M 0,92 0,97 0,89 0,82 1,13
KP429M 1,46 1,61 1,51 1,07 0,99
KP440M 0,01 1,36 1,30 1,48 1,34
KP4M 0,01 1,26 1,39 1,60 1,36
KP50 0,04 1,14 1,32 1,01 1,50
KP51 0,45 0,82 0,74 0,73 0,86
KP52 0,01 0,15 2,04 1,89 1,68
KP539 0,90 0,59 0,81 0,85 0,78
KP540 1,15 0,19 1,23 0,93 1,11
KP542 1,08 0,80 1,13 0,76 0,92
KP547 0,79 0,63 0,87 0,86 0,70
KP548 0,99 1,65 1,69 1,88 1,38
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KP5M 0,09 0,38 0,62 1,12 0,91
KP66 1,22 0,51 1,08 1,70 1,09
KP6M 1,49 0,57 1,61 1,32 1,04
KP71 0,99 0,98 1,33 0,53 1,00
KP90 1,08 0,74 0,77 0,93 1,08
KP91 0,88 0,87 1,15 1,22 0,95
KP92 1,15 0,35 1,09 0,66 1,30
KP94 0,55 1,52 1,51 1,31 1,160
2,53 1,23 0,00
brak wyniku

KP — K. pneumoniae; ATCC — American TypeCulture Collection; ESBL -beta-

laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ang. Extended-Spectrum Beta-

Lactamases); KPC — K. pneumoniae produkujaca karbapenemazy(ang. K.
pneumoniaecarbapenemase); BAA — aktywno$¢ beta-laktamazy (ang. beta-lactamase

Activity)
B. Antybiotyk
Szczep bakteryjny IMI CEF CIP LEV PIP AZI
SA _19S 0,23 0,13 0,93 1,87 0,19 0,66
SA 20 1 0,06 0,04 0,18 0,09 0,08 0,37
SA 20 3 0,02 0,03 0,65 0,69 0,13
SA _20S 0,11 0,21 0,73 2,07 0,66 0,64
SA 21S 0,012 0,03 0,88 1,04 0,07 0,12
SA 24 4 0,03 0,02 0,63 0,30 0,08 0,32
SA 24S 0,71 1,49 0,98 0,58 0,43
SA 33S 0,12 0,04 0,65 1,77 0,12 5,79
SA 61 3 0,01 0,20 1,41 1,58 0,17 0,78
SA 71 2 0,02 0,03 0,72 1,98 0,10 0,03
SA 71S 0,02 0,03 0,30 0,64 0,66 0,04
SA 731 0,04 0,04 1,24 1,81 0,10 0,03
SA 79 1 0,02 0,06 0,26 0,31 0,02 0,18
SA 811 0,03 0,05 0,30 0,96 0,43 0,56
SA 81 3 0,07 0,08 0,57 0,26 0,07 0,32
SA 81S 0,01 0,12 0,69 17,55 0,15 0,05
SA_ATCC1026 0,37 1,62 0,56 3,52 2,67 1,14
SA MRSA 1 1,28 1,78 2,57 3,10 2,05
SA MRSA 2 0,11 1,10 1,07 0,51 2,21
17,56 | 3,52 | 0,01
brak wyniku

SA —S. aureus; ATCC — American Type Culture Collection; MRSA —S.

aureusopornynametycyling (ang. Methicillin-Resistant S. aureus); _1, _2 —szczep
wyziolowany z nosogardzieli; _3, 4 —szczep wyizolowany z nosa; S — szczep wyizolowany

ze §liny
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Uzyskane wyniki analizy fenotypowej z wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI
zostaty zweryfikowane za pomocg testu krazkowego, ktory stanowi klasyczng metode
oznaczania wrazliwo$ci bakterii na antybiotyki. Test krazkowy, oparty na metodzie dyfuzyjne;j
Kirby-Bauera [122], umozliwia oceng stref zahamowania wzrostu wokot kragzkéw nasgczonych
okreslonymi antybiotykami, co pozwala na porownanie wynikow z uzyskanymi metodami
spektrometrycznymi. Zbiezno$¢ wynikéw obu metod potwierdza wiarygodnos$¢ zastosowania
spektrometru MALDI do analizy antybiotykoopornosci, jednoczesnie podkreslajac jego

potencjat jako szybszej i bardziej zaawansowanej alternatywy dla testow konwencjonalnych.
Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonej analizy wskazuja na wysoka skutecznos$¢ techniki MALDI-
TOF MS w identyfikacji mikroorganizmoéw oraz analizy antybiotykoopornosci przy uzyciu
roznorodnych narzedzi, takich jak MBT-STAR-BL, MBT-ASTRA, CLOVER BioSoft i
spektrometr Zybio. Jako jedna z pierwszych, niezaleznie od badaczy z Austrii,
przeprowadzitam szczegotowe analizy antybiotykoopornosci u K. pneumoniae na imipenem z
zastosowaniem spektrometru Zybio EXS2600 oraz poréwnatam otrzymane wyniki z wynikami
testu MBT-STAR-BL Co wigcej, jako pierwsza porownatam wyniki uzyskane na Zybio z
testem MBT-ASTRA oraz oprogramowaniem CLOVERBIioSoft. Jako pierwsza rowniez
zastosowatam test MBT-ASTRA do identyfikacji antybiotykoopornosci u S. aureus, w tym
szczepow opornych na metycyling. Moje badania byly réwniez pionierskie pod wzgledem
analizy antybiotykooporno$ci na lewofloksacyng¢ 1 azytromycyn¢ u tych bakterii z
wykorzystaniem tego innowacyjnego narzedzia. Moje badania stanowia cenny wklad w rozwoj
metod diagnostycznych stuzacych do monitorowania opornosci bakterii nie tylko na
antybiotyki beta-laktamowe, co ma kluczowe znaczenie w walce z zakazeniami
wielolekoopornymi.

W zakresie analizy antybiotykooporno$ci, zastosowanie narzedzi takich jak MBT-STAR-
BL i MBT-ASTRA umozliwilo oceng fenotypowej aktywnoSci enzymatycznej szczepOw
opornych na antybiotyki, takich jak karbapenemy. MBT-STAR-BL, dzi¢ki wartosciom logRQ,
pozwolil na doktadng klasyfikacj¢ szczepow jako wrazliwych, opornych lub o niepewnym
statusie. Z kolei MBT-ASTRA, wykorzystujac wspotczynnik wzrostu wykazal wysoka
zgodno$¢ w identyfikacji szczepéw opornych, przy czym w przypadkach granicznych
wymagane bylo potwierdzenie wynikOw innymi metodami. Jako pierwsza wykazatam
mozliwo$¢ zastosowanie tego podejscia do analizy antybiotykoopornosci S. aureus w tym
szczepOw MRSA. Test MBT-ASTRA zostat rowniez niedawno zastosowany w kilku badaniach

majacych na celu wykrywanie opornosci bakterii zarowno w izolatach klinicznych, jak 1
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bezposrednio w dodatnich posiewach krwi [102,123]. Analizie poddano bakterie Gram-ujemne,
takie jak Enterobacteriaceae, Pseudomonas sp. oraz Acinetobacter sp., w polaczeniu z
réznymi klasami antybiotykdw, w tym penicylinami, cefalosporynami, karbapenemami,
fluorochinolonami i aminoglikozydami [98,124].

CLOVER BioSoft, dzigki swojej prostocie interpretacyjnej, dostarczyl wynikow
zgodnych z narzgdziami fenotypowymi, ale brak wynikow niepewnych wskazuje na mniejsza
szczegbtowos¢ analizy. Spektrometr Zybio okazat si¢ obiecujacag alternatywa w analizie
antybiotykoopornosci, jednak wyniki wskazaty na pewne ograniczenia. Uitz i wspotpracownicy
w swoich badaniach skupili si¢ na analizie bakterii Enterobacterales opornych na
karbapenemazy porownujac testy firmy Bruker oraz te produkowane przez Zybio [119].
Badacze wskazuja na istotne réznice migdzy systemami, a test MBT-STAR dat mniej fatszywie
dodatnich wynikow, co rowniez potwierdzaja wyniki badan zamieszczone w niniejszej
rozprawie. Wykrycie enzymow o niskiej aktywnosci, takich jak OXA-48, réwniez pozostaje
wyzwaniem, co podkresla konieczno$¢ dalszej optymalizacji protokotéw dla tego systemu.
Analiza poréwnawcza metod wskazuje na duzg zgodnos$¢ w klasyfikacji szczepoéw opornych,
szczegblnie w przypadku mechanizmow takich jak KPC, NDM i1 VIM. Narzedzia MBT-STAR
I MBT-ASTRA, dzigki mozliwosci szczegotowej oceny fenotypowej, wyrdzniaja si¢ precyzja
w analizie opornosci, natomiast spektrometr Zybio 1 CLOVER BioSoft zapewniajg prostsza,
cho¢ mniej szczegdtowa oceng. Technika MALDI-TOF MS jako cato$¢ umozliwia szybkie i
precyzyjne wykrywanie mechanizmdow opornos$ci, co czyni jg niezastgpionym narzedziem w
diagnostyce mikrobiologicznej. Wyniki wskazujg takze na konieczno$¢ stosowania
komplementarnych metod, zwlaszcza w przypadkach wynikow granicznych lub niepewnych.
Dalsze badania z wigksza liczbg probek, uwzgledniajgce roéznorodno$¢ mechanizmow
oporno$ci 1 gatunkow bakterii, sa niezbedne do dalszego udoskonalenia narzedzi

diagnostycznych i zapewnienia ich szerokiej uzytecznosci w rutynowej diagnostyce kliniczne;.
4. Terapeutyczne monitorowanie lekow

4.1. Oznaczanie i identyfikacja antybiotykow oraz ich antybiotykéw w ptynach

ustrojowych

Podejscie terapeutycznego monitorowania lekdw (ang. Therapeutic Drug Monitoring,
TDM) opiera si¢ na precyzyjnym oznaczeniu stgzenia lekow w probkach biologicznych,
najczesciej w surowicy krwi, moczu lub $linie, co umozliwia optymalizacj¢ dawkowania 1
dostosowanie terapii do indywidualnych potrzeb pacjenta [125]. TDM jest szczego6lnie istotne
w przypadku lekow charakteryzujacych si¢ waskim indeksem terapeutycznym, znacznym
ryzykiem dziatan niepozadanych, dtugim czasem trwania terapii, indywidualnymi ré6znicami w
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odpowiedzi na dawke oraz trudnosciami w odréznieniu skutkow terapeutycznych od
niepozadanych. Monitorowanie wymaga rowniez uwzglednienia czynnikéw takich jak wiek
pacjenta, budowa ciala, stan metaboliczny, zaburzenia funkcji watroby lub nerek oraz
potencjalne interakcje z innymi [126]. W kontek$cie antybiotykoterapii, monitorowanie
stezenia lekow jest szczegodlnie istotne w terapii dlugoterminowej, gdzie na efektywnos¢
leczenia wplywa szereg czynnikéw, takich jak interakcje lekowe, stan narzadow (np. nerek i
watroby), ogdlny stan zdrowia pacjenta oraz réznice w farmakokinetyce wynikajace z
indywidualnych predyspozycji. Kluczowym elementem TDM w przypadku antybiotykow jest
analiza ich metabolizmu, ktory zachodzi gldéwnie w watrobie. Proces ten obejmuje reakcje fazy
I (oksydacja, redukcja, hydroliza) oraz fazy II (sprzgganie z kwasem glukuronowym,
siarczanem lub glutationem), prowadzac do powstania metabolitbw o zroéznicowanej
aktywnos$ci biologicznej. Produkty biotransformacji moga by¢ catkowicie nieaktywne,
toksyczne lub farmakologicznie aktywne, co wpltywa na skuteczno$¢ leczenia i potencjalne
ryzyko dziatan niepozadanych [127]. Zrozumienie tych procesow pozwala nie tylko na oceng
biodostgpnosci leku i jego dystrybucji w organizmie, ale takze na lepsze dostosowanie terapii
do zmiennych warunkéw fizjologicznych pacjenta, takich jak niewydolno$¢ narzadoéw czy
polimorfizm enzymow metabolizujacych. Wiaczenie monitorowania metabolitow do TDM
dostarcza dodatkowych informacji, ktére moga by¢ kluczowe dla modyfikacji terapii,
zwigkszajac jej efektywnos¢ przy jednoczesnej minimalizacji ryzyka dzialan niepozadanych
[128].

Strategie TDM coraz cze$ciej opieraja si¢ na precyzyjnych i niezawodnych metodach
analitycznych, co jest szczegllnie istotne przy analizie probek o niskich stezeniach.
Automatyzacja proceséOw, urzadzenia o duzej przepustowosci, solidno$¢ oraz niskie koszty
operacyjne sg kluczowymi kryteriami przy wyborze odpowiednich technik analitycznych.
Tradycyjnie w TDM stosowano metody immunoenzymatyczne, jednak ich ograniczenia, takie
jak podatnos$¢ na interferencje ze strony zwigzkéw pokrewnych, metabolitéw czy sktadnikow
matrycy, zmniejszaja ich wiarygodno$¢. Obecnie coraz czgsciej wykorzystuje si¢ bardziej
zaawansowane techniki analityczne, takie jak chromatografia cieczowa sprzezona z
detektorami UV, detekcja fluorescencyjng (ang. FluorescenceDetector, FLD) czy
spektrometria mas [129]. Chromatografia cieczowa (ang. Liquid Chromatography, LC)
wyroznia si¢ zdolnoscig do skutecznego oddzielania docelowych analitéw od innych lekow
oraz ich metabolitéw obecnych w ztozonych matrycach biologicznych. Potaczenie tej techniki
z selektywnymi metodami detekcji, takimi jak MS, zapewnia wysoka czutos¢ 1 specyficzno$é
oznaczen. Kluczowymi aspektami w TDM sg odpowiedni wybdr techniki przygotowania

probek, technologii kolumn chromatograficznych, wzorcow wewnetrznych oraz warunkow
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detekcji, aby unikng¢ interferencji pochodzacych z matrycy lub metabolitow lekow [98].
Obecnie metoda referencyjng w terapii monitorowanej stezeniem leku we krwi czy innych
ptynach ustrojowych jest chromatografia cieczowa w potaczeniu z tandemowsa spektometrig

mas (LC-MS/MS) (Rysunek 8) [130-133].
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Rysunek 8. Bioanalityczne podej$cie w terapeutycznym monitorowaniu lekow.

Monitorowanie stezenia lekow w plynach ustrojowych jest szeroko stosowane w wielu
specjalnosciach klinicznych, na przyktad neurologii, kardiologii, psychiatrii. Najczesciej
monitorowane sg stezenia takich lekéw jak antybiotyki, leki przeciwpadaczkowe, leki
antyarytmiczne, leki przeciwbdlowe, zwigzki immunosupresyjne, leki przeciwnowotworowe
czy trojpierscieniowe leki antydepresyjne [134-136]. Terapia celowana polega na doborze
odpowiedniego leku, dostosowanego do rodzaju infekcji i charakterystyki patogenu. W
przypadku antybiotykoterapii, dobor leku mozliwy jest na podstawie wynikéw badania
mikrobiologicznego, takiego jak posiew z materiatu pobranego od pacjenta (np. mocz, krew,
wydzielina przyranna). Optymalnym rozwigzaniem jest sytuacja, w ktorej wskazania kliniczne

sg potwierdzone wynikami badan bakteriologicznych, co jednak nie zawsze jest mozliwe w
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praktyce. Dodatkowym utrudnieniem jest oporno$¢ na antybiotyki, czyli zjawisko
ograniczajace skutecznos$¢ leczenia, co stanowi wyzwanie w diagnostyce biomedycznej [134,
137].

W przypadkach, gdy stezenia lekow w ptynach biologicznych sg stosunkowo wysokie,
detekcja UV moze by¢ wystarczajaca, pod warunkiem, ze selektywno$¢ metody zostata
odpowiednio zweryfikowana, a potencjalne interferencje pochodzace z wspdtpodawanych
lekow i sktadnikéw matrycy zostaty wykluczone. W ostatnich latach chromatografia cieczowa
sprz¢zona ze spektrometrig mas (LC-MS) lub tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS)
zyskata miano ztotego standardu w TDM. Techniki te zapewniajag wyjatkowa czuto$¢ i
selektywno$¢, umozliwiajac precyzyjne oznaczanie lekow nalezacych do roznych klas. LC-MS
zmniejsza rowniez ryzyko koelucji interferentdw, co jest szczego6lnie istotne przy oznaczaniu
lekow w niskich stezeniach. Dodatkowo zastosowanie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (ang. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) lub wysokoci$nieniowe;j
chromatografii cieczowej (ang. Ultra High-Performance/Pressure Liquid Chromatography,
UHPLC) sprzezonej ze spektrometrig mas zapewnia wyjatkowo niskg granice wykrywalnosci,
wysoka selektywno$¢, precyzje, doktadno$¢ pomiardw oraz mozliwo$¢ jednoczesnego
oznaczania wielu analitow w ztozonych matrycach biologicznych. Dzigki temu opisane
techniki stajg si¢ niezastgpionym narzedziem w badaniach farmakokinetycznych i
farmakodynamicznych, ktore dostarczaja danych niezbednych do optymalizacji terapii
lekowe;j.

W ostatnich latach opublikowane zostaty liczne opracowania dotyczace metod
analitycznych wykorzystywanych w TDM, ze szczegolnym uwzglgdnieniem chromatografii
cieczowej. Wigkszo$¢ z tych publikacji skupia si¢ na metodach opracowanych dla konkretnych,
czesto wasko zdefiniowanych grup lekow. W jednym z przegladow oméwiono zastosowanie
LC-MS/MS w TDM roznych lekéw przeciwzakaznych, z naciskiem na bioanalityczne
wyzwania zwigzane z ich oznaczaniem [138]. W pracy P4 opisatam wspoétczesne metody
badania metabolizmu antybiotykow beta-laktamowych, uwzgledniajac podejscia in silico, in
vitro oraz in vivo. Szczegotowo przedstawitam mechanizmy biotransformacji tych zwiazkow,
w tym procesy enzymatyczne fazy | i Il, oraz techniki analityczne, takie jak LC-MS/MS,
stosowane do identyfikacji i oznaczania metabolitow. Uzyskane podczas badan
eksperymentalnych wyniki pozwolity na opracowanie alternatywnej metody badania
metabolizmu lekow nalezacych do roznych grup terapeutycznych wykorzystujacej
elektrochemiczne utlenianie za pomoca reaktora elektrochemicznego potaczonego on-line/off-
line z tandemowym spektrometrem mas (EC MS/MS). Podczas badania procesow utleniania

zaobserwowalam tworzenie si¢ produktéw elektrochemicznych (potencjalnych metabolitow),
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ktore byly zgodne z danymi literaturowymi, jak réwniez powstajacych przez utlenienie za
pomocg izoenzymow cytochromu P450 obecnych we frakcji mikrosomalnej ludzkich komérek
watroby (HLMs). Podczas badan przetestowatam cztery rodzaje elektrod pracujacych:
elektrode platynowa (Pt), ztota (Au), weglowa (GC) oraz diamentowa (MD). Elektrody
platynowa i weglowa przystosowane sa do pracy w zakresie wartosci potencjatow 0-2000 mV.
Zakres potencjatu elektrody MD jest wyzszy 1 wynosi 0-3000 mV. Procesy elektrochemiczne
badanych analitow prowadzitam przy wzrastajacej wartosci potencjatu (10 mV/s) oraz
przeptywie fazy ruchomej 10 pl/min. Kryterium wyboru elektrody roboczej opierato si¢ na
liczbie oraz intensywnosci sygnatéw zarejestrowanych w widmie masowym. W ramach proby
symulacji ludzkiego metabolizmu zatozono, ze eksperyment bedzie przeprowadzany w
srodowisku o pH fizjologicznym (pH = 7,4). Niemniej jednak, cze$¢ badanych zwigzkow nie
wykazata reakcji utleniania w tym obojetnym $rodowisku, co mozna przypisac ich strukturze
oraz wlasciwosciom fizykochemicznym analitow. Procesy utleniania badanych zwigzkow w
celi elektrochemicznej monitorowatam za pomoca woltamogramow masowych. Potencjat
elektrody roboczej zwigkszalam w sposob liniowy, co umozliwilo mi rejestracj¢ zmian
sygnatéw widma masowego w zalezno$ci od warto$ci przytozonego napigcia oraz uzyskanie
charakterystycznych woltamograméw masowych. W celu dalszej analizy struktur produktow
utlenienia badanych zwiazkow, przeprowadzitam fragmentacj¢ potencjalnych metabolitow
uzyskujac odpowiednie widma fragmentacyjne. Otrzymane widma fragmentacyjne produktow
utlenienia badanych zwigzkow porownywatam z widmem fragmentacyjnym zwiazku
macierzystego. Struktury chemiczne dla zidentyfikowanych produktow elektrochemicznych
zostaly przeze mnie zaproponowane na podstawie eksperymentow EC/ESI-MS/MS oraz
programu komputerowego Mass Hunter Metabolite ID, jak réwniez informacji dostepnych w
literaturze. Za pomoca tego narzedzia analitycznego sygnaly pochodzace od badanego analitu
w odniesieniu do probek kontrolnych okreslatam poprzez poréwnanie ich czasdéw retencji,
widm MS oraz pdl powierzchni. Przy dobranych wcze$niej warunkach analizy za pomoca
spektrometru mas, sygnaly dla badanych lekéw zidentyfikowalam jako [M+H]* o
charakterystycznych warto$ciach m/z oraz wspotczynnikach retencji (k).Oznaczenia analitow
za pomocg spektrometru mas przebiegaly w polaryzacji dodatniej w tzw. trybie pelnego
przemiatania widma (Full Scan), monitorowania pojedynczego jonu (SIM), poszukiwania
jonow potomnych (Product lon) oraz monitorowania reakcji nastepczych fragmentacji (MRM).
Skanowanie w pelnym trybie przeprowadzitam celem wyznaczenia warto$ci ilorazu m/z jonu
pseudomolekularnego, czyli czasteczki analitu o masie powigkszonej o mas¢ przytaczonego
protonu. Za pomocg trybu monitorowania wybranego jonu dobratam warto$¢ napigcia na

fragmentorze, czyli napiecia na koncu kapilary kierujgcej jony do analizatora Q1. Z kolei za
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pomocg trybu Product lon dla kazdego jonu macierzystego na skutek jego fragmentacji
uzyskalam jony potomne. Na tym etapie skorzystatam z wczes$niej dobranej wartoSci napigcia
na fragmentorze, temperatury gazu suszacego oraz dobralam odpowiednie wartosci energii
zderzen w zalezno$ci od badanego zwiazku. Wielostopniowg fragmentacje badanych lekow
przeprowadzitam celem uzyskania danych do interpretacji widm MS/MS dla potencjalnych
metabolitow wybranych zwigzkéw. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, iz
metoda ta moze by¢ skutecznie stosowana w celu przewidywania proceséw utleniania, ktére
zapoczatkowane zostaja utlenieniem jednoelektronowym, takim jak N-dealkilacja, S-
oksydacja, P-oksydacja, utlenienie alkoholi, hydroksylacja uktadéw aromatycznych oraz
dehydrogenacja. Nie jest korzystna w przypadku reakcji zapoczatkowanych przez bezposrednie
pozyskiwanie atomu wodoru, jak na przyktad O-dealkilacja czy alifatyczna hydroksylacja
niepodstawionych pier§cieni aromatycznych, z powodu zbyt wysokiego potencjatu
utleniajacego wymaganego dla reakcji elektrochemicznego utlenienia. Ponadto, dokonatam
korelacji otrzymanych wynikow z danymi uzyskanymi dla probek rzeczywistych pobranych od
pacjentéw z oddzialow klinicznych. Poznanie szlakow przemian metabolicznych mogacych
mie¢ miejsce w organizmie roéznych pacjentow jest niezbedne dla kazdego zwigzku
biologicznie aktywnego. Wynika to ze zjawiska polimorfizmu genu enzymu metabolizujacego,
ktory powoduje, ze metabolizm lekow u kazdego pacjenta przebiega w sposob odmienny i
specyficzny [139]. Przeprowadzone badania in vitro oraz in vivo nad metabolizmem wybranych
lekow zachodzacych wobec enzymu metabolizujagcego obecnego w komodrkach watroby, a
takze implementacji elektrochemicznego reaktora do generowania potencjalnych metabolitow
stwarzajg podstawy do poznania mozliwych kierunkow przemian aktywacyjnych i/lub
detoksykacyjnych jakim zwigzki te ulegaja in vivo w organizmie pacjenta.

Dane literaturowe opisuja takze metody bioanalityczne stuzgce do monitorowania lekow
terapeutycznych z grupy antybiotykow beta-laktamowych u pacjentéw w stanie krytycznym
[140]. Patel i Kothari dokonali przegladu metod analitycznych stosowanych do ilo§ciowego
oznaczania statyn i ich metabolitow w probkach biologicznych [141]. W 2019 roku
opublikowano przeglad dotyczacy techniki LC-MS/MS stosowanej w TDM lekéw
przeciwgruzliczych [142], natomiast Zheng i Wang przeanalizowali postepy w zastosowaniu
LC-MS do oznaczania lekdéw przeciwgrzybiczych w probkach biologicznych [143].
Zastosowanie LC-MS/MS w TDM lekéw immunosupresyjnych zostato szczegoétowo opisane
w artykule przegladowym z 2016 roku [144]. W tym samym roku ukazat si¢ rowniez przeglad
dotyczacy roznych metod analitycznych, takich jak immunoanaliza, chromatografia cieczowa
i spektrometria mas, w kontekScie monitorowania lekow immunosupresyjnych. Autorzy

przeanalizowali zalety i wady kazdej z tych technik [145]. Przeglady obejmowaly réwniez
68



nowoczesne techniki chromatograficzne i elektroforetyczne stosowane do analizy lekow
przeciwdepresyjnych i ich metabolitow w ptynach biologicznych. Do zalet tych metod
zaliczono szybko$¢ analizy, wysoka czuto$¢, swoistos¢ oraz mozliwosci miniaturyzacji.
Poréwnano takze chromatografi¢ gazows i elektroforeze kapilarng w kontekscie analizy lekow
przeciwdepresyjnych i ich metabolitow [146]. Saleem i wspotautorzy opisali metody HPLC
stosowane do oznaczania beta-blokeréw w prébkach biologicznych [147].

Niektore przeglady obejmowaty szeroki zakres lekow monitorowanych w TDM. Na
przyktad w 2012 roku opisano zastosowaniec LC-MS/MS w analizie lekdw przeciwgrzybiczych,
przeciwwirusowych, immunosupresyjnych, przeciwdrgawkowych, przeciwdepresyjnych,
antybiotykéw, lekow przeciwnowotworowych oraz substancji wplywajacych na uktad
sercowo-naczyniowy [129].

Wspolczesne podejscie do TDM, obejmujace zaréwno analiz¢ stezenia leku, jak 1 jego
metabolitow, podkresla interdyscyplinarny charakter tego procesu, ktory taczy farmakologie,
biochemi¢ i chemi¢ analityczng w celu zapewnienia precyzyjnego i bezpiecznego leczenia
pacjenta. Rozw6j wysoce czulych i szybkich technik detekcji antybiotykoopornosci stanowi
jedno z kluczowych wyzwan wspolczesnej mikrobiologii i chemii analitycznej. Precyzyjne
diagnozowanie oporno$ci bakteryjnej oraz szybka identyfikacja patogenow umozliwiaja
bardziej efektywne dopasowanie terapii antybiotykowej, co jest szczegdlnie istotne w obliczu
rosngcej liczby zakazen wywotanych przez szczepy wielolekooporne.

W ostatnich latach podje¢to intensywne poszukiwania alternatywnych metod badawczych,
ktére umozliwityby symulacj¢ metabolizmu lekéw bez koniecznosci stosowania zwierzat
doswiadczalnych. W ramach tych dziatan szczegdlng uwage poswigcono elektrochemi,
dziedzinie nauki, ktora od dawna znajduje zastosowanie w badaniach wlasciwosci utleniajgco-
redukujacych farmaceutykow z roznych grup terapeutycznych. W latach osiemdziesigtych
odkryto, ze potaczenie elektrochemii ze spektrometria mas (ang. Electrochemical Mass
Spectrometry, EC/MS) jest odpowiednig technika do badan dla potrzeb analizy ilo$ciowej i
jakosciowej, ktora pozwolitaby na symulacje metabolizmu lekow, peptydow, biatek czy DNA
w organizmie zywym. Wprowadzenie techniki elektrochemii pozwala na transformacje lekow
W potencjalne metabolity, a wykorzystanie czutej metody oznaczania zwigzkow organicznych,
jaka jest spektrometria mas, pozwala na ich identyfikacje I oznaczenie. Dodatkowo
wprowadzenie roéznych modyfikacji, miedzy innymi potaczenie EC/MS z metodami
separacyjnymi, takimi jak chromatografia cieczowa oraz elektroforeza kapilarna (ang.
Capillary Electrophoresis, CE) on-line lub off-line, powoduje zwigkszenie wydajno$ci procesu
oraz skrocenie czasu pomiedzy wytworzeniem a detekcjg danego metabolitu. Pozwala to na
szybkg identyfikacj¢ zwigzkow reaktywnych o krotkim czasie zycia [148-152].
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Aparatura stosowana do symulacji przemian fazy li 1l, sklada si¢ z pompy

strzykawkowej, ktora w strzykawce zawiera tzw. faz¢ ruchoma (Rysunek 9).
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Rysunek 9. Schemat uktadu pomiarowego (off-line/on-line EC LC-MS/MS).

Faza ruchoma to ciecz, ktora zawiera analizowany zwiazek (np. lek), bufor oraz
rozpuszczalnik organiczny w odpowiednim stosunku objetosciowym bufor/rozpuszczalnik.
Detekcja poprzez spektrometrie mas narzuca stosowanie odpowiednich buforéw takich jak:
octan amonu lub mrowczan amonu. Ustalenie wartosci pH dla danego buforu, oraz jego
stosunek do rozpuszczalnika organicznego determinuje stopien przemiany elektrochemiczne;,
ktory jest indywidualny dla kazdego pojedynczego zwiazku. Pompa strzykawkowa ttoczy faze
ruchomg w okreslonym przeplywie bezposrednio do celki elektrochemiczne; wewnatrz
reaktora elektrochemicznego. Reaktor elektrochemiczny utrzymuje statg okreslong temperature
oraz ustala odpowiedni potencjal dla celki elektrochemicznej. W celce elektrochemicznej
zachodza wszystkie przemiany redoks. Wykorzystuje si¢ dwa typy celek elektrochemicznych:
kulometryczng i amperometryczng. Oba te typy sa wyposazone w zestaw trzech elektrod,
sktadajacy sie z elektrody pracujacej, elektrody odniesienia i przeciwelektrody. Potencjat
utleniania jest ustalany mig¢dzy przeciwelektroda a elektroda robocza. Gloéwng zalety
amperometrycznej celki jest zastosowanie réznych materialdow elektrody roboczej, miedzy
innymi elektrody: ztote (Au), platynowe (Pt), wykonane z porowatego szklistego wegla (GC)
oraz posiadajgce ultracienka warstwg krystalicznego diamentu naniesionego na krzemie
(MD/BDD).

Metoda ta jest klasyfikowana jako technika instrumentalna, w ktdrej nie wykorzystuje sie

uktadoéw biologicznych. Umozliwia ona identyfikacj¢ zaréwno produktow koncowych, jak i
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posrednich reakcji elektrochemicznych badanych zwigzkow. Gtowng zaletg tej metody jest
mozliwo$¢ natychmiastowej detekcji produktéw utleniania tuz po ich powstaniu. Jest to
skuteczna technika do przewidywania procesOw utleniania, ktore rozpoczynaja si¢ od
jednoelektronowego utleniania, obejmujacego takie reakcje jak N-dealkilacja, S-oksydacja, P-
oksydacja, utlenianie alkoholi, hydroksylacja uktadow aromatycznych oraz dehydrogenacja.
Elektrochemiczne podejscie okazuje si¢ jednak mniej efektywne w przypadku reakcji, ktore
wymagaja bezposredniego usunigcia atomu wodoru, takich jak O-dealkilacja czy alifatyczna
hydroksylacja niepodstawionych pierscieni aromatycznych. Dzieje si¢ tak z powodu zbyt
wysokiego potencjatu utleniajgcego, ktory jest wymagany do przeprowadzenia tych reakcji
elektrochemicznych [153-157].

Elektrochemie¢ wykorzystuje si¢ w technikach ,,omicznych” takich jak:

e Lipidomika - wykorzystywana, np. podczas utleniania cholesterolu do
oksysteroli/symulacji produktow utlenienia lipidow w organizmie [153,154];

e Proteomika - wykorzystywana do:

o oksydacyjnego cigcia peptydow i biatek ("trawienie nieenzymatyczne"),

o redukcji mostkdw dwusiarczkowych,

o znakowania okreslonych reszt aminokwasowych (glownie cysteiny)
z reaktywnymi zwigzkami  generowanymi poprzez elektrochemie
[153,154,156];

e Genomika — zastosowaniemiedzy innymi w utlenianiu kwaséw nukleinowych oraz
tworzeniu potencjalnych produktéw przyczyniajacych si¢ do powstawania stresu
oksydacyjnego, a takze formowanie si¢ adduktow DNA [153,157].

Jednak to w metabolomicetechnika ta jest najszerzej wykorzystywana. Metoda EC/MS
jest szczegoblnie przydatna do nasladowania reakcji biotransformacji oraz badania wtasciwosci
redoks matych czasteczek bioorganicznych. Liczne publikacje wskazuja na to, ze najczesciej

uzywa si¢ jej w celu symulacji metabolizmu lekéw [158-166].
4.2 Techniki przygotowania probek w terapeutycznym monitorowaniu lekow

Biologiczne matryce charakteryzujg si¢ wysokim stopniem ztozono$ci, zawierajacym
biatka, lipidy, leki, sole, kwasy, zasady oraz réznorodne zwigzki organiczne i nieorganiczne,
ktore czesto wykazuja podobne wilasciwosci do analitow. Anality te czesto wystepuja w
probkach w §ladowych stezeniach. Chociaz rozw¢j zaawansowanych technik analitycznych,
takich jak spektrofotometria UV-vis, fluorymetria, chromatografia gazowa i cieczowa oraz
metody immunoenzymatyczne, znaczaco zwigkszyt mozliwosci detekcji w probkach

biologicznych, wigkszo$¢ z tych metod wymaga wczesniejszego przygotowania probki, aby
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skutecznie przeanalizowaé zlozong matryce [167]. Proces ten odgrywa kluczows rolg w
zapewnieniu dokladnych, precyzyjnych i wiarygodnych wynikéw, co jest niezbedne do
efektywnego monitorowania stgzen lekow w plynach ustrojowych. Obejmuje on etap
oczyszczania, rozcienczania, wzbogacania lub przeksztalcania analitu w stabilny produkt
umozliwiajacy detekcje [168]. Wybdr odpowiedniej techniki przygotowania probki zalezy od
wlasciwosci  fizykochemicznych badanych substancji, rodzaju matrycy oraz wymagan
stosowanej metody analitycznej. Techniki takie jak ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. Liquid-Liquid
Extraction, LLE) [169], ekstrakcja do fazy stacjonarnej (Solid Phase Extraction, SPE) [170]
czy mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (Solid PhaseMicroextraction, SPME) [171]
pozwalaja na efektywne usunigcie substancji zakldcajacych oraz wzbogacenie stezenia analitu,
co ma szczegolne znaczenie w analizach lekdw i ich metabolitdw. Szczegdtowe zastosowania
wyzej wymienionych technik omoéwitam w publikacji [P5], natomiast ich pordwnanie

zawartam w Tabeli 7.

Tabela 7. Poréwnanie technik przygotowania probek: ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE), ekstrakcji do fazy
stacjonarnej (SPE) oraz mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME).

Kryterium LLE SPE SPME
Separacja na podstawie | Adsorpcja analitow na
roznej rozpuszczalnosci stacjonarnej fazie, a Adsorpcja analitéw na
Zasada dzialania analitow w dwaoch nastepnie ich widknie pokrytym
niemieszajacych si¢ wymywanie odpowiednim sorbentem.
cieczach. rozpuszczalnikiem.
Witodkna pokryte
Rodzai faz Faza wodna i Stnah Cf:alzg Sogﬁ;ngfwa sorbentami
) tazy organiczna. p. &1, polimery, -1 o MiIP, PDMS, DVB,
wegiel aktywny. CAR)
. Wysokie — wymaga Umiarkowane — wymaga Mlnlma}lne — zazwycza)
Zuzycie . LT Inikéw d nie wymaga
rozpuszczalnikéw duzych objetosci faz rozpuszczainikow do dodatkowych
organicznych. elucji analitéw.

rozpuszczalnikow.

Sredni — wymaga kilku
etapoéw Kroétki — zazwyczaj

(kondycjonowanie, jednoetapowy proces.

zatadunek, elucja).

Dlugi — zalezny od
Czas analizy liczby etapdw mieszania
i rozdziatu.

Wysokie — kosztowne | Umiarkowane — zalezne | Niskie — wldkna moga
Koszty rozpuszczalniki i od kosztu sorbentu i by¢ wielokrotnie
odpady. rozpuszczalnikow. uzywane.

Srednia — wymaga

Kompatybilnosé¢ z| matryc o niewielkiej Wysoka — szeroka gama

3 Bardzo wysoka — szeroki
sorbentow dostosowana Wy

matrycami zawaﬁo§01 'substancp do rozmych matryc. wybor pokry¢ widkien.
zaktdcajacych.
.z Niska — Wymaga Umiarkowana — zalezna | Wysoka — szczegolnie
Selektywnos¢ optymalizacji faz

od rodzaju sorbentu. | dla wiokien MIP-SPME.

organicznych.
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X Srednia — zalezna od | Wysoka — kontrolowany | Wysoka — powtarzalno$é
Powtarzalnos¢ - . . .
By precyzji procesu przeptyw przez faze zwigzana z jednolita
wynikéw . - . . g
mieszania. stala. powierzchnig widkien.
Granica Zalezna od . Bardzo niskie LOD —
- zastosowanego Zalezna od sorbentu, S .
wykrywalnoS$ci U S odpowiednie do analiz
rozpuszczalnika i zazwyczaj niskie LOD .
(LOD) . - sladowych
warunkdéw analizy.
. . Niska — generuje duze Umiarkowana — Wysoka — niskie zuzycie
Przyjaznos¢ o . - . o
. . ilo$ci odpadow mniejsze zuzycie materialow
srodowisku - R .
organicznych. rozpuszczalnikdw. eksploatacyjnych.
Pestycydy, zwigzki Leki, pestycydy, Lotne zwigzki
Przyklady organiczne, metabolity w | sktadniki srodowiskowe, | organiczne, Sladowe
zastosowan wodach, prébkach analiza §ladowych ilosci ilosci lekow i
biologicznych. zanieczyszczen biomarkerow.
. Duza — mozliwo$¢ . .
Ograniczona — wymaga . Bardzo duza — szeroki
.1 : stosowania roznych L
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zastosowan rozpuszczalnikéw do od potrzeb mozliwo$¢ integracji z
analitu i matrycy. P réznymi systemami.
analitycznych.

Szczegolne uznanie zyskala technika SPME, faczac procesy ekstrakeji i wzbogacania
analitéw w jednym etapie. Eliminuje to potrzebe stosowania duzych ilosci rozpuszczalnikow
organicznych, co czyni jg bardziej przyjazng dla srodowiska w porownaniu z tradycyjnymi
metodami  ekstrakcji. SPME  charakteryzuje oraz

prostota, efektywnos$cia

si¢
wszechstronnos$cia, dzigki czemu jest szczegdlnie przydatna w analizie ztozonych matryc
biologicznych, takich jak krew, osocze czy mocz, ktore powszechnie stosuje si¢ w analizach
klinicznych.

Jednym z najwazniejszych aspektéw techniki SPME jest mozliwos$¢ jej zastosowania w
warunkach in vivo, gdzie wtokno ekstrakcyjne jest wprowadzane bezposrednio do badane;j
matrycy biologicznej. Dzigki tej procedurze mozliwe jest szybkie i efektywne pobieranie
analitow bez konieczno$ci stosowania agresywnych metod, ktoére moglyby wplynaé¢ na
integralno$¢ badanego uktadu. Zdolnos¢ SPME do prowadzenia selektywnej ekstrakeji
analitbw w warunkach in vivo ma szczegolne znaczenie w badaniach farmakokinetycznych,
pozwalajac na dynamiczne monitorowanie stezen lekéow 1 ich metabolitow w czasie
rzeczywistym [172]. Ponadto technika ta eliminuje potrzebe pobierania duzych objetosci
prébek biologicznych, co jest istotne w analizach prowadzonych u pacjentéw pediatrycznych,
0sOb w stanie krytycznym lub w badaniach przedklinicznych z wykorzystaniem zwierzat.
Niewielkie wymagania dotyczace objetosci probki, minimalizacja interferencji matrycy oraz
mozliwo$¢ stosowania w szerokim zakresie matryc biologicznych, takich jak krew, osocze,
mocz czy tkanki, czyniag SPME niezwykle uniwersalnym narzedziem analitycznym.
Dodatkowo, technika ta wyr6znia si¢ wysoka selektywnoscia, ktorg mozna dalej zwigkszac

poprzez zastosowanie specjalistycznych powlok sorbentowych [173].
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Pierwotne zastosowania tej techniki opieraty si¢ na wykorzystaniu wtokna wykonanego
z krzemionki topionej, pokrytego warstwa poliimidu, ktéry peit funkcje fazy ekstrakcyjnej
[174]. Rozwoj nowych powlok o wysokiej selektywnosci idzie w parze z rozwojem materiatow
adsorpcyjnych [172,173]. Moga to by¢ zar6wno nowe materialy syntetyzowane po raz
pierwszy, jak 1 materialy modyfikowane poprzez wprowadzenie docelowych grup funkcyjnych
lub kompozytow z innymi materiatami. W pordwnaniu z tradycyjnymi adsorbentami,
nowatorskie adsorbenty posiadaja wicksza liczbe miejsc interakcji, co skutkuje wyzsza
efektywnoscig ekstrakcji [175]. Jednym =z najczeSciej stosowanych materiatdw s3
nanomaterialy weglowe, takie jak grafen, nanorurki jednos$cienne (ang. Single-Walled Carbon
Nanotubes, SWCNTSs) i wielo$cienne (ang. Multi-Walled Carbon Nanotubes, MWCNTS), ktore
cechuja si¢ wysoka stabilno$cig termiczng, chemiczng i1 mechaniczng, a takze duzg
powierzchnia wlasciwga. Poprawa selektywnosci 1 stabilnoSci jest mozliwa dzieki
funkcjonalizacji (np. aminowanie, karboksylowanie) oraz taczeniu z polimerami, co rozszerza
ich zastosowanie, m.in. w oznaczaniu weglowodandéw i farmaceutykow w organizmach
wodnych [176-179].

Innym obiecujacym materialem sg metal-organiczne sieci (ang. Metal-Organic
Frameworks, MOFs), ktore dzieki duzej powierzchni wlasciwej, regulowanej porowatosci i
wysokiej selektywnosci sg szeroko stosowane w technice SPME. Ograniczeniem MOFs jest
ich niska stabilno$¢ w wodzie, co ogranicza ich praktyczne zastosowanie w analizach
biologicznych [180-182].

W kontekscie globalnej analizy zwiazkow technika SPME jest rowniez wykorzystywana
do systematycznego profilowania metabolitow. Powtoki o zréwnowazonych wtasciwosciach
hydrofilowo-lipofilowych  (ang.  Hydrophilic-LipohilicBalance, HLB) umozliwiaja
jednoczesng ekstrakcje zwiazkéw polarnych i niepolarnych, co znalazlo zastosowanie w
analizie neuroprzekaznikéw w tkance mozgowej czy metabolitdéw drobnoustrojow w systemach
mikrobiologicznych [183-185]. Z kolei porowate polimery organiczne (ang. Porous Organic
Polymers, POPs), dzigki wysokiej powierzchni wlasciwej i odpowiedniej porowatosci,
pozwalaja na selektywng ekstrakcje¢ hydrofobowych zwiazkdéw, takich jak wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne czy estry ftalanowe [186-188].

Jako pokrycie wiokien do SPME z powodzeniem wykorzystywane sa takze polimery z
odciskiem molekularnym (ang. Moleculary Imprinted Polimers, MIP) [189,190]. MIP to
syntetyczne polimery charakteryzujace si¢ zaprogramowang selektywnos$cia i wysokim
powinowactwem do zwigzkow docelowych, ktore s3 zazwyczaj otrzymywane przez
polimeryzacj¢ monomerow funkcyjnych i sieciujgcych [191]. Zastosowanie MIP-SPME

umozliwia  ukierunkowang  ekstrakcj¢  analitow o  zlozonych  wlasciwosciach
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fizykochemicznych, co znajduje zastosowanie w monitorowaniu lekow terapeutycznych,
analizach farmakokinetycznych oraz badaniach toksykologicznych. Mozliwos$¢ zastosowania
SPME w warunkach in vivo otwiera nowe perspektywy w analizach bioanalitycznych,
umozliwiajac bardziej precyzyjne i dynamiczne badania, ktore mogg przyczynic si¢ do rozwoju
spersonalizowanej medycyny i lepszego zrozumienia mechanizmow farmakologicznych w
organizmie. MIP-SPME jest metodg umozliwiajagca precyzyjne monitorowanie lekow
terapeutycznych, zwlaszcza w kontek$cie farmakokinetyki i toksykologii, dzicki swojej
wysokiej czutosci 1 selektywnosci. Polimery z odciskiem molekularnym zapewniajg efektywne
wychwytywanie analitow w ztozonych probkach biologicznych, takich jak krew, mocz czy
$lina, w ktorych stezenia lekdw moga by¢ stosunkowo niskie. Dzigki zastosowaniu MIP-SPME
mozliwe jest zmniejszenie bledow analitycznych zwigzanych z interferencjami, co pozwala na
uzyskanie bardziej doktadnych i wiarygodnych wynikéw. W pracy [P6] przedstawitam
zastosowanie techniki MIP-SPME do analizy probek biologicznych w kontek$cie
terapeutycznego monitorowania lekow. Publikacja ta koncentruje si¢ na praktycznych
aspektach wykorzystania wiokien MIP-SPME w rutynowych badaniach klinicznych, z
uwzglednieniem mozliwosci minimalizacji bledéw analitycznych oraz poprawy czulo$ci i
selektywnos$ci oznaczen. Podczas badan wykorzystalam wiokna sorpcyjne ze stali medyczne;j
(Ni-Cr) z naniesiong w wyniku polimeryzacji elektrochemicznej warstwa politiofenu (PTh)
oraz  poli(3-metylotiofenu)  (PMeTh).  Polimeryzacje  przeprowadzitam  metoda
potencjodynamiczna, oparta na cyklicznych zmianach potencjalu w czasie, zgodnie z technika
woltamperometrii cyklicznej. Proces realizowano w uktadzie trojelektrodowym, sktadajacym
si¢ z elektrody referencyjnej (Ag/AgCl), przeciwelektrody wykonanej z platynowej blaszki (Pt)
oraz elektrody roboczej w postaci drutu ze stali medycznej (Ni-Cr). Metodg elektrochemicznej
polimeryzacji zastosowalam w celu otrzymania widkien bez odcisku oraz z odciskiem
molekularnych (NIP/MIP-SPME). Stad, do elektrolitu podstawowego, obok odpowiedniego
monomeru, dodawatam okreslone stgzenie molekuty-szablonu, w tym przypadku
odpowiedniego leku. W zsyntezowanej warstwie MIP znajduja si¢ luki molekularne
wypelione wdrukowanym szablonem. Po jego usunigciu w polimerze pozostaje odci$nigty
slad w postaci luki molekularnej z miejscami wigzgcymi. Odci$nigcie szablonu w polimerze
jest przydatne z punktu widzenia zastosowania do selektywnego zminiaturyzowanego uktadu
sorpcyjnego, jezeli czasteczka szablonu oddziatuje odwracalnie z miejscami wigzacymi luki
molekularnej polimeru. Ponadto, podczas elektropolimeryzacji niekorzystnym jest proces
utleniania analitow (molekut do odcisniecia), poniewaz moze prowadzi¢ to do wdrukowania
produktoéw tego utlenienia, tzw. substancji przeszkadzajacych, zamiast pozadanego zwigzku.

Woéwczas, moga one tworzy¢ miejsca wigzace, ktore sa niezdolne do skutecznego
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oddziatywania z odpowiednim analitem. Z kolei, oddziatywanie substancji przeszkadzajacych
z lukami molekularnymi MIP jest zréznicowane w zaleznosci od ich podobienstwa
strukturalnego do wdrukowanego szablonu. Je$li warunki etapu odci$nigcia czasteczki
szablonu (leku) sg wiasciwie dobrane, wowczas luki molekularne warstwy MIP powinny by¢
komplementarne pod wzgledem ksztaltu oraz wielkosci do czasteczek tych szablonéw, a nie do
czasteczek substancji przeszkadzajacych w ich oznaczaniu [192]. Uzyskane podczas pracy
eksperymentalnej polimerowe wtokna sorpcyjne z odcis$nigta czasteczka charakteryzujg sie
wysoka selektywnoscig. Ocen¢ morfologii oraz wiasciwosci fizykochemicznych nowo
otrzymanych wiokien MIP-SPME przeprowadzitam 2z wykorzystaniem m.in. metod
skaningowej (ang. Scanning Electron Microscope, SEM) i transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (ang. Transmission Electron Microsocpe, TEM), woltamperometrii cyklicznej,
spektroskopii w podczerwieni, takiej jak ta z transformacja Fouriera (ang. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy, FTIR), metod dyfrakcyjnych, np. technika rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego pod matymi (ang. Small-Angle X-ray Scattering, SAXS) i
duzymi katami (ang. Wide-Angle X-rayScattering, WAXS)oraz magnetycznego rezonansu
jadrowego (ang. Nuclear Magnetic Resonance, NMR).Dodatkowo, zbadatam chemiczng oraz
mechaniczng stabilno$¢ zsyntetyzowanych wtokien SPME. Nie zaobserwowatam znaczacych
roznic w strukturze danego wtokna sorpcyjnego SPME przed oraz po poddaniu dziataniu
danym medium wodno-organicznym. Doswiadczenie wykonatam przy uzyciu optycznego
stereomikroskopu, model SZX16 (Olympus, Tokio, Japonia) wyposazonego w kamer¢ CCD
oraz oprogramowanie CELL.

Wiasciwy etap badan obejmowal przeprowadzenie przeze mnie analizy ilo$ciowej i
jakosciowej badanych lekow 1 ich metabolitow w probkach rzeczywistych pobieranych w
réznych odstepach czasu od momentu podania leku. Przyktadowo, w przypadku osocza lub
krwi, probki byty pobierane w odstepach 0, 0,5, 1, 2, 4, 6 oraz 8 godzin. Analiza badanych
probek wykazata zréznicowanie zawarto$ci badanego leku oraz jego metabolitu. Na podstawie
uzyskanych ekstraktow okreslitam $rednie stezenia leku i jego metabolitow. We wszystkich
grupach pacjentow przyjmujacych dany lek oznaczane substancje wykrytam na poziomach
stezen umozliwiajacych ich ilo§ciowa analizg. Rdéznice w oznaczonych wielkosciach sa
najprawdopodobniej spowodowane indywidualnymi zdolno$ciami metabolizowania i
wydalania powyzszych substancji leczniczych przez organizmy pacjentow. Uzyskane wyniki
wskazuja, i1z opracowane w ramach niniejszej rozprawy metody analityczne pozwalaja
wyznaczy¢ podstawowe parametry farmakokinetyczne na podstawie iloSciowego oznaczania
leku we krwi. Ponadto, opracowane metody chromatograficzne umozliwiajg oznaczanie

badanych lekow wraz z ich metabolitami w jednym uktadzie chromatograficznym. Czas
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potrzebny na wykonanie analizy chromatograficznej nie przekracza 15 minut, ponadto anality
sg dobrze rozdzielone. Co wigcej, nie wystepuja interferencje matrycowe, dzigki odpowiednio
dobranej metodzie prekoncentracji.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, iz technika MIP-SPME stwarza
nowe mozliwosci w zakresie selektywnej ekstrakcji lekow 1 ich potencjalnych metabolitow.
Dodatkowo zastosowanie polimerowych witokien sorpcyjnych znaczaco poprawia izolacje
zwigzkdéw biologicznie aktywnych na niskich poziomach stezen w wyjsciowych matrycach.
Wysoka selektywno$¢ sorbentow SPME z nadrukiem molekularnym umozliwia ich
wykorzystanie do izolacji zwigzkow z rzeczywistych probek biologicznych. Podejscie to skraca
Cczas przygotowania probki i minimalizuje ilo$¢ (objetos¢) potrzebnego materiatu biologicznego
do celow analitycznych.

Od czasu pierwszej publikacji dotyczacej zastosowania MIP jako fazy ekstrakcyjnej w
SPME w 2001 roku, technologia ta poczynita znaczne postgpy w efektywnej ekstrakcji analitow
docelowych [193]. Moje badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej koncentrowaly si¢
na opracowaniu nowatorskich witokien MIP do techniki SPME przygotowanych metoda
polimeryzacji elektrochemicznej z wykorzystaniempolitiofenu i poli(3-metylotiofenu). W
ramach pracy przeprowadzitam szczegdtowa charakterystyke fizykochemiczng otrzymanych
materialdw za pomoca rdéznorodnych technik instrumentalnych. Nalezy podkresli¢, ze
dotychczas brak jest doniesien naukowych dotyczacych mechanizméw rozpoznawania
amoksycyliny, cefotaksymu i metronidazolu jako szablonow w procesie ekstrakcji za pomoca
wiokien SPME pokrytych MIP z rzeczywistych probek biologicznych pochodzacych od
pacjentow. W prezentowanej pracy opisatam rowniez zastosowanie metody SPME-LC-MS/MS
do oznaczania i identyfikacji tych trzech antybiotykbw w probkach osocza ludzkiego
pobranych od pacjentéw hospitalizowanych na oddziale intensywnej terapii [P5 — P6].

Inni badacze,na przyktad Terzopoulou i wspotpracownicy opracowali nowatorskie
witokno MIP-SPME do ekstrakcji leku przeciwwirusowego (Abacavir), osiggajagc wydajno$é
ekstrakcji w zakresie od 88% do 99%, co wskazuje na wysoka selektywnos$¢ 1 skutecznos¢
oczyszczania [194]. Z kolei Mirzajani i wspotautorzy wykorzystali ciprofloksacyng jako
szablon do syntezy MIP stosowanego jako powtoka widékna SPME i ocenili jego potencjat w
oznaczaniu czterech fluorochinolonéw (ofloksacyny, ciprofloksacyny, lewofloksacyny i
norfloksacyny) na poziomach $ladowych w probkach biologicznych. Wyniki wskazaty na
wysoka wydajno$¢ ekstrakcji, selektywnos¢ i stabilnos¢ tego innowacyjnego wiokna [195].
Prowadzone byly réwniez badania, w ktérych [44] uproszczono proces syntezy MIP,
wykorzystujagc pojedynczy monomer sieciujagcy jako faze ekstrakcyjng w SPME do

specyficznego rozpoznawania estrogenow. Nastepnie wtokno to zostato potaczone z ultra-
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wydajng chromatografiag cieczowa sprzezong z tandemowa spektrometria mas (UHPLC-
MS/MS), co umozliwito wykrywanie estrogendéw na poziomach sladowych w probkach mleka
[196]. W innym badaniu trifenylofosforan (TPhP) MIP zostat bezposrednio osadzony na filmie
z tlenku grafenu (GO), tworzac monolityczne widkno SPME TPhP-MIP/GO. Wtdkno to
okazalo si¢ praktyczne w wstepnym przygotowaniu skomplikowanych probek wody
srodowiskowej dzigki wysokiej selektywnosci 1 wydajnosci ekstrakcji dla TPhP [197].
Rozwoj powlok o wysokiej selektywnosci 1 zdolnosci specyficznego rozpoznawania
analitow stanowi istotny przetom, umozliwiajac efektywna analize sladowych ilosci substancji
docelowych oraz poszerzajac zakres analizy endogennych zwigzkéw przy minimalnej
interferencji matryc biologicznych. Dzigki integracji SPME z zaawansowanymi technikami
detekcji, takimi jak LC-MS/MS, mozliwe jest osiggniecie wysokiej czutosci i specyficznosci
oznaczen nawet w przypadku $ladowych ilosci lekow. Ponadto mozliwos$¢ bezposredniego
zastosowania SPME w warunkach in vivo otwiera nowe perspektywy w monitorowaniu
farmakoterapii w czasie rzeczywistym. SPME wyr6znia si¢ rowniez zdolnoscig do analizy
szerokiego spektrum lekdéw, w tym antybiotykow, lekdéw przeciwpadaczkowych,
immunosupresyjnych i przeciwnowotworowych. Jej zastosowanie w TDM wspiera
optymalizacje terapii poprzez dostosowanie dawkowania do indywidualnych potrzeb pacjenta,
minimalizujac ryzyko dziatah niepozadanych 1 zwigkszajac skutecznos$¢ leczenia. Dzigki
ciggtym innowacjom w zakresie powtok i automatyzacji procesow, SPME ma potencjat, aby

sta¢ sie standardowg technikg w monitorowaniu lekdw i personalizowanej medycynie.
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Abstract: The quick and accurate identification of microorganisms and the study of resistance to
antibiotics is crucial in the economic and industrial fields along with medicine. One of the fastest-
growing identification methods is the spectrometric approach consisting in the matrix-assisted laser
ionization /desorption using a time-of-flight analyzer (MALDI-TOF MS), which has many advantages
over conventional methods for the determination of microorganisms presented. Thanks to the use of
a multiomic approach in the MALDI-TOF MS analysis, it is possible to obtain a broad spectrum of
data allowing the identification of microorganisms, understanding their interactions and the analysis
of antibiotic resistance mechanisms. In addition, the literature data indicate the possibility of a
significant reduction in the time of the sample preparation and analysis time, which will enable a
faster initiation of the treatment of patients. However, it is still necessary to improve the process of
identifying and supplementing the existing databases along with creating new ones. This review
summarizes the use of “-omics” approaches in the MALDI TOF MS analysis, including in bacterial
identification and antibiotic resistance mechanisms analysis.

Keywords: antibiotic resistance; bacteria identification; MALDI-TOF MS; identification methods;
“omic” technique

1. Introduction

Multi-drug resistant bacterial infections disease cause 700,000 deaths globally every
year. It is estimated that this number could increase to 10 million by 2050 [1,2]. According
to the statistical data, multi-drug resistant strains have quadrupled worldwide. The recent
work by Cassini et al. emphasizes that antibiotic resistance is currently one of the most
significant public health challenges. It indicates a strong influence of resistant pathogens
on the incidence of clinical infections [3]. The development of fast, accurate, and sensitive
methods of identifying pathogenic clinical bacteria is essential for the correct microbiologi-
cal diagnostics and the implementation of the individual antibiotic therapy. In addition, it
reduces the chances of the development of multi-drug resistance [4]. Monitoring biological
hazards in the environment and detecting pathogens in foodstuffs, such as Salmonella [5],
Listeria monocytogenes [6], Bacillus cereus [7], Campylobacter jejuni and Clostridium perfrin-
gens [8] are also crucial to protect human health. New antibiotics and therapies are urgently
needed to control these infections, while new rapid and reliable diagnostic techniques are
necessary to characterize strains.

Bacterial infections may lead to the development of diseases that are dangerous to life
and health. They include diabetic feet [9], sepsis [10] or gonorrhea [11]. Various techniques
are routinely used in clinical microbiology, including biochemical, serological, and chemo-
taxonomic molecular biology techniques. However, these methods are labor-intensive,
time-consuming (lasting up to 3 days), and often inadequate to differentiate phenotypically
similar species, particularly when using spectroscopic and spectrometric tools.

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 9601. https:/ /doi.org/10.3390/ijms23179601
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Mass spectrometry (MS) was developed in the late 19th century to measure the masses
of atoms. The MS technique is an analytical approach used to measure the mass to charge
(m/z) ratio of chemicals and to calculate their exact mass. Currently, the most common
ionization techniques used to analyze chemical structures in biological systems are the
laser desorption/ionization (LDI), matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI), or
surface-enhanced laser desorption/ionization (SELDI) and electrospray ionization (ESI).
It is becoming increasingly common to combine the MALDI-TOF MS with “-omics” ap-
proaches that take a holistic view of the molecules making up an organism. They are primar-
ily aimed at the global detection of genes (genomics), mRNAs (transcriptomics), proteins
(proteomics), lipids (lipidomics) and metabolites (metabolomics) in a biological sample.

2. MALDI-TOF MS Technique

The Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry (MS) method was developed in the 1980s. The name “MALDI” was first used
in 1985 by Hillenkam et al. [12]. At the same time, the work on the MALDI technique and
the possibility of its application to the protein analysis was conducted by Tanaka, for which
he was awarded the Nobel Prize in 2002 [13]. In the late 1990s, the pioneering use of MS in
microbiology showed that intact bacterial cells could be distinguished using the MALDI
coupled to a time-of-flight (TOF) analyzer [14].

MALDI is a soft ionization technique in which samples are ionized to charge molecules,
while their 711/z can be measured. In this method, the analyte is mixed with a small molecule
compound known as the matrix before measurement, which mediates the energy transfer
to the test substance, facilitates the sample ionization and allows conducting the study of
non-volatile, high molecular weight and polar substances. The matrices in the MALDI
technique are compounds that absorb UV radiation well, quickly sublimate and, after the
desorption process, provide large amounts of ions (protons in a positive mode or anions
in a negative mode) needed for the ionization of the test substance [5]. The principle of
the technique is to deposit the analyte in a huge excess of the matrix compound deposited
on a solid surface called a target, usually made of conductive metal and having spots
for several different samples to be applied. After a very short laser pulse, the irradiated
spot heats up quickly and becomes vibration-excited. The matrix particles energetically
removed from the sample surface absorb the laser energy and transfer the analyte particles
to the gas phase. During the ablation process, analyte molecules are usually ionized by
protonation (positive ion mode [M + H]*) or deprotonation (negative ion mode [M—H] ™)
with nearby matrix molecules. The most common format for MALDI ionization is that
analyte molecules carry a single positive charge [15]. Molecular weight is measured by
mass spectrometry, and the detector calculates the time of flight of the ions (TOF). The basic
principle of TOF is that ions of different m/z are time-scattered as they fly along a field-less
drift path of known length. Assuming all the ions begin their transfer simultaneously, or at
least in a short enough time interval, the lighter ions will reach the detector sooner than
the heavier ones [16]. The final result of the analysis is the spectrometric spectrum, which
shows the masses of the formed ions and non-ionized molecules. The signals are arranged
according to the increase in mass.

The selection of an appropriate matrix is one of the key steps in the sample preparation
protocol for the analysis. Examples of the matrices used in the MALDI-TOF MS technique
are shown in Figure 1.
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Figure 1. Examples of matrices used in the MALDI-TOF MS technique.

The most commonly used matrices in the MALDI-TOF MS analysis are 2,5-dihydroxy
benzoic acid (gentisic acid, DHB), 4-hydroxycinnamic acid (sinapinic acid, SA), and «-
cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA). The DHB matrix enables the analysis of oligosac-
charides, glycopeptides and glycoproteins. DHB is more efficient for low-molecular-weight
molecules, while SA and HCCA are especially used for protein studies [17]. The application
of ferulic acid (FA) allows for proteins to be tested with a molecular weight of up to 70 kDa.
For the same species, the mass spectrum fingerprints differ depending on the matrices
used, which underlines the need for the careful selection of the appropriate matrix [18].
Despite many advantages of the HCCA matrix, such as better sensitivity and a greater
number of signals at the lower mass limits, compared to FA and SA, HCCA shows a lower
signal resolution and an increased degree of peak broadening. Moreover, the spectra gener-
ated with HCCA also lack mass signals as compared to e.g., ferulic acid. Fagerquis et al.
reported that the use of sinapinic acid (SA) revealed more signals on the mass profile of
E. coli bacterial cell lysates than in the case of HCCA [19]. Additional peaks appear at m1/z
~208 greater than the 11/z of the more abundant protein ion peak. Importantly, only those
proteins containing cysteine showed reactivity with SA. Sedo et al. used a new protocol in
which they used FA instead of HCCA as a template. They proved that the new protocol
allowed them to extend the range of detected compounds towards a higher molecular
weight and to generate signals with better mass resolution. As a result, the differentia-
tion of Acinetobacter nosocomialis and Acinetobacter baumannii strains was improved, while
A. nosocomialis strains, incorrectly or ambiguously assigned using the standard protocol,
were correctly identified [20]. The main disadvantage of using FA as a matrix, however, is
the lack of the automatic acquisition of the mass spectra because it gives a heterogeneous
layer of matrix crystals.

The molecules 2-mercaptobenzothiazole (MBT) or 5-Chloro-2-mercaptobenzothiazoles
(CMBT) are used as a matrix for the ionization of lipids or phospholipids that make
up cell walls and membranes (such as from intact Gram-positive bacterial cells or Bacil-
lus spores). Scientists use several matrices to analyze lipid A, including DHB, 2,4,6-
trihydroxyacetophenone (THAP) and 6-aza-2-thiotimine (ATT) [21]. Although DHB is
widely used for peptide analyses, it produces uneven crystals and leads to intra-sample
variability (most commonly referred to as point-to-point reproducibility). In addition,
low solubility in the lipid A compatible solvent and heterogeneity in the matrix layer
(crystals) may lead to changes in the ionization efficiency throughout the sample [22].
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Shu et al. investigated the lipid profiles of Bacillus spp. spores using the MALDI-TOF MS
in silico. They analyzed several matrices: 2,5-DHB, 2,4-DHB, SA, HCCA, THAP and 2-(4-
Hydroxyphenylazo)benzoicacid(HABA). They showed that the matrix had no significant
effect on the lipid analysis apart from the signal intensity. The mass spectra obtained from
2,5-DHB and HCCA had a lower signal-to-noise ratio and lower signal intensity. This may
be due to the lower absorption coefficient of the matrices at the laser wavelength of 266 nm.
HABA produced more matrix cluster ions with mass peaks above 900 11/ z. These cluster
ions can overlap with the mass peaks of the lipids. Therefore, HABA is not suitable for
lipid ionization. A similar matrix effect phenomenon was observed in other bacterial mass
spectra besides those obtained for 2,4-DHB and THAP, which are better matrices for lipid
analyses at a laser wavelength of 266 nm and in a positive mode [23].

Xu et al. proved that CMBT provides excellent point-to-point repeatability due to
the homogeneous crystallization of the analyte/matrix mixture over the sample point [24].
Moreover, CMBT is a soluble solvent compatible with the lipid A molecules and, therefore,
is widely used for lipid A analysis [25,26]. Liu et al. on the other hand, studied the effect of
the HCCA and CMBT matrix on the identification level and quality of the mass spectra
of Yersinia pestis, Escherichia. coli, Burkholderia cepacia, Bacillus anthracis, and Staphylococcus
aureus bacteria. They showed that the best signals were obtained using CMBT. The HCCA
matrix has a higher chemical activity than CMBT and is therefore susceptible to reactions
with other reagents, which can result in a greater ionization effect and susceptibility to
contaminants present in the sample [27]. Elhanany et al. compared HCCA and SA in
the analysis of intact B. cereus group bacterial spores and observed that HCCA tends to
give mass spectra in which characteristic molecules of lower masses are more pronounced,
whereas SA seems to be more suitable for those of high masses. This finding was also
supported by Horneffer et al. [28,29]. For the fungal spore analysis, inconsistent results were
described regarding the effect of matrices on the mass spectrum. Armiri et al. compared
SA, HCCA, FA, HPA and DHB, concluding that the use of SA allowed for obtaining the
best quality spectra, and DHB the worst [30], while Valentine et al. found that ferulic
acid enabled better results than SA [31]. Li et al., who investigated the possibility of
using SA and HCCA, proved that both matrices were equally suitable for the analysis of
fungal spores [32]. Similar inconsistent observations are described for the analysis of whole
bacterial cells [33-35]. It was also observed that different batches, i.e., different suppliers
and lots, of the same matrix substance lead to different peak patterns [28]. Nevertheless,
these results demonstrate that the matrix selection for the MALDI-MS analysis of complex
characteristic molecules is challenging.

Moreover, MALDI-TOF MS works in the positive and negative ion mode, along with
the linear and reflectron mode, thus achieving four combinations: LP (linear positive),
LN (linear negative), RP (reflectron positive), RN (reflectron negative). The key difference
between positive and negative ionization in mass spectrometry is that the positive ion-
ization is the process which leads to the production of positively charged ions, while the
negative ionization is the process through which negatively charged ions are generated [36].
The workflow in the reflectron mode is almost the same as in the linear mode. The only
difference is that when an ion hits the reflector, it will bounce and fly towards the detector.
The reflectron focuses ions with the same 1/z values and makes them reach the detector at
the same time, resulting in a more accurate detection. By using different MALDI-TOF MS
modes, a greater variety of results can be obtained from a single sample analysis [37-39].

The main advantage of the MALDI-TOF MS technique is that the identification time
of microorganisms is significantly reduced by 24 to 36 h when compared to conventional
techniques, and the analysis time is 5.1 min of hands-on time/identification. Another
advantage of MALDI-TOF in microbiological diagnostics is the low unit cost of analysis
($0.50/sample) [40]. In addition, the use of “soft” ionization in MALDI-TOF allows for
the observation of ionized molecules with little or no fragmentation because the resulting
ions have a low internal energy. The most significant limitation of MALDI-TOF is its
low analytical sensitivity without prior cultivation and the discrimination of phyletically
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related microorganisms such as Shigella and Escherichia coli [41] Consequently, MALDI-
TOF is unsuitable for detecting the small number of bacteria in sterile samples. Also, the
initial equipment basket, around $270,000, is a non-tape disadvantage [42]. Currently, it is
also impossible to sequence individual bacterial proteins directly during the analysis in
a linear mode.

Moreover, there are modifications to the MALDI technique, such as matrix-assisted
laser desorption/ionization Fourier transform mass spectrometry (MALDI-FTMS), matrix-
assisted laser desorption/ionization Fourier transform ion cyclotron resonance mass spec-
trometry (MALDI-FT-ICR) or MALDI mass spectrometry imaging (MALDI-MS]I) allowing
for the analysis of various types of molecules with often more excellent resolution and
accuracy [43-45]. The techniques listed are described in more detail later in the manuscript.

3. Bacteria Identification
3.1. Proteomic

The proteome is the entire set of proteins presentin a cell at any given time. Proteomics
refers to the experimental analysis of proteins and proteomes, which often entails the
protein purification and the mass spectrometry analysis. The amino acid sequences of
many proteins differ between microorganisms, and many different analytical techniques
are used to characterize and differentiate microorganisms based on the proteome analysis.

The gold standard in the identification and classification of bacteria is the sequencing
of the gene encoding 165 rRNA (16S rDNA) due to its high conservation within species,
inter-species variability and the stable rate of evolution. The 165 rRNA gene is universal in
bacteria so that relationships between all bacteria can be measured, and the comparison of
gene sequences enables the differentiation between microorganisms on the genus level and
the classification of whispers on the species and subspecies levels.

The MALDI-TOF MS method detects proteins ranging in mass from 2 to 20 kDa, which
mainly represent ribosomal proteins and essential metabolism proteins. Ribosomal proteins
are among the most conservative proteins in all life forms [46]. The conservativeness of the
ribosomal proteins and fragments of the 165 rRNA gene enable the use of the proteomic
MALDI-TOF MS and sequencing to obtain comparable identification results [47]. The
analysis of ribosomal proteins by means of MALDI-TOF MS allows profiling “fingerprints”
that are characteristic of a microorganism and comparing the protein profile with the library
of reference spectra. This, in turn, allows for the taxonomic position of the microorganism
to be determined according to the level of the genus and, in many cases, also to the species
or even strain [48]. The advantage of the MALDI-TOF MS technique over the 16S rDNA
sequencing consists of the possibility of not only identification, but also the analysis of
the response to environmental conditions, including the antibiotics used, and thus the
detection of antibiotic resistance [41].

During the MALDI-TOF analysis, two parameters are assessed for each ion: the
mass-to-charge ratio (1/z) and the relative intensity of the ion. The identification of mi-
croorganisms by means of MALDI-TOF MS is carried out by comparing the protein profile
of an unknown organism with the reference profiles contained in the library. Depending
on the degree of the similarity of the obtained spectrum and the reference spectrum, the
microorganism is identified to the level of genus, species, subspecies or strain [49]. The
procedure for analyzing bacterial proteins by MALDI-TOF MS assumes that using one
colony (10*-10° CFU /spot) of the tested microorganism is sufficient to obtain mass spectra.
In the case of tiny colonies, this is not possible. The study must be retrieved by several
colonies [50].

The MALDI-TOF MS analysis of bacterial proteins is possible using one of two strate-
gies: the “bottom-up” methods for peptide mixtures derived from protein digestion (i.e.,
peptide sequencing) and the “top-down” method for the direct analysis of intact proteins,
proteoforms and post-translational protein modifications [51]. The bottom up approach
allows for the identification of proteins along with the characterization of amino acid
sequences and post-translational modifications. This approach, however, requires the pro-
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teolytic digestion of the peptides and often a pre-fractionation step. The digested samples
are then analyzed by spectrometry. Differential expression using the bottom up approach
often involves labeling the sample with isobaric tags prior to digestion. All bottom-up
methods require high-resolution and high-performance instrumentation [52,53]. Dickin-
son et al. attempted to identify characteristic proteins in the MALDI-TOF MS profiles of
B. subtilis and noted that assigning the appropriate signals to specific proteins was difficult.
They also found that the separation of proteins, prior to using the bottom-up approach, was
necessary to increase confidence in linking the identified proteins to signals observed in
the MALDI-TOF MS profiles generated from intact bacterial cells [54]. Fagerusta et al. used
HPLC and one-dimensional sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(1D SDS-PAGE) [55] to separate Compylobacter sp. protein extracts before identification.
Schaller et al. also pre-fractionated proteins prior to identification, but they used two-
dimensional gel electrophoresis (2D GE) instead of the simpler 1D approach [56]. A similar
labor-intensive approach to profiling Lactobacillus plantarum cultures at the strain level
with 2D GE and the Peptide Mass Fingerprinting technique (PMF) was described by
Sun et al. [57]. Additionally, Schmidt et al. differentiated Lactobacillus strains, where they
used the trypsin digestion of cells from Lactobacillus reference strains and strains from
dental patients’ teeth. The resulting digestion products were profiled using MALDI-TOF
MS and a mass spectral library was created to categorize the unknown strains into their
respective subspecies [58]. In contrast, Camara and Hays initially fractionated proteins
using 1D SDS-PAGE and identified a PMF protein to confirm the ampicillin resistance
(B-lactamase) in an ampicillin-resistant E. coli strain [59]. Unlike the bottom-up methods,
in which the discovery of specific proteins is based on more specific and limited sample
sets, the starting point for top-down proteomics can be hundreds of different complex
biological samples. Researchers using top-down approaches are generally interested in
solving clinical problems that require a larger number of samples, for example, biomarker
discovery using body fluids such as blood, urine, plasma or saliva [60].

3.1.1. Database

In microbiological laboratories, there are mainly two MALDI-TOF systems that analyze
intact proteins: microflex® LT/SH MS or Biotyper (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany) and VITEK® MS (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) [61]. Both systems are
available in the Research Use Only (RUO) and in vitro Diagnostic (IVD) versions. In each
case, the detection range of the TOF analyzer is quite similar, but each is based on its own
sets and databases [62,63]. Species identification with the commonly used MALDI-TOF MS
systems is based on comparing unknown spectra with spectral reference databases through
pattern matching. The MALDI-TOF mass spectra consist of peaks from many intracellular
proteins, including ribosomal subunit proteins present in high copy numbers in replicating
bacterial cells.

The MALDI Biotyper uses a pattern matching approach [3] with a database containing
references referred to as the Main Spectrum Profile (MSP). The similarity of the obtained
and reference spectra is expressed as “log (scoring)” where the value >2.3 means “high
confidence identification”, between 2.0 to 2.3 means “secure genus identification”, >1.7 and
<2 means “low confidence identification”, and a score < 1.7 is interpreted as “no reliable
identification”. Besides this, the consistency of the 10 best results is another parameter to
evaluate the identification. In the case of Mycobacteria, the following thresholds are adopted:
>1.8—high confidence level and >1.6—low confidence level [64]. The described approach
is the same for both RUO and IVD versions. The VITEK® MS system with the IVD version
uses an algorithm based on machine learning, “Advanced Spectra Classifier”. Spectra
between 3000 and 17,000 Da are divided into 13,000 segments and then weighted according
to their importance for identifying a given bacterial species. Unknown spectra undergo
the same process to be compared successively with the Vitek MS database. The obtained
results are given in percentages: 99.9%—perfect match, from 60% to 99.8%—good match,
while values <60% are considered as no identification. In the SARAMIS system (RUO by
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Vitek MS), matching is calculated on the basis of typical strains that include intraspecific
species diversity. The identification of unknown strains is made by a comparison with
the spectra in the “SuperSpectra” database, and the confidence levels are given from high
(>98%) to medium (85% to 98%) to low (75% to 85%) [65]. The research shows that both
systems reveal similar identification rates [66,67].

MALDI-TOF MS analysis based on the database matching algorithm relies on fewer
spectral attributes, such as the area under the peak and peak height, which are related to
microbial species [68]. Consequently, there is much information contained in MALDI-TOF
MS that remains untapped. Machine learning (ML) is a group of methods for finding
patterns from specific datasets. Various ML algorithms, including k-nearest neighbors
(KNN), naive Bayes (NB), random forest (RF) and support vector machine (SVM), are stable
and reliable [69]. The ML model can use a large number of computations to discover non-
intuitive or even counterintuitive statistical information from the learning set and use the
learned pattern to classify the unknown test set [70]. In a recent paper, Weis et al. analyzed
36 studies implementing machine learning algorithms. These studies investigated bacterial
species identification and antimicrobial susceptibility testing using MALDI-TOF MS. It is
interesting to note that the vast majority of these studies used off-the-shelf classification
methods in combination with relatively small datasets, usually containing less than a
thousand samples and a minimal number of species, which are often restricted to a single
family or even a single genus [68]. Mortier et al. conducted a large-scale comparative study
of bacterial identification using MALDI-TOF mass spectrometry and machine learning
methods. They implemented several traditional machine learning methods and several
novel methods such as univariate conventional neural networks, hierarchical classifiers,
and an out-of-decomposition detection method to identify Leuconostoc and Fructobacillus
species. The results show that acceptable identification rates were obtained, but these
numbers are typically lower than reported in studies with more limited analyses. Using
hierarchical classification methods, researchers also showed that taxonomic information is
generally not well preserved in MALDI-TOF mass spectrometry data [71].

Hyeon Park et al. compared the identification performance of the recently devel-
oped Autof ms1000 (Autobio Diagnostics Co., Ltd., Zhengzhou, China) with that of the
Bruker Biotyper (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). Studies reveal that both
instruments showed comparable performance in the routine identification of clinical mi-
croorganisms [72]. Buchan et al., used the Mycobacterium Library v1.0 as an addition
to the Mycobacterium specific spectral library used with the standard MALDI Biotyper
software to identify the mycobacterium bacteria. The percentage of isolates generating an
acceptable confidence result (>1.7) increased from 50.6% (Biotyper standard library) to
89.8% (79/88) using the Mycobacterium Library v1.0 [73]. Farfour et al. analyzed a large
pool of Gram-positive Mycobacteria using the Andromas system and reported the accurate
identification of GPR species using the direct transfer with the additional ethanol treatment
to fix and inactivate microorganisms [74]. The Andromas identification strategy is based
on a limited number of species-specific profiles for each entry [75,76]. The unique feature
of the Andromas database is that it was built without any extraction step. Regoui et al., on
the other hand, developed a database to identify Francisella tularensis and distinguished it
from the closely related species F. tularensis subsp. novicida and Francisella philomiragia [77].
They also found that incubation on chocolate agar plates supplemented with PolyViteX®
at 30 or 37 °C in an aerobic or 5% CO»-enriched atmosphere for less than 72 h allows for
the accurate identification of F. tularensis subsp. holarctic. Korean scientists developed a
new MALDI-TOF MS ASTA MicroIDSys system (ASTA, Suwon, Korea). Compared to 165
rRNA sequencing and the Bruker Biotyper system, the ASTA MicroIDSys showed excellent
results in identifying clinically significant anaerobic bacteria such as Peptostreptococcuis
anaerobius [78), Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Finegoldia magna, Parvimonas mi-
cra [79] and aerobic Mycobacterium [80]. The Autof MS 1000ASTA and MicrolDSys systems
are analogous to the MALDI BioTyper, the database is based on an isolate-specific refer-
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ences approach, while forbioMérieux principles (e.g., Vitek MS) are based on taxonomical
group-specific principles [81,82].

Another technique used to identify microorganisms is the approach that uses signals
conserved from specific proteins found in bacterial cells. Ribosomal proteins proved to be
one of the best biomarkers, because they are numerous, highly conserved and encoded by
chromosomal genes. Their molecular weights range from 4 to 30 kDa, observed through
MALDI-TOF MS [83]. Despite being highly conserved, interspecies and interstrain differ-
ences can be used in the typing and subtyping of microorganisms. Reference databases
containing predicted weights of bacterial ribosomal subunits calculated directly from ge-
nomic sequences became an alternative to the pattern-based identification of bacteria in
MALDI-TOF MS. A database PAPMID™ (Mabritec AG, Riehen, Switzerland) of putative
protein masses for the identification was established, which was shown to complement
reference databases such as SARAMIS™ (Mabritec, Riehen, Switzerland) [83]. Suarez et al.,
on the basis of ribosomal signals, grouped the different strains of Neisseria meningitidis into
six subgroups corresponding to sequence types [84]. This approach in the MALDI-TOF MS
analysis was successfully used to distinguish subspecies and clone complexes of bacteria
such as Streptococcus agalactiae [85] and E. coli [86]. This method was also used successfully
by Toh et al. for the differentiation of Acinetobacter haemolyticus and Acinetobacter genomic
species, including 13BJ /14T strains [87].

3.1.2. Sample Preparation

The key element in each “omic” approaches is the sample preparation stage. The
methods of sample preparation to identify microorganisms using MALDI-TOF MS on the
basis of ribosomal proteins include the preparation of ethanol-formic acid protein extracts,
direct transfer and direct transfer with formic acid (Figure 2). Ethanol-formic acid extraction
is the gold standard used to generate a reference database [88]. Schulthess et al. compared
the three methods mentioned above to identify Gram-positive rods. The mass spectra
analysis was performed by scientists using a Microflex LT mass spectrometer (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany). Their research showed that the identification rates for
the direct formic acid transfer method were comparable to those of the ethanol-formic acid
extraction procedure [89]. However, the protein extraction method is time-consuming [90].
Therefore, the direct transfer method is more effective in the routine clinical analysis. For
many environmental strains such as Legionella spp., the direct sample transfer compared
to the extraction procedure has no significant differences in the identification levels [91].
Direct sample transfer gives the best identification results for rod-shaped Gram-negative
bacteria [92]. Worse outcomes were obtained for anaerobic bacteria, Gram-positive bacteria
and some Mycobacteria. Studies show that Bacillus subtilis was misidentified as Bacillus
mojavensis and vice versa, which may be due to the high similarity of the mass spectra of
the two bacteria, which leads to eventual misidentification [93,94]. Gram-positive bacteria
with a thick cell wall have a greater range of identification results, but are not always
identified to the species level. In the case of these strains, it is difficult to obtain a smear that
contains an adequate number of bacterial cells and is homogeneous [93,95]. To conclude,
the extraction methods, due to higher protein recovery, are more preferable for MALDI
detection of Gram-positive bacteria (in particular, sporulating bacteria).
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Figure 2. Sample preparation procedures by direct transfer, extended direct transfer, and full extrac-
tion using the ethanol/formic acid method.

Rotcheewaphan et al. developed a one-step method of extracting proteins from
Mycobacteria using only a 1 uL loop of bacteria. Thus, they shortened the sample preparation
time from 60 min to less than 10 min, ensuring clinically acceptable identification results
(score > 1.8) [96]. The high level of identification caused that the application of bacterial
colonies directly to the MALDI-TOF MS target plate became a standard protocol for the
sample preparation in routine diagnostics [97].

In the case of the direct analysis of liquid clinical specimens, it is necessary to pre-clean
the sample. Pathogen differentiation from positive blood cultures was described, among
other things, by La Scola et al. [98]. The researchers used two protocols to prepare the
samples. In the first one, a series of centrifugations were used, and then the pellet was
suspended in acetonitrile (AN) and 20% trifluoroacetic acid (TFA) (1:1 v/v) and incubated
for 15 min. In the second protocol, the time of each centrifugation was shortened, and
formic acid and ACN (1:1 v/v) were added to the pellet. After the brief centrifugation,
the supernatant was applied to the target plate. The results obtained by the researchers
indicate that the first protocol allowed the identification of 94% of Gram-negative bacteria
and only 37% of Gram-positive bacteria. Thanks to the use of FA instead of TFA (protocol
two), the identification of Gram-positive bacteria increased to 67% and remained high
for Gram-negative bacteria (88%). The latest research by Dai et al. describes a fast and
simplified protocol to identify microorganisms directly from blood cultures on the basis
of the addition of the Triton X-100 reagent and centrifugation [99]. The results of the
research show that a high level of identification was achieved for Enterobacterales (96.81%),
Enterococcus (92.31%), non-fermenting Bacilli (89.07%), and Staphylococcus (88.91%) within
20 min. Researchers confirmed that the identification factor for Gram-positive bacteria is
lower than for Gram-negative bacteria.

Identifying microbes directly from biological samples is another challenge. The reason
is most likely the difference in the cell wall thickness of these bacteria. Oviano et al. directly
identified bacteria from urine samples using MALDI-TOF MS [100]. They used a Sepsityper
kit to prepare the sample. The reliable identification of 91% (503/553) of the samples
was obtained by a direct analysis of MALDI-TOF MS urine samples. Identification at the
species level was achieved in 88% (487/553) of the samples. Using a direct MALDI-TOF
MS analysis, it was possible to identify the main pathogens present in each sample. The
mean score for MALDI-TOF MS identification was 2.131. Mohan et al. research show that
MALDI-TOF MS's direct identification can correctly differentiate bacteria in 73.83% of urine
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samples [101]. Sun et al. developed a new method to diagnose pathogens through MALDI-
TOF MS and UF-5000i urine flow cytometers directly from urine samples within 1 h [102].
Ying et al. investigated the possibility of using pathogen enrichment Fe-MBL@Fe304
with MALDI-TOF MS profiling to identify pathogens in samples cultured in liquid. They
concluded that Fe-MBL@Fe30, could recognize and trap broad-spectrum microorganisms
and could, therefore, be adapted to be combined with the MALDI-TOF MS technique [103].

The MALDI-TOF MS technique can also be successfully applied to identify sporulating
bacteria and to analyze compounds that build up bacterial spores. For example, the release
of proteins is a general problem in the spore analysis. In order to extract a large mass of
analytically useful compounds, bacterial spores are treated with corona plasma discharges
(CPD) or subjected to sonication [104]. The results of Ryzhov et al. suggest that the MALDI
spectra allow the spores to be characterized as belonging to the B. cereus group (B. anthracis,
B. cereus and B. thuringiensis) contained peaks that became more visible when the spores
were treated with CPD or sonication [105]. In contrast, Afonso et al. used bioactive slides
to simplify the analysis of bacterial spores by specific surface absorption and the lysis of
spores with strong acids [106]. Horneffer et al. applied wet heat treatment of portions of
spore solutions of B. subtilis, Bacillus cereus, and B. sporothermodurans using two techniques.
In the first one, deionized water was added to the spore suspension, while the samples were
heated in a glycerin bath at 120 °C for 3 and 20 min, respectively, and then immediately
cooled. The second technique was to heat the spore solutions in a water bath at 100 °C
for 15-30 min. The research results show that both techniques of the wet heat treatment
allowed for the release of characteristic proteins from bacterial spores, and thus improved
the quality of the obtained protein profiles [28].

3.1.3. Identification Problems

The analysis of higher molecular weight proteins is problematic, because they do
not ionize efficiently by MALDI from such a complex mixture as untreated lysate of
bacterial cells. It also remains difficult to distinguish other closely related microorgan-
isms such as the Mycobacterium tuberculosis complex, including M. africanum, M. caprae,
M. bovis, M. microti, M. pinnipedii and M. canettii [107]. Moreover, species with a low index
of differences in their ribosomal protein sequences include Shigella spp., E. coli, certain
Stenotrophomonas maltophilia, Propionibacterium acnes and Streptococcus pneumoniae. Mem-
bers of the Streptococcus oralis /mitis group may be misidentified by MALDI-TOF MS [63].
Zloch et al. investigated the possibility of MALDI-TOF MS being applied to distinguish
closely related salivary streptococci. They proved that the technique could correctly identify
streptococcal bacteria by protein and lipid profiling. They also showed that comparable
results could be obtained using the FTIR technique, but the interpretation of the breakouts
required more time and technical experience [47]. Detecting specific coagulases allows for
species differentiation from the Staphylococcus genus [108].

Pierce et al. decided to identify Coxiella burnetii as a highly infectious microorganism
causing Q fever in humans, currently considered a potential bioterrorist agent in the US.
Due to the high biological risk, the bacteria were exposed to gamma radiation before the
MALDI-TOF MS analysis, which eliminates the viability of C. burnetii. The analysis method
was validated by predicting unknown samples of C. burnetii in an independent test kit with
100% sensitivity and specificity for five of the six strain classes. The supervised pattern
recognition via Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA) was used to confirm
the correctness of identification [109].

Jones et al. were the first to describe the use of the Fourier transform mass spectrometry
(FTMS) combined with MALDI to analyze bacterial proteins directly from whole cells. It
was shown that the accurate MALDI-FTMS mass can be used to characterize specific
ribosomal proteins directly from Escherichia coli cells. Accurate mass measurements and
high-resolution isotope profile data confirm the posttranslational modifications previously
proposed based on low-resolution mass measurements. Seven ribosomal proteins were
observed from whole E. coli cells with errors less than 27 ppm. This was achieved directly
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from whole cells without fractionation, aggregation, or overexpression of characteristic
cellular proteins [110].

3.1.4. ProteinChip Arrays

BioRad introduced ProteinChip Arrays with surfaces that selectively nurture proteins.
Therefore, the company renamed MALDI-TOF MS to Surface-Enhanced Laser/Desorption
Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (SELDI-TOF-MS). The ProteinChip technique
is a de novo approach to protein discovery where prior knowledge of specific proteins is
not required. The essential elements of the described technology are ProteinChip arrays,
ProteinChip reader and dedicated software. ProteinChip arrays are produced using differ-
ent chemical properties of the surface (Figure 3), and according to Shah et al., three types of
matrices, hydrophobic (H50), strong anion exchange (SAX/Q10) or weak cationic (CM10),
can provide broad proteome coverage in all microorganisms [111]. Biological samples
such as cell lysates, extracts or body fluids are applied to the ProteinChip Array, which
allows proteins to bind to the surface based on chromatographic properties or specially
designed biological affinity. Unbound molecules are flushed out, and proteins retained
on the surface of the template are analyzed and detected using SELDI-TOF MS and the
ProteinChip Reader. The obtained MS spectra are compared using differential protein
mapping techniques, where the relative expression levels of specific molecular weights are
compared using statistical and bioinformatics methods [112].

Chemical surfaces
— A + 4+ + - _ - . N :
G N II ll ll II Ii‘ ” |37 ﬁm
o

hydrophobic 1onic IMAC mixed

Figure 3. Examples of chemical surfaces in SELDI ProteinChip arrays.

Research by Rajakarun using the CM10 ProteinChip Array captured the most com-
prehensive wide range for S. aureus isolates [113]. This was also confirmed by the study of
Shah et al., who, thanks to the SELDI-TOF MS technique and CM10, correctly differentiated
S. aureus strains differing in resistance to methicillin [114]. Schmid et al. used a hydrophobic
reversed-phase H50 surface to identify Neisseria gonorrhoeae causing gonorrhea. Prelimi-
nary studies of N. gonorrhoeae strains revealed subtle differences in mass spectral profiles,
suggesting that SELDI-TOF MS is capable of detecting small differences in the protein
expression between strains [115].

3.2. Lipidomic

A lipidome describes the complete lipid profile in a cell, tissue, or the entire body.
Lipids are the main functional components of bacterial cells, which play a fundamental
role in bacterial metabolism, energy storage and cell signaling. They constitute a barrier
between cells and the external environment [116,117]. The cell membrane is the largest
lipid reservoir in a bacterial cell. Lipids require modification to perform various functions
in the cell and outside it, and the fatty acids themselves differ in the length of the chain
and the number of double bonds [118]. The differences were also demonstrated in the lipid
profiles of the cell walls of bacteria belonging to the same Gram type [119]. It is essential,
apart from lipids present in all bacteria, to characterize the ones that are specific for a
given species, showing a high degree of variability, thus enabling the species identification.
Gram-negative bacteria are characterized by the presence of a membrane composed of
lipopolysaccharide (LPS), which is an amphiphilic endotoxin. LPS is composed of lipid
A, an oligosaccharide core and an O-antigen. The lipid A or O-antigen structure differs
between the different species of Gram-negative bacteria [120~122]. On the other hand,
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Gram-positive bacteria contain glycolipids, glucolipids and lipoteichoic acid (LTA), which
is a typical component of the cell membrane.

Fischer distinguished five types of LTA (I-V) [123]. Type I is the most common
characteristic of S. aureus, B. subtilis, Enterococcus faecalis, L. monocytogenes, S. agalactiae
and Streptococcus pyogenes [124]. Type II and III were found in Lactococcus garvieae and
Clostridium inoculum. They contained repeating units of glycosylalditol phosphate [125].
In type 1V, LTA and WTA (wall teichoic acid) are substituted with choline, mainly in
S. pneumonia [126]. Type V includes mainly macroamprophiles, such as lipoglycans [127].
Moreover, in mycobacteria, unique long-chain fatty acids—mycolic acids—forming the
outer membrane of bacteria were described [128-130]. Mycolic acids evince large structural
differences, including changes in the chain length (from Cgg to Cqp), the saturation level,
and changes in chemical groups such as ketones and methoxy [131]. In addition, it was
demonstrated, for example, that sulfolipid and polyacyltrehalose occurred exclusively in
M. tuberculosis, while trehalose polifleate occurred in non-tuberculosis mycobacteria [132,133].

The possibility of identifying bacteria based on lipids was first introduced in the 1960s
by Abel et al. using gas chromatography (GC) [134]. However, the GC analysis of fatty
acids is time-consuming and the sample preparation is labor-intensive, being based on their
derivatization to methyl derivatives. Therefore, lipidomics, based on mass spectrometry
and combined with other analytical techniques, became a vital tool for the lipid analysis
in cells, tissues and even whole organisms [135]. The increasing interest in microbial
lipidomics led to the rapid development of lipid analysis techniques using MALDI-TOF
MS. Research shows that the lipid analysis by MALDI TOF MS may be a promising tool
for detecting antibiotic resistance, for example, in the case of rapidly spreading polymyxin
resistance [136]. Commercially available databases used in the MALDI-TOF MS analysis,
such as Bruker Biotyper or Vitek, were developed initially to elaborate on the protein
profiles of bacteria [47,137,138]. The conducted studies show that lipidomic structures may
be as strong or stronger than those based on proteomics [139-142].

The analysis of lipids or fatty acids requires the selected method of the extraction of
these from the cells, such as extraction with organic solvents, division and concentration.
The most commonly used methods are the Folch extraction, based on chloroform:methanol
(2:1, v/v) solvents and Blight and Dyer approaches based onchloroform and methanol
solvents (1:2, v/v) with the addition of aqueous salt solution to wash out the polar compo-
nents [143]. Matyash et al. presented a new extraction protocol developed for profiling
complex lipidomes. The method involves the extraction of lipids with methyl tert-butyl
ether (MTBE)/methanol, which greatly simplifies sample handling and enables the auto-
mated processing of small quantities of biological samples. It was also found that lipid
recovery from E. coli is the same or better than that obtained by the Folch method [144].
Leung et al., using MALDI-TOF in the negative ion mode, investigated the possibility
of identifying ESKAPE pathogens (Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter spp.) based on membrane glycolipids,
especially glycolipid A. The technique is potentially an alternative to the currently used
diagnostics [140]. Scientists used the hot ammonium isobutyrate microextraction protocol
developed by El Hamidi et al. [145]. A new method of the rapid lipid extraction from
the cell membrane using hot sodium acetate lysis Buffet was presented in the work of
Liang et al. This method, combined with the database described above, enables the identifi-
cation of pathogens from mono- and multi-organism samples in less than one hour [142].

After the extraction, these lipids could be analyzed by MALDI-TOF MS with an
appropriate template to allow their ionization and desorption. Walczak-Skierska et al.,
for the analysis of lactic acid bacteria strains, used the HCCA originally developed for
protein analysis [139]. Ztoch et al., in addition to HCCA, used the DHB to identify the
lipids of salivary streptococci [47]. Angelini et al. used 9-aminoacridine (9-AA), a matrix
initially developed to rapidly analyze glycerophospholipids, for the direct lipid analysis
of the highly halophilic archaea Halobacterium salinarum [146]. Another MALDI matrix,
1,8-bis(dimethylamino) naphthalene (DMAN), was used to identify the lipids of intact
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Gram-positive Lactobacilluss anfranciscensis and L. plantarum [147]. Larrouy-Maumusa et al.
developed a new method that allows the direct MALDI-TOF MS analysis of lipids on intact
microbes [148]. The main advantage of this approach is simple, quick sample preparation
that does not require any chemical treatment or purification before the MALDI-TOF MS
analysis. The heat-inactivated microorganisms are washed three times in double-distilled
water and deposited on a MALDI target plate, and then on a MALDI matrix consisting
of a 9:1 mixture of dihydroxybenzoic acid and 2-hydroxy-5-methoxybenzoic acid (super-
DHB) dissolved in an a polar solvent system [148,149]. Using this approach, the microbial
identification can be completed in less than 10 min for less than 1000 bacteria, making
it a useful tool in the clinical laboratory [150]. This method has been hitherto used to
differentiate Mycobacteria, filamentous fungi and the detection of lipid A in Gram-negative
bacteria [151-153]. In the case of Mycobacteria, this approach provides accurate identification
with the sensitivity and specificity of 96.7 and 91.7%, respectively. This method is also
quite fast without sophisticated preparation steps. Additionally, studies have reported
that using the negative ion mode favors the identification of Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), while the positive ion mode is better for detecting non-tuberculosis mycobacteria
(NTM) [150]. Khor et al. presented a new and simple method to detect subspecies-specific
lipids used in the Mycobacterium abscessus complex (MABS) [154]. The researchers also used
the super DHB matrix at a 10 mg/mL concentration but dissolved it in ethanol at 10, 25, 50,
70 and 100%. They also performed the raw mass spectra analysis for 5 McFarland dilutions
(5, 10, 20, 30 and 50). They found that combining a matrix called super-DHB with 25%
ethanol with a suspension of bacteria in McFarland 20 gave solid and reproducible data,
enabling the discrimination of bacteria within strains of the MABS complex. Nevertheless,
regardless of the ethanol concentration used and the McFarland dilution, the mass spectra
showed two specific peaks for these bacteria.

Cox et al. developed an innovative laser metal oxide ionization (MOLI), which used
cerium as a catalyst to convert bacterial lipids into taxonomically available fatty acids.
Conversion occurs in situ when applying the lipid extracts to the MALDI target plate
spotted with CeO,. The CeO,-MOLI MS method gave 100% accurate identification at
the species and genus level, with only 2% of the incorrect identification at the level of
the Acinetobacter strain [155]. Using the same technique, the strain level identification
was obtained with 94% accuracy among nine different strains of the three Staphylococcus
species using their fatty acid profiles [156]. Importantly for clinical microbiology, MOLI MS
allowed for the correct identification of Shigella isolates, a bacterium routinely classified as
E. coli based on the protein analysis [157]. However, overlapping bacteria and mammalian
fatty acids may complicate the direct analysis of patient samples [140].

The possibility of identifying microbial lipids directly from bodily fluids such as
blood, urine, and serum, thus omitting the stage of growing microorganisms on agarose
plates or in a liquid medium, could constitute a breakthrough in microbiological clinical
diagnostics. Leung et al. proved this by adding S. aureus or K. pneumoniae B6 to blood
samples, incubating the bacteria for 6 h and recovering them by differential centrifugation.
The lipids from the recovered microorganisms were then extracted and analyzed by MALDI-
TOF MS in a negative ion mode. It was then possible to obtain excellent quality signals for
10* CFU bacteria [140].

The challenge in the analysis of bacterial lipids by the MALDI-TOF MS technique is
the selection of an appropriate extraction method along with a suitable matrix to obtain the
mass spectra of the best possible quality. The MBT Lipid Xtract™ kit (Bruker, Germany) is
commercially available, which facilitates efficient sample preparation for microbial lipid
analysis, as well as also SimLipid® software (Premier Biosoft, Palo Alto, CA, USA, SimLipid
v.6.05 software), compatible with Bruker systems [158,159]. Despite a significant progress
in optimizing the sample preparation, a further development of bioinformatics resources is
needed to make the lipid analysis user-friendly in clinical diagnostic settings, including
building robust and accurate databases. The development of representative lipid databases
of comparable size and diversity to the protein mass spectral libraries currently provided
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by commercial systems will improve the efficiency of microbial identification. Ryu et al.
developed and tested a model spectral library for the MALDI-TOF-MS data analysis of
bacterial membrane glycolipids, such as lipid A from Gram-negative bacteria and related
species from Gram-positive bacteria. Their accomplishment may be important in improving
the lipid analysis [141]. A significant drawback of the lipid analysis using the MALDI-TOF
MS technique is primarily the background chemical noise arising from the matrix [160].
Another problem arises from the fragmentation in the source of some fragile lipid types.
Some of these limitations can be addressed by using alternative matrices to minimize the
fragmentation, higher pressure ion sources, and also by using MS/MS to filter out the
background chemical noise [161].

3.3. Metabolomic

The metabolome is a complete set of small molecules (>1.5 kDa) involved in the
metabolism present in cells [162-164]. Bacterial metabolism is a highly complex source of
bioactive compounds, many of which have significant consequences for human, animal
and plant health [165]. The unique bacterial metabolites are analyzed and used for micro-
bial identification, antibiotic resistance development and also as biomarkers for disease
detection [166]. The metabolites are classified into primary and secondary metabolites.
Primary metabolites are directly involved in the proper development of the body. Sec-
ondary metabolites play a significant ecological role and arise during the stationary phase
of bacterial growth. The entire metabolites secreted outside the microbial cell are called
the exometabolome [167]. The analysis of the exometabolome provides information on the
microbial activity under various culture conditions, which, combined with the intracellular
metabolic profile, provides a comprehensive overview of microbial metabolism [168].

Microbial metabolomics is becoming more and more widespread in many areas of
microbiology and infection research [169,170]. For example, this method proved effective
in distinguishing between different strains of Bacillus cereus [171], characterizing and differ-
entiating drug susceptibility phenotypes in Leishmania donovani [172] to identify volatile
metabolites in different P. aeruginosa strains [173] and to describe the metabolic adaptations
of P. aeruginosa strains colonizing various niches in the lung of cystic fibrosis [174]. Kamari
etal. conducted tests to detect condensates of volatile organic compounds (VOCs) in three
bacteria: P. aeruginosa, A. baumannii, and K. pneumoniae, which may be biomarkers used to
identify these bacteria. They found common and characteristic compounds for the given
bacterial species [175]. The concept of using microbial VOCs as ‘signature markers’ could
provide a faster and non-invasive diagnosis. Finding biomarkers is difficult due to the
specificity required in complex matrices. Research by Maurer et al. shows that the VOC sets
produced by Mycobacteria ssp. change over time and that different strains produce different
VOCs [176]. Studies by Moyne et al. found differences in the virulence-related metabolome
in several clinical P. aeruginosa strains isolated from inert infections in hospitals across
Europe [177]. The best known bioactive bacterial metabolites influencing human health
include short-chain fatty acids such as propionate, butyrate and acetate, which significantly
impact inflammatory bowel disease and colitis [178-180].

Laser desorption/ionization mass spectrometry (MALDI-MSI) imaging is a powerful
tool for visualizing bacterial metabolites in microbial colonies and biofilms and their inter-
actions. This technique enables a direct visualization of the spatial distribution of metabolic
signals by collecting spectra at specific locations in the sample. The active application of
IMS with MALDI-TOF for the analysis of microbial samples grown on agar did not begin
until the Dorrestein laboratory [181,182]. Advanced software allows for the processing
and display of the obtained mass spectra in heat maps, which reveals the location and
relative intensity of the analytes. Using MALDI-MSI, Bleich et al. identified n1/z peaks
showing spatial distributions superimposed on fluorescence and thus representing putative
biofilm-stimulating molecules. This method allowed them to predict and confirm that the
thiazolyl antibiotics and thiocillins were metabolites produced by B. cereus that stimulated
the expression of biofilm genes in B. subtilis [183]. The use of MALDI-MSI allows carrying
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out the rapid identification of metabolic differences between closely related strains. This is
confirmed, among other things, by a comparative study of Lysobacter strains grown along
with Rhizoctonia solanii. Comparing monocultures with fungal cultures illustrates how phy-
logenetically related species can overflow various metabolomic profiles. Moree et al. used
MALDI-TOF and MALDI-FT-ICR imaging mass spectrometry (MALDI-MSI) in conjunction
with MS/MS networks in their research. This enabled the visualization and identification
of metabolites secreted by P. aeruginosa and A. fumigatus into the culture medium and they
observed interactions between organisms at the molecular level [184]. Additionally, map-
ping the metabolic profiles of Lysibacter strains allowed identifying specialized metabolites,
which was predicted on the basis of the genome analysis [185]. Moreover, MALDI-MSI
enables the observation of complex metabolic pathogen-host interactions in vivo along
with the study of other small molecules, including pharmaceutical compounds. An ex-
ample would be pathogen-pharmaceutical interaction analysis using MS/MS methods
to monitor the antibiotic moxifloxacin in the lungs of rabbits infected with M. tuberculosis.
The obtained results allowed the researchers to conclude that the drug distributor was
heterogeneous within the kernels, with relatively lower concentrations in the kernel centers
identical to the sites of infectious outbreaks [186]. In the case of MALDI-FT-MS, Jones et al.
studied E. coli lipids in the low-mass region (11/z 100-1000) [187]. They identified two main
components, phosphatidylethanolamine and triglycerides, commonly found in prokaryotic
membranes. The same group described Saccharomyces cerevisiae lipid analysis methods with
conventional MALDI-FTMS [188].

Chase et al. developed a data acquisition and bioinformatics (IDBac) technique for
metabolomic identification that uses the MALDI-TOF MS method to analyze the spectra
of proteins and metabolites recorded from single bacterial colonies [189]. It attempts to
combine protein testing with the metabolite analysis to distinguish easily between closely
related colonies. This technique organizes bacteria into similar phylogenetic groups and
allows the metabolic differences of hundreds of isolates to be compared in just a few
hours. The IDBac system is free of charge and only requires access to a MALDI-TOF mass
spectrometer. Scientists validated the system’s performance by distinguishing the two
strains of B. subtilis in less than 30 min based on their differing ability to produce the cyclic
peptide antibiotics surfactin and plipastatin.

Nguyen et al. adapted the METASPACE cloud software to image the MS metabolite
database. Scientists showed that the software used, in conjunction with the relevant
specialized metabolite database, could describe specialized microbial metabolites on the
basis of agar MS imaging data. This is evidenced by the description of 53 ions representing
32 specialized metabolites validated against the correct taxonomic classification in The
Natural Products Atlas [190].

Extremely dangerous secondary metabolites that can lead to acute and chronic poison-
ing (also fatal) can also cause allergies, fungal infections, respiratory, gastrointestinal and
liver diseases. Numerous diseases associated with a weakened immune system are caused
by mycotoxins produced by fungi of the genera, among others, Aspergillus, Penicillium and
Fusarium [191,192]. Mycotoxins are heat stable and exhibit high levels of bioaccumulation.
Hleba et al. investigated the detectability of six different types of mycotoxins: aflatoxin
B1, citrinin, deoxynivalenol, zearalenone, T2 toxin, and griseofulvin. The researchers
learned that it is possible to detect mycotoxins using a MALDI-TOF Microflex LT mass
spectrometer operating in a linear positive ion mode and using an HCCA matrix in a very
short time [193]. Very similar conclusions are drawn by the researchers focusing on the
identification of mycotoxins produced by Alternaria [194] or Fusarium [195] fungi.

Mass spectrometry-based metabolomics generates a wide array of data with a very
large number of peaks, especially in the case of MSI, where one data set consists of thou-
sands of pixels, each represented by an information-rich mass spectrum. Spectral informa-
tion is affected by many factors, such as known adduct formation and less-characterized
chemical background signals. There is a lack of easy methods to distinguish background
chemical signals from actual metabolite signals. [196]. One of the main reasons for the
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lack of signal identification at the molecular level is the structural diversity (isobars and
isomers) and the dynamic range of metabolites. In addition, there is a lack of commercial
analytical standards (only a few thousand are available) that are needed for metabolite
identification [197].

3.4. Genomic

Genomics is a branch of molecular biology that deals with the analysis of the complete
genetic material of organisms—the genome. The bacterial genome is a circular DNA
molecule called the bacterial chromosome. Additionally, prokaryotes have circular, extra-
chromosomal DNA molecules called plasmids containing virulence and antibiotic resistance
genes. Whole-genome sequencing has become the gold standard in studying bacterial
phylogenetic relationships. The 165 rRNA (rDNA) gene is the most commonly used for
bacterial identification.

The first person to use MALDI-TOF MS to detect DNA was Hurst in 1996. He used
3-hydroxypicolinic acid as a template and detected 108- and 168-basePCR products specific
to Legionella in the negative ion mode [198]. Two years later, the scientist used the same
method to identify genes characteristic of the bacteria Methylosinus and Methylomicrobium.
The measurement of DNA by MALDI-TOF MS is limited as double-stranded nucleic acid
is usually not detected due to the acidic nature of the templates. The MALDI resequencing
(MALDI-RE) method uses RNA molecules that are more stable during the MALDI ioniza-
tion. This method is based on the PCR amplification of several ordinal or tandem repeat
genes (VNTR). The resulting amplicons are transcribed in vitro; the products are cleaved
with specific RNases. The mass spectra of desalinated RNA fragments are measured lin-
early with a mass range up to 10,000 m /z. Then, the spectra are compared with the results
of the in silico analysis to identify the tested microorganisms. The agreement between the
described method and multi-locus sequence typing(MLST) constitutes over 98% [199].

In the early 2000s, von Wintzingerode et al. developed a rapid 16S rRNA (165 rDNA)
gene identification approach to the microbial identification, combining the uracil-DNA-
glycosylase (UDG)-mediated fragmentation of PCR products with MALDI-TOF MS. The
amplified 16S rRNA sequences in the presence of deoxyuridine triphosphate (dUTP) in-
stead of thymidine triphosphate (dTTP) were immobilized on streptavidin-coated solid
supports [200]. This enabled the selective production of sense and antisense matrices. The
single-stranded PCR products were then treated with uracil-DNA glycosylase to generate T-
specific basic sites. The amplicon fragmentation by the base treatment was also performed.
MALDI-TOF MS was then used to analyze the resulting fragment patterns. The study
distinguished between Bordetella species and closely related Alcaligenes and Achromobacter.

On the basis of the in silico pattern database of proprietary sequences and the 16S
rDNA sequence database, 24 mycobacterial isolates were correctly identified. Repeated
experiments showed high reproducibility. The platform is not limited to identifying 16S
rDNA. Still, it can be extended to other genotypic markers, e.g., gyrB sequence polymor-
phism analysis for differentiation of the M. tuberculosis complex, multi-drug resistance
regions or multilocus sequence typing, further broadening its application [201]. Cuénod
et al. identified clinically essential and now often misdiagnosed Klebsiella spp. They used
the whole-genome sequencing (WGS), the comparative genomic analysis and the in sil-
ico protein mass prediction of ribosomal subunits from WGS data. A diverse selection
of bacterial isolates (n = 50) representing at least eight K. pneumoniae isolates sequenced
throughout the genome was used to validate the detection of the predicted marker masses
in the MALDI-TOF mass spectra. Based on a systematic comparison of WGS and in silico ri-
bosomal mass prediction, researchers proposed a MALDI-TOF MS analysis to discriminate
between eight Klebsiella species [202].

Dunne et al. developed a sequence-typing method MLST by mass spectrometry,
making it possible to compare the peak patterns of the cleavage fragments of specific PCR
amplicons with the reference sequence assigned to isolates sequence types. Such an analysis
may increase the chance of identifying subgroup-specific biomarker peaks. MLST is used
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for the global surveillance of bacterial pathogens. Through MLST and MALDI-TOF MS,
the same researchers discovered seven new alleles and 30 previously unreported sequence
types of S. pneumoniae isolates [203]. Ha et al. used The Korean TrueBac ID system to
identify the bacteria on the basis of the entire genome of the bacteria. They proved that the
method used could differentiate pathogens in opposition to the standard MALDI-TOF MS
method and 165 rRNA sequencing [204].

Sequenom InC. launched the MassARRAY system combining MALDI-TOF MS with
endpoint PCR. Currently, it is still not used in the clinical diagnosis of microbiology. The
system enables the identification of microorganisms based on the target DNA transcription
and base-specific RNA cleavage. The usefulness of this technique in the differentiation of
microorganisms was confirmed by many researchers [205-208].

4. Antibiotic Resistance

The effectiveness of and easy access to antibiotics has led to their overuse, which, in
turn, has led to the development of drug resistance among microorganisms [209,210]. The
consequences of the emergence of drug resistance were the discovery, development and
implementation of new p-lactam antibiotics, which started in 1950, the period known as the
“golden age of antibiotic discovered” [211,212]. Soon, the first cases of methicillin-resistant
S. aureus (MRSA) were discovered [212]. As a result, the effectiveness of antibiotics in treat-
ing bacterial infections has significantly diminished in the recent years. The consequence of
this is the development of new antibiotics. Nevertheless, the effectiveness of antibacterial
drugs in treating bacterial infections has decreased in the recent years. The continuous
selection pressure of various drugs has led to the emergence of bacteria with additional
resistance mechanisms, resulting in the emergence of multi-drug resistant bacteria (MDR),
extensively drug-resistant bacteria (XDR), and pan-drug resistant bacteria (PDR), called
superbugs [213].

Serious infections include nosocomial infections due to multidrug-resistant strains of
bacteria such as A. baumanii, C. difficile, Enterobacter spp., vancomycin-resistant enterococci
(VRE), E. coli, Haemophilus influenzae, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Staphylococcus epidermidis,
S. pneumoniae, extensively drug-resistant M. tuberculosis (XDR-TB) or MRSA, considered to
be the most common superbug [213-216].

Furthermore, with the advent of incurable strains of Enterobacteriaceae resistant
to carbapenems, humanity was on the threshold of the post-antibiotic era [217]. Car-
bapenem resistance is one of the most troublesome for antibiotic resistance, as infections
with carbapenem-resistant bacteria have a 48% mortality rate [218].

The “gold standard” used to assess the susceptibility of microorganisms to the an-
tibiotics used is the disc diffusion method introduced by Bauer and Kirby in 1956, using
the phenomenon of the formation of a concentration gradient in the substrate during the
diffusion of the active substance from the antibiogram disc [219]. A significant achievement
in the routine analysis of widespread antibiotic resistance in bacteria was the development
of epsilometer testing (E-test). Plastic E-test strips are coated with predefined concentra-
tions of antibiotics, and the appropriate minimal inhibitory concentration (MIC) ranges are
marked on the surface of the strip [220]. The identification of antibiotic resistance can also
be made by searching for the homology of DNA sequences against a database. For this
purpose, several reference databases were designed, including the Antibiotic Resistance
Gene Database (ARDB) [221], Strucured Antibiotic Resistance Gene Database (SARG) [222],
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) [223] and ResFinder [224].

The first successful use of MALDI-TOF MS to detect antibiotic resistance was the
observation of 3-lactam ring hydrolysis after antibiotic exposure to 3-lactamases produced
by aerobic and anaerobic bacteria. The evidence of positive results was demonstrated on
mass spectra where signals characteristic of the drug used and its hydrolysis products were
visible. Other LDI techniques, such as nanotechnology-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (NALDI-TOF MS) and SELDI-TOF MS, were also used to
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identify antibiotic resistance. Similar to identifying microorganisms, resistance to antibiotics
can occur through proteomics, lipidomics, metabolomics, and genomics.

4.1. Proteomics

In Staphylococcus, there are methicillin-resistant (MRSA) and methicillin-sensitive
(MSSA) strains [225]. This makes it difficult to classify these strains into two different
groups. Partial success was achieved by developing a method involving the production of
a phenol-soluble protein toxin (PSM-mec) by a subset of MRSA strains that is detectable
by MALDI-TOF MS at the peak of 2415 + 2.00 m/z. The “MBT Subtype Module” soft-
ware (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany, flexAnalysis software version 3.4) was
developed to detect PSM-mec in the mass spectrum of S. aureus isolates, providing the
indirect evidence of methicillin resistance [226,227]. However, the use of PSM in identifying
MRSA is not very reliable. This method has high specificity, but low sensitivity and is
therefore no longer used as commercially available software [228,229] In addition, there are
other examples of the subtype module. One of them is the use of MALDI-TOF MS and the
CarbaNP test for the rapid identification of Bacteroides fragilis strains with the cfiA gene,
which is responsible for developing resistance to carbapenems [228].

Researchers recently reported a method to determine bacterial sensitivity using the
direct-on-target microdroplet growth assay (DOT-MGA), which is straightforward, prac-
tical, and quick to perform. For the DOT-MGA analysis, the bacteria are incubated with
and without the indicator antibiotic in the microdroplets nutrient broth directly on the
MALDI-TOF MS targets. The evaporation and drying out of places is solved by storing
the plate in plastic containers with water at its bottom. By assessing the growth in the
presence of various antibiotics, it is possible to determine the sensitivity of the isolate and
analyze the potential mechanisms of drug resistance. Nix et al. investigated the possibility
of using DOT-MGA to rapidly detect MRSA in patients with positive blood culture bottles
using cefotaxitin. The researchers calculated that the optimal size of the microdroplets is
6 uL [229]. The authors analyzed three sample preparation methods: continuous broth
dilution, lysis/centrifugation, and differential centrifugation. The results showed that ly-
sis/centrifugation and 4-h incubation led to the best reliability, sensitivity and specificity. In
the MRSA analysis, an additional step was to destroy the cell membrane by adding formic
acid before adding the matrix. This step could be omitted when performing DOG-MGA
on Gram-negative bacteria. Idelevich et al. determined carbapenemase resistance in K.
pneumoniae, E. cloacae, E. aerogenes, P. mirabilis, and K. aerogenes. Additionally, they examined
the fourth pretreatment method, filtration/dilution, but observed that lysis/centrifugation
and a 4 h incubation of bacteria gave the best results [230].

Another test based on MALDI-TOF MS is the resistance test that detects isotope-
labeled, stable (non-radioactive) amino acids that are incorporated into newly synthesized
bacterial proteins (MBT RESIST) [231]. In this approach, the deficiency of the corresponding
amino acids in the culture medium is supplemented with either radio-labeled amino acids
or labeled amino acids in combination with the antibiotic to be tested. The culture media
labeled with specific isotopes is the main limitation of this approaches [232]. Microorgan-
isms are grown simultaneously on two different media, one containing the 12C isotope
and the other with 13C as the carbon component. The susceptibility /resistance of bacteria
is determined by the amount of radio-labeled amino acids incorporated into the newly
synthesized proteins. The growth of resistant bacteria is observed in the presence of an
antibiotic containing 13C in its polypeptides. This shifts the signals to higher m/z values in
the mass spectrum. The MBT RESIST approach was used to examine antibiotic resistance
in MRSA strains using oxacillin and cefoxitin and to detect ciprofloxacin, meropenem and
tobramycin resistance in P. aeruginosa after 3 h of incubation [231]. The method'’s difficulty
is that the masses of proteins represented by the tested signals must be previously known
and conserved for all species strains [228].

Antibiotic resistance can also be determined using semi-quantitative mass spectrome-
try using the MBT ASTRA approach, which can be used for all antibiotics and microbial
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species classes. The technique consists of calculating and comparing the areas under the
curves (AUC) of the spectra of bacteria exposed or not to the antibiotic [229]. If the mi-
crobial strain is susceptible, the AUC of the bacterial suspension with the antibiotic will
be lower than it would be without it. In contrast, the AUC with or without the antibiotic
will be comparable for the resistant strain. Ceyssens et al., using MBT ASTRA, success-
fully assessed the sensitivity of M. tuberculosis strains to rifampin, isoniazid, linezolid and
ethambutol, as well as non-tuberculous mycobacteria to rifampin, isoniazid, linezolid and
ethambutol [228]. The main disadvantage this approach is complicated and a multistep
procedure, with has limited its common application in routine analysis [232]

4.2. Lipidomic

Changes in the lipid composition of bacteria are also associated with developing drug
resistance. A common mechanism of resistance is the modification of the lipopolysaccharide
(LPS), which, among others, includes the modification of the A-lipid regions. In addition,
the use of antibiotics enables the release of lipopolysaccharide (LPS), which is an important
cause of the development of septic shock in patients treated for severe infections caused
by Gram-negative bacteria. It is generally accepted that LPS from the outer membranes of
Gram-negative bacteria is responsible for many of the clinical symptoms of sepsis [233].

The resistance of ESKAPE pathogens to colistin is given by the mcr-1 gene encoding
phosphoethanolamine transferase (PE). Its expression leads to the modification of PE lipid
A, reducing its total negative charge. The MALDI-TOF MS analysis of three ESKAPE clinical
pathogens (K. pneumoniae, A. baumannii and P. aeruginosa) with mcr-1 by Liu et al. demon-
strated PE to lipid A and revealed that even strains showing slight decreases in sensitivity
had a modification of the PE of lipid A [234]. These results indicate that the MALDI-TOF
MS technology may be a valuable tool in monitoring the spread of mcr-1 among pathogens.
Dortet et al. used the MALDxin test based on the MALDI TOF-MS technique to detect
A. baumanii resistance to colistin. The test accurately detected all colin-resistant bacterial
isolates within 15 min with limited sample preparation before the MALDI TOF-MS analysis.
Standard methods require 24-48 h to obtain a result [151]. The research by Lopalco et al. in
2017 identified unique acid glycerophospholipids: cardiolipin, and monolisocardiolipin
in A. baumannii using MALDI-TOF MS thin layer chromatography (TLC). The knowledge
of these compounds allows for determining the resistance of bacteria to environmental
factors and antibiotics [235]. The rapid detection of colistin resistance based on lipid A
modification is also possible thanks to the new MBT LipidArt software (Bruker Daltonics
GmbH, Bremen, Germany) using MALDI Biotyper® sirius System analysis in negative
ion mode.

Bisignano et al. showed the potential correlation between S. aureus lipid profile, the
site of infection, antibiotic resistance, and cell surface hydrophobicity [236]. Researchers
showed that bacterial lipid profiles differed both qualitatively and quantitatively between
different strains of S. aureus, and this change affected both antibiotic resistance and cell
surface hydrophobicity.

4.3. Metabolomic

MBT-ASTRA is a rapid antibiotic resistance detection method based on the MALDI-
TOF MS software tool AUC [237]. Another test, the MBT-STAR-BL assay, is already a
widely studied functional assay analyzing the bacterially induced hydrolysis of 3-lactam
antibiotics [238,239]. Hydrolysis is monitored by observing specific mass shifts, which in
most cases are detectable after an incubation time of 30-180 min. The suitability of the MBT
STAR-Cepha and MBT STAR-Carba tests for detecting bacteria producing extended action
b-lactamases (ESBL) and carbapenemases was also assessed. The authors compared the
investigated techniques with covert methods such as microdilution or PCR amplification.
Studies show that the MBT STAR-Cepha kit effectively distinguished between resistant
strains of third-generation cephalosporin-sensitive phenotypes. In addition, the MBT
STAR-Carba kit accurately detected antimicrobial resistance by carbapenemase producers.
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The obtained results suggest that the target bacterial strains, antimicrobial susceptibility
phenotypes and resistance genes were necessary for utilizing MBT STAR-Cepha and MBT
STAR-Carba kits based on MALDI-TOF MS in routine bacterial diagnosis [240,241].

4.4. Genomic

Currently, the most common use of MALDI-TOF MS in genomic research is for geno-
typing and detecting single nucleotide polymorphisms responsible, among other things,
for antibiotic resistance. SNPs are DNA sequence variations that occur when a single
nucleotide in a genome sequence is replaced with another [242]. For discovering new
SNPs and bacterial fingerprinting, re-sequencing methods may be helpful, which involve
sequencing part of an individual’s genome to detect sequence differences between the
individual and the standard genome of the species [243,244]. One proposed MALDI-TOF
MS-based approach for detecting K. pneumoniae resistance to carbapenems is based on
identifying plasmids carrying blaKPC carbapenemase genes [245,246].

The MassARRAY system involves adding SNP sequence-specific extension primers
to the amplified PCR product for a one-base extension at the SNP site. The prepared
analytes are then co-crystallized with the chip array and analyzed by MALDI-TOF MS. SNP
genotyping on the MassARRAY system combines multiplexed primer extension chemistry
with highly sensitive mass spectrometry. This combination provides the precise, rapid,
cost-effective analysis of hundreds of genotypes daily. MassARRAY technology allows the
analysis of SNP combinations in 96- or 384-well plates. Furthermore, it is possible to analyze
at least 40 SNPs per well [247,248]. Si et al. proved that the MassARRAY system based
on the MALDI-TOF MS technique detected 60 copies of Mtb gene mutations associated
with the emergence of resistance to rifampicin and isoniazid, streptomycin, quinolone or
aminoglycosides [249].

Pu et al. used whole genome re-sequencing to obtain differences in genomic levels
between A. baumannii strains. Diversity was determined by multi-locus sequence typing,
and the genetic relationship between ten strains and others was examined by phylogenetic
analysis. They conducted a comparative analysis focused on resistance genes related
to insertions and deletions and single nucleotide polymorphisms (SNPs) to identify the
primary mechanism of A. baumanii resistance [250]. Another example is the study by
Suzuki et al., who performed genome re-sequencing analyses for each drug-resistant E. coli
strain tested to identify fixed mutations and changes in gene expression. Moreover, they
looked at how acquiring resistance to one drug alters the resistance and susceptibility to
other drugs. By integrating this data and using a simple mathematical model, scientists
demonstrated how to quantify drug resistance based on the expression levels of a small
number of genes [251].

Ikryannikova et al. presented an approach using the MALDI-TOF MS-based micro-
sequencing reaction to detect the SNPs responsible for extending the substrate specificity of
B-lactamases towards oxyimino-cephalosporins in E. coli and K. pneumoniae. In this work,
the described approach was mapped to the analysis of polymorphisms in three codons
of the blatgm gene. The MALDI TOF MS-based mini-sequencing assay can detect and
differentiate all key mutations conferring 3-lactamase activity from the wild-type sequence.
Different mutations at the same site are distinguishable due to the apparent differences
in mass peaks. The main advantage of the developed test is its high level of reliability:
all polymorphisms identified by the mini sequencing technique were confirmed by direct
DNA sequencing results [252].

5. Biofilm and Development of Antibiotic Resistance

Biofilms constitute a protective barrier for pathogens, enabling them to survive in
stressful environmental conditions. Research into the development and control of biofilms
using new techniques is crucial in medicine and environmental research. Biofilm plays
a pivotal role in surviving external threats and toxic materials, including antimicrobial
drugs [253]. Biofilm formation occurs in four basic steps: reversible adhesion, irreversible
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adhesion, biofilm maturation and cell dispersion. At the stage of biofilm maturation, the
bacteria begin to secrete extracellular polymeric substances (EPS), which constitute up
to 90% of the mature biofilm structure [254]. EPS comprises polysaccharides, proteins,
extracellular DNA (eDNA), and lipids [255].

Gram-positive and Gram-negative bacteria can form biofilm on medical devices,
implants, and surgical wounds or teeth. It is estimated that S. aureus and S. epidermidis cause
about 40-50% of heart valve prosthesis infections, 50-70% of catheter biofilm infections and
87% of bloodstream infections [256]. Two-thirds of infections associated with implanted
devices are caused by staphylococcal species such as S. aureus and coagulase-negative
staphylococci [257,258]. P. aeruginosa quickly adapts to harsh conditions and antibiotics
and is widely used as an in vitro model to study biofilm formation [259].

Resistance to antibiotics in the bacterial biofilm occurs as a result of the slow or
incomplete penetration of the drug by the polymer matrix, the interaction of the drug with
this matrix, a result of which being that the antibiotic loses its properties, the presence
of enzymes such as 3-lactamases, genetic changes on target cells or hiding target sites,
extrusion antibiotics using efflux pumps [260], and the company of an outer membrane
structure such as that of Gram-negative bacteria [261]. It was shown that mycolic acids in
Mycobacterium smegmatis EPS may be associated with higher resistance to antibiotics [262].
Adibi et al. showed the biofilm production was higher in MDR P. aeruginosa strains than in
strains without MDR [263]. The presence of multi-drug resistance in A. baumanii strains
also increased the biofilm production, as confirmed by the studies by Amin et al. [264].
Manandhar et al. linked the biofilm production in S. aureus to methicillin resistance [265].

On the other hand, many studies fail to prove a direct relationship between the
MDR phenotype and the increased bacterial biofilm production [266,267]. Caputo et al.
showed that MALDI-TOF MS could be used to differentiate quickly and accurately clinical
S. epidermidis isolates as biofilm producers. The researchers identified clinical strains derived
from suture wires, and their protein profiles were compared with those obtained from two
ATCC reference strains (biofilm producer and non-producer). Using the MALDI method
they identified eighteen isolates as S. epidermidis by matching sixteen profiles to the biofilm
producer and two to the non-producer, supporting the crystal violet test results [268].

The use of MALDI-TOF MS also allows for predicting the influence of substances
secreted by one bacterium on the impact on the physiology of neighboring microor-
ganisms, including the activation or inhibition of the expression of the biofilm genes.
Bleich et al. used MALDI-IMS to identify thiocillins, antibiotics of the thiazolyl peptide
group. These compounds produced by B. cereus induce the biofilm matrix produced by
B. subtilis. Researchers found that thiocillin increased the B. subtilis cell population. An
important observation is that the mutation eliminating the antibacterial activity of thiocillin
did not affect the ability to induce the expression of the biofilm formation gene [183].

Lietal. described a one-step, spray application of a 2,5-dihydroxybenzoic acid solution
for the direct imaging of desorption/laser ionization of hydrated B. subtilis biofilms on agar
supported by a matrix. An optimized airbrush and an automatic home sprayer showed the
region-specific distributions of signal metabolites and cannibalistic factors from B. subtilis
cells grown on a biofilm-promoting medium. This approach provides a uniform, relatively
dry coating on the hydrated samples, improves the point-to-point signal reproducibility
compared to a screened matrix, and is easily adapted to imaging a range of agar-based
biofilms [269]. Pauter et al., using the same biofilm imaging technique, showed changes in
the molecular profiles of Bacillus tequilensis before and after the antibiotic therapy, leading
to the proposed antibiotic resistance mechanisms. The researchers showed that the matrix-
assisted laser desorption mass spectrometry could be used along with the UniProt database
as a complementary technique to capillary electrophoresis (CE) to study differences in the
molecular profile of B. tequilensis after the antibiotic treatment [270]. Additionally, Si et al.
studied molecular heterogeneity in biofilms of B. subtilis colonies using MALDI-TOF MS. In
this study, they combined the MALDI and fluorescence methods, which allowed detecting
distinct populations of cells in a biofilm [271]. Pereira et al. evaluated the MALDI-TOF
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mass spectrometry to analyze the molecular profile of P. aeruginosa biofilms grown on glass
and plastic surfaces at different stages of the biofilm development. The results of molecular
studies show that MALDI-based profiling cannot distinguish between the various stages of
the biofilm development, but this can be observed when biofilm cells are released in the
dispersion phase that first occurred on the polypropylene surface [272].

In 2019, De Carolis et al. published a paper presenting a newly developed BIOF-
HILO test based on MALDI-TOF MS in conjunction with analyzing protein profiles
with a complex correlation index (CCI). Researchers proved that this enabled the rapid
(i.e., 3-h) identification of Candida parapsilosis isolates with the high or low biofilm formation
capacity [273]. However, as no reference C. parapsilosis mass spectral databases were used
in this test, more research is required before the developed method can be used in the
routine patient diagnosis.

Based on the presented research, it can be concluded that MALDI profiling may
become a promising technique for a clinical diagnosis and the prediction of the development
of biofilm formation.

6. Conclusions

Solving the crisis of increasing antibiotic resistance requires discovering compounds
with new mechanisms of action and searching for new, more accurate and faster methods of
identifying bacteria and their antibiotic resistance. In addition, the availability of updated
epidemiological data on antimicrobial resistance in common bacterial pathogens will be
helpful in making decisions concerning treatment strategies and developing an effective
hospital antimicrobial management program. Combining the MALDI TOF-MS technique
with a multiomic approach can bring excellent results in accurately and comprehensively
identifying microorganisms and resistance to antibacterial drugs. Currently, the priority is
to shorten the incubation time, sample preparation and analyzes, which will significantly
speed up the diagnosis of clinical patients. As the MALDI-TOF technology advances and
develops beyond the pattern recognition of unfractionated cell lysates and/or intact cells, it
will become important and necessary to identify the specific protein ions whose amino acid
sequence is unique to the microorganism under study. The identification of protein toxins,
virulence factors, and antibiotic resistance mechanisms becomes particularly important.
Genomics, proteomics, and metabolomics are necessary to obtain information that is not
available from the sequenced genome. Additionally, MALDI-TOF MS techniques have the
potential to significantly advance the identification of undigested proteins.
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Abstract: The bacterial infection of post-operative wounds is a common health problem. Therefore, it
is important to investigate fast and accurate methods of identifying bacteria in clinical samples. The
aim of the study was to analyse the use of the MALDI-TOF MS technique to identify microorganism
wounds that are difficult to heal. The most common bacteria are Escherichia coli, Staphylococcus spp.,
and Enterococcus spp. We also demonstrate the effect of culture conditions, such as the used growth
medium (solid: Brain Heart Infusion Agar, Mueller Hilton Agar, Glucose Bromocresol Purple Agar,
and Vancomycin Resistance Enterococci Agar Base and liquid: Tryptic Soy Broth and BACTEC
Lytic/10 Anaerobic/F), the incubation time (4, 6, and 24h), and the method of the preparation of
bacterial protein extracts (the standard method based on the Bruker guideline, the Sepsityper method)
to identify factors and the quality of the obtained mass spectra. By comparing the protein profiles
of bacteria from patients not treated with antibiotics to those treated with antibiotics based on the
presence/absence of specific signals and using the UniProt platform, it was possible to predict the
probable mechanism of the action of the antibiotic used and the mechanism of drug resistance.

Keywords: antibiotic influence; bacterial strain; MALDI-TOF MS; post-operative wound

1. Introduction

Quick and reliable methods are needed to identify bacteria from post-operative
wounds. The rapid identification of the pathogen causing the infection will enable to
implement of an appropriate therapy [1]. Currently, the matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry technique (MALDI-TOF MS) is used with great
success [2]. The MALDI-TOF MS technique allows for quick and accurate identification of
clinically relevant microorganisms [3,4].

Post-operative wound infection, also known as surgical site infections (SSls), is a
common healthcare problem. It is estimated that 2-7% of all operations develop SSIs, and
11% of all deaths in intensive care patients are related to post-operative wound infections [5].
Research confirms the incidence of SSIs (2.1%) and shows that infections occur even when
surgeons take aseptic precautions during surgery and patients are treated before and after
surgery [6]. Infections are associated with the bacterial contamination of the wound during
surgery or later due to the deterioration of skin barriers during wound care [7].
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The most common pathogens of hard to heal post-operative wound infections are
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Enterococcus spp. Other frequently identified mi-
croorganisms in infected post-operative wounds include Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
spp., Proteus spp., Citrobacter spp. and coagulase-negative staphylococci [8,9]. Their role
as infectious agents is due to the increasing number of highly virulent organisms that can
survive in hospital conditions.

The widespread use of broad-spectrum antibiotics has likely led to the development of
antibiotic-resistant and multi-drug-resistant strains, such as methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) and P. aeruginosa [10-12]. Antibiotic prophylaxis significantly reduces the risk of
post-operative infections; however, there is still disagreement about the duration of the
antibiotic therapy and the choice of antibiotics [13,14]. 3-lactam antibiotics, quinolones,
and lincosamide antibiotics are used in order to treat bacterial infections of post-operative
wounds [15].

The MALDI-TOF MS is the simplest form of mass spectrometry, successfully ap-
plied to effectively detect bacteria in clinical samples [2]. The identification based on the
MALDI-TOF MS consists of generating mass spectra from the analysis of whole cells or
bacterial extracts representing mainly ribosomal proteins and other abundant bacterial
proteins [16,17]. The obtained spectra are then matched with the references in the database.
The identification accuracy depends on the appropriate quality of the spectrum and a close
reference match in the database.

Some of the commercially available databases used to identify microorganisms are
MALDI Biotyper (BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Germany) and VITEK®MS (bioMérieux,
Marcy 1’Etoile, France) [18]. The quality of the protein profiles of the identified bacteria
may be influenced by the types of matrix, the composition of the culture medium, and
the temperature, pH, and incubation time of the bacterial cells with the method of sample
preparation [19].

These changes are visible in the form of differences in the intensity and separation
of individual signals and the loss or shift of signals, which may be caused by different
expressions of the analysed proteins. In addition, an important factor is a procedure of
sample application to the MALDI target plate and the selection of an appropriate matrix
affecting the range of ionized molecules [20]. The MALDI-TOF MS can also be applied as
an efficient tool to study the drug-resistance mechanism and the antibiotic drug metabolite
identification [21,22].

The most frequently studied resistance is the one directed against 3-lactam antibi-
otic drugs (cefotaxime, meropenem, piperacillin, tazobactam, penicillin, and amoxicillin),
which inhibit the bacterial cell wall biosynthesis by affecting penicillin-binding proteins
(PBPs) [23]. B-lactam resistance is a growing and disturbing phenomenon, and it mainly
affects Streptococcus pneumoniae, S. aureus, and P. aeruginosa.

Bacterial resistance to f-lactams is determined by three main mechanisms: (I) the
production of PBP proteins with low affinity for B-lactams while performing a catalytic
function, (II) the regulation of B-lactam entry and efflux, and (III) the production of p-
lactamases—enzymes hydrolysing -lactam molecules [24]. Quinolone antibiotics, includ-
ing ciprofloxacin, are the agents that inhibit DNA replication. The bactericidal activity is
based on the inhibition of topoisomerase IV (Gram-positive bacteria) and topoisomerase
II—DNA grainy (Gram-negative ones), enzymes indispensable for the course of replication
and the provocative DNA twist [25]. Resistance to quinolone antibiotics has been a problem
for over 40 years and maybe related to two mechanisms.

The first is related to chromosomal mutations in genes encoding the protein targets,
or mutations causing reduced drug accumulation, either by a decreased uptake or by
an increased efflux—they mainly concern Enterobacteriaceae bacteria, P. aeruginosa, and
Acinetobacter baumannii. Acquired plasmid resistance genes that produce protective target
proteins, drug modifying enzymes or drug efflux pumps represent the second mechanism
of quinolone resistance (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, and E. coli) [26]. Lin-
cosamide antibiotics, such as clindamycin inhibit bacterial protein synthesis by specific
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actions on the 50S subunit of the bacterial ribosome, possibly by influencing the initiation
of the peptide chain. The mechanisms of resistance are similar to those of quinolone re-
sistance and are characteristic of, among others, Enterococcus spp., Streptococcus spp., and
Staphylococcus spp. [27].

The aim of the research was a new approach to development a spectrometric method
to identify bacterial strains isolated from post-operative wounds of patients undergoing
antibiotic therapy using the MALDI-TOF MS technique and the influence of culture condi-
tions on the level of the identification and quality of mass spectra. Moreover, generated
proteins profiles of strains derived from control patients (no antibiotic treatment) and those
subjected to antibiotic therapy were compared based on the presence/absence of specific
signals of bacterial molecular profile.

Then, the signals were analysed following their name and function by using the
UniProt database as a pilot study. Utilization of the UniProt database was performed as an
attempts to indicate the protein complexes responsible for molecular changes in bacterial
profiles—untargeted analysis. Due to the use of MALDI-TOF MS technique and the UniProt
database, we compared the obtained signals and, on this basis, it was possible to investigate
whether there are factors contributing to the development of antibiotic resistance in isolates
from patients undergoing antibiotic therapy.

2. Results and Discussion
2.1. Bacterial Identification

The sample preparation procedure and the MALDI-TOF MS analysis allowed us to
obtain MS spectra and identify bacterial strains on post-operative wounds of patients.
Bacterial strains were analysed in single-spectrum and MSP (Main spectra profiles) modes
using the MALDI Biotyper 3.0 platform. Identification results and score values for both
RAW and MSP spectra for each medium are summarized in Table 1.

The use of four culture media allowed for greater microbiological diversity. Due to
this, it was possible to analyse the number of not only the species but also the strains
colonizing difficult post-operative wounds.

Identifying the most significant number of bacterial species was possible through the
use of non-selective media: BHI and MH, which allow the isolation of a wide variety of
microorganisms. These media have been successfully used to isolate bacteria from clinical
specimens [28,29]. Compared to other culture media, BHI was the only one that enabled
the isolation of Lactobacillus pentosus and Providenciastuartii. Fewer bacterial species were
identified on the selective BCP medium to isolate Enterobacteriaceae bacteria [30]. The
BCP medium was the only one that allowed Enterobacterkobei to be detected. The smallest
number of bacterial species involved in post-operative wound infections was isolated on
the VRE medium, a selective medium for the culture of vancomycin-resistant enterococci,
such as E. faecalisand E. faecium [31].

In summary, we obtained 75 different bacterial isolates, among which 71 were iden-
tified. Bacteria from 50 samples were identified with species confidence and 21 with
genus confidence. The use of four different microbiological media allowed us to identify
34 strains belonging to 15 species and nine types of bacteria (Table 2). The highest per-
centage concerned bacteria of the genus Enterococcus (26.5%) and Staphylococcus (23.5%).
E. coli accounted for 11% of all the identified bacteria. Each of the other types of bacteria
accounted for <10% of all identified microorganisms.
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Table 1. MALDI-TOF MS identification results from raw samples (primary identification, RAW) and main spectra library (second identification, MSP) with the level of the identification of
bacteria strains isolated from solid medium (non-selective: BHI, MH and selective: BCP, VRE) using the Biotyper 3.0 platform.

Non-Selective Growth Media

BHI MH
Sample RAW MspP Sample RAW MSP
Name Best Match Score Value Best Match Scare Value Namz Best Match Score Value Best Match Score Value
Providencia stuartii Providencia stuarkii 3 . Morganella morganii ssp Morganella morganii ssp
Bla DSM 4539T HAM “10 DSM 4539T HAM 19 Bis morganii 15284_1 CHB 204 morganii 15284_1 CHB 205
Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae Morganella morganii Morganella morganii
Blb MB_5277_05 THL 1 MB_5277_05 THL. 178 Blb 9544_1 CHB 122 9544_1 CHB A%
Staphylococcus
& Staphylococcus aurens Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
B3a aureus 235 k& 226 B3aD 203 2 3 1.99
ATCC 25923 THI. ATCC 33591 THL MB_5277_05 THL MB11506_1 CHB
Staphylococcus
4 Staphylococcus aurcus Staphylococcus aureus Staphylococcus aurens
B3b aureus 219 2 1.99 B3aM ~ 2.15 < 212
ATCC 25923 THL ATCC 29213 THL ATCC 33591 THL ATCC 29213 THL
Staphylococcus
Sl Staphylococcus aureus Staphylococcus aurens
Bda epiderniidis 228 - 169 B3b T " 223 RSy gz 219
59
10547 CHB ATCC 33591 THL ATCC 29213 THL
Staphylococcus Staphylococcus
B4b epidermidis 1.90 - 1.53 B4a epidermidis 1.99 - 1.51
ATCC 14990T THL 10547 CHB
B i Enision f Klebsiella pnewmoniae ssp Klebsiella pnewmeoniae
B7a S e 214 S TR 215 BdbD prewmoniae DSM 213 ssp preumoniae 9295_1 190
= = 301047 HAM CHB
. - . N Staphylococeus Staphylococcus
o 200 St e 209 BIbM epidermidis 1.98 epidermidia 174
. ; 0547 CHB DSM 4851 DSM
Enterococcus fuecalis Enterococcus faccalis Enterococcus faecitnt Enterococcus faecium
BAa ATCC 7080 THL 219 ATCC 7080 THL # Ba 11037 CHB 228 11037 CHB 2
Enterococcus faccalis Enterocaccus faecalis 4 Enterococcus facciunt Enterococcus faecium
Bsh DSM 2570 DSM . DSM 20409 DSM 4 b7 11037 CHB Sl 11037 CHB 22
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Table 1. Cont.
Non-Selective Growth Media
BHI MH
Sample RAW MsSP Sample RAW MsP
Name, Best Match Score Value Best Match Score Value Name Best Match Score Value Best Match Score Value
= Enterococeus faecalis Enterococcus faecalis
BYa 2 145 < 139 B8a DSM 20409 DSM 210 DSM 20409 DSM 2,03
Klebsiella pnerwmonige Klebsiellq prieumoniae
ssp & ssp Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis ’
Rits ozgenge DSM 16358T 2 rhinoscleromatis DSM o 855 ATCC 7080 THL 212 20247_4 CHB 31
16231T HAM
Klebsiclla pnewmoniac Klebsiella pneumoniac
ssp 55} Klebsiella pnewmoniae ssp Kiebsiella pnewmoniae ssp
L prcumonize DSM 207 pneunionie 9295 1 204 BUb eumoniac9295 1CHB  2°2 poumoniac 9295 1CHB 232
30104T HAM CHB
- Bacillus pumilus
Bl5a - 1.39 - 133 Bl5a IAM 12469 PAH 174 - 1.64
Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
5 | . .43 3!
BISb "Atec 7080 THL 22 DSM 20409 DSM 228 Bi%b ATCC 7080 THL 2 DSM 20409 DSM 2%
Escherichia coli - Escherichia coli Escleerichia coli Escherichia coli
Bl ATCC 25922 THL 2 DHbalpha BRL 215 Blie MB11464_1 CHB 19 MB11464_1 CHB 188
Staphylococcus Staphylococcus Escherichia coli Escherichia coli
Bl18a haemolyticus 223 haemolyticus 197 B17b RV412_A1_2010_06a 1.95 RV412_A1_2010_06a 1.95
10024 CHB 10024 CHB LBK LBK
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
B18b epidermidis 2.10 3 1.68 B18a epidermidis 1.85 epidermidis 1.89
CCM 4505 CCM DSM 1798 DSM DSM 1798 DSM
5 , Staphylococcus Staphylococcus
B2la l’jf;,’: 11”25 4’2;'”1,':’; 177 . 1.68 Bigb Haemolyticus 201 haemolyticus 193
Mb18803 2 CHB Mb18803 2 CHB
Lactobacillus
(\53‘:;) pentosus 182 - 121 B21a o 1.68 = 159
i DSM 20199 DSM
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Table 1. Cont.
Selective Growth Media
BCP VRE
Sample RAW Msp Sample RAW MSP
Name: Best Match Score Value Best Match Score Value hame Best Match Score Value Best Match Score Value
Escherichia coli Escherichia coli Morganella morgani Morganella morganii
Bla ATCC 25922 THL 222 ATCC 25922 THL 209 Bla 9544_1 CHB 196 9544_1 CHB 1.80
Escherichia coli R Escherichia coli ; Morganella morgani Morganella morganii
B1E; MB11464_1 CHB &d3 MB11464_1 CHB %10 Eib (E) 21086317 MLD 132 (E) 21086317 MLD 189
Enterobacter kobei Enterobacter cloncae Staphylococeus aureus Staphylococeus aureus
Baab DSM 13645T DSM 220 13159 _1 CHB 208 B3a ATCC 29213 THL 247 ATCC 29213 THL. 221
Staphylococcus
5 Staphylococeus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus qureus
B3aM aureus 203 5 1.88 B3b 247 s 225
ATCC 33591 THL ATCC 33591 THL ATCC 29213 THL ATCC 33591 THL.
b g "’V["’Zi::z‘:‘ o 195 Staphylococcus aureus L8 - Enterococcus faecalis 94 Enterococcus faecalis .
ATCC 33591 THL ATCC 7080 THL DSM 20409 DSM
Staphylococcus Staphylococcus & R s
Bda epidermidis 204 epidermidis 184 Bdb F‘;’\‘;g’g‘;gg;f‘l’.";{z“‘ 206 F;’\'T"'L"g’%’;of ”T”}‘i‘}_’” 183
ATCC 14990T THL DSM 1798 DSM
Staphylococcus Staphylocaccus ) ; e
Bib epidermidis 214 cpidermidis 184 B7a E"‘;g;fl"g“l‘ "g’l‘j;“'” 197 E“';é)‘;‘f;“l“‘gfflg“”‘ 1.95
ATCC 14990T THL DSM 1798 DSM = =
Enterococcus faeciut Enterococcus faeciunt = Enterococcus fae g Enterococcus faecium
Bia 11037 CHB =1 20218_1 CHB 215 B 20218 1 CHB 1% 20218_1 CHB 19
Enterococcus faccitim i Enterococcus faeciun Enterococcus faecalis Enterococcus faccalis
Lo 11037 CHB 202 20218_1 CHB 202 Bb ATCC 7080 THL 220 ATCC 7080 THL 21>
Enterococcus faecalis Enterococcus faccalis . - Bacillus pumilus Baciltus pumilus
Bta DSM 20371 DSM 198 DSM 20371 DSM 120 Bl5s DSM 13835 DSM 20 DSM 13835 DSM 203
Enterococeus fiecium Enterococcus faccium Enterococeus fuecalis Enterococeus faccalis
B8 11037 CHB 222 11037 CHB 2% Bl ATCC 29212 CHB 220 20247_4 CHB 211
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Table 1. Cont.
Selective Growth Media
BCP VRE
Sample RAW MSP Sample RAW MSP
Name; Best Match Score Value Best Match Score Value name Best Match Score Value Best Match Score Value
Kiebsiella pewnonize Klebsiella prieumoniac E abiroooecats i Eilerococcus atium
Blla ssp prieunioniae 222 ssp prieuntoniae 9295_1 217 B17a 66 IL’;M . 187 gy ‘ 187
9295_1 CHB CHB i
Klebsiella pnewnoniae Klebsiella pueumoniae Staphylococcus Staphylococcus
Bllb SSp preuntonige 2.10 ssp prewronige 9295_1 210 B18a epidermidis 216 epidermidis 1.92
9295 1 CHB 10547 CHB DSM 3269 DSM
Staphylococcus Staphylococcus
B15a 3 1.61 3 1.61 B18b epidermidis 192 epidermidis 1.87
10547 CHB 4b_rESL
Enterococcus faccalis Enterococcus faecalis Bacillus altitudis
Bigk 20247 4 CHB 22 20247 4 CHB i B2l €5809_1 BRB ] 137
Escherichia coli Escherichia coli
a .19 !
Ll DHS5alphaBRL 21 DHSalpha BRL 20
Escherichia coli Escherichia coli
Bz DHSalpha BRL z08 MBL11464_1 CHB 184
Staphylococcus Staphylococcus
BlSa epidermidis 208 epiderniidis 194
10547 CHB DSM 1798 DSM
Staphylococcus Staphylococcus
B18b epiderniidis 2.00 epiderntidis 213
DSM 1798 DSM DSM 1798 DSM
B2la Bacillus pumilus 173 o 168

1AM 12469 PAH

The probability of correct identification in the MALDI Biotyper 3.0 system was expressed in the form of a point index and a graphical index: 2.300-3.000: reliable identification of the microorganism up to species
level; 2.000-2.299: reliable identification of the microorganism to genus level and the probable result of identification to species level; 1.700-1.999: indicates the probable result of identification to the level of
the genus; <1.699: not reliable identification result.; BHI-Brain Heart Infusion Agar, MH-Mueller Hinton Agar, BCP-Glucose Bromocresol Purple Agar, VRE-Vancomycin Resistance Enterococci Agar Base;
a-swab stick from a tube with Amies solid transport medium (BorPol, Gliswice, Poland); b-dry swab stick placed in Amies liquid transport medium (DeltaSwab Amies, Barcelona, Spain); D-large colony, and

M-small colony.

129



Molecules 2021, 26, 5007

PUBLIKACJA [P2]

8 of 24

Table 2. Bacterial strains isolated from swabs from post-operative wounds and identified in biologi-

cal material.

" Bacteria from Biological Material

Reference Bacteria Strain

Bacillus

B. altitudis VRE.B21a
B. pumilus BCP.B21a

B. altitudis CS 809_1 BRB
B. pumilus 1AM 12469 PAH

B. pumilus VRE.B15a

B. pumilus DSM 13835 DSM

Enterobacter

E. cloacae BHI.B1b

E. cloacae MB_5277_05 THL

E. kobei BCP.B3aD

E. kobei DSM 13645T DSM

Enterococcus

E. avium VRE.B17a

E. avium 96 PIM

E. faecalis BCP.B8a

E. faecalis DSM 20371 DSM

E. faecalis BCP.B15b

E. faecalis 20247_4 CHB

E. faecalis BHL.B15b

E. faecalis ATCC 7080 THL

E. faecalis BHI.B8b

E. faecalis DSM 2570 DSM

E. faecalis VRE.B15b

E. faecalis ATCC 29212 CHB

E. faecalis MHA .B8a

E. faecalis DSM 20409 DSM

E. faecium BHIL.B7b
E. faecium BHL.B7a

E. faecium 11037 CHB
E. faecium 20218_1 CHB

Escherichia

E. coli BHI.B17a

E. coli ATCC 25922 THL

E. coli BCP.Blb
E. coli BCP.B17a

E. coli MB11464_1 CHB
E. coli DH5alpha BRL

E. coli MHA.B17a

E. coli RV412_A1_2010_06a LBK

Klebsiella

K. pneumoniae BCPBT1a

K. pneumoniae ssp pneumoniae 9295_1 CHB

K. pneumoniae BHI.B11a

K. pneumoniae ssp ozaenae DSM 16358T HAM

K.pneumoniae BHIL.B11b

K.pneumoniae ssp pneumoniae DSM 30104T HAM

Lactobacillus

L. pentosus BHL.B2Ta(white)

L. pentosus DSM 20199 DSM

Morganella

M. morgani MHA.BIb

M. morgani 9544_1 CHB

M. morgani VRE.B1lb

M. morgani (E) 21086317 MLD

M. morganii MHA.Bla

M. morganii ssp morganii 15284_1 CHB

Providencia

P. stuartii BHL.BIa

P stuartii DSM 45397 HAM

Staphylococcus

S. aureus BCP.B3aM

S. aureus ATCC_33591_THL

S. aureus BHL.B3b

S. aureus ATCC_25923_THL

S. epidermidis BCP.B4a

S. epidermidis ATCC 14990T THL

S. epidermidis BHI.B4a

S. epidermidis 10547 CHB

S. epidermidis BCP.B18b

S. epidermidis DSM 1798 DSM

S. epidermidis BHI. B18b

S. epidermidis CCM 4505 CCM

S. haemolyticus BHIL.B18a

S. haemolyticus 10024 CHB

S. haemolyticus MHA.B18b

S. haemolyticus Mb18803_2 CHB
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The research by Gangania et al. and Akinkunmi et al., confirmed the high share of
E. coli and S. aureus in post-operative wound infections; they also indicate Staphylococcus,
Enterococcus, and Streptococcus bacteria. The research shows that P. aeruginosa also plays
a role in surgical site infections [32,33]. The MALDI-TOF MS analysis did not allow the
identification of three bacterial isolates (score < 1.7). This indicates the need to extend the
currently available databases, also indicated by the literature data [34]. The insufficient
number of mass spectra in the base of testers may also cause incorrect identification, which
was proven by Body et al. [35].

As for bacterial species commonly found in clinical samples, the available databases
are robust and sulfficient to conclude that they are enough for the routine identification in
clinical microbiology [36]. On the other hand, known human pathogens represent only 1%
of the population of all microbial species in the world; therefore, the databases will not be
fully complete [37]. Extending the databases will enable more accurate identification of
microorganisms. For example, a group previously thought to be a single Candida haemulonii
is now identified as a complex of species, three of which are regularly detected in clinical
trials [38]. A similar situation applies to bacteria of the Klebsiella genus [39]. The newly
discovered species belonging to these types of microorganisms appear to be of clinical
importance. Updating the databases can solve the problem of misidentification or non-
identification [40].

From the swabs taken from a patient treated with three antibiotics (B21) and two
antibiotics, ciprofloxacin combined with metronidazole (B12), it was impossible to isolate
the bacteria from any of the solid media used, which may indicate that the antibiotic
therapy worked effectively. The presence of Bacillus spp. in the patient sample B21 may
have been caused by the contamination of the sample.

The type of swabs used was also taken into account. It can be concluded that the
analysis performed for liquid and solid swabs gave a similar number of identified bacteria
at the species level.

2.2. Mass Spectra Analysis

The analysis of mass spectra obtained for S. aureus bacteria isolated from each of the
four culture media (Figure 1), for which score >2 showed that a different quality of the
spectrum was obtained depending on the medium used. The highest identification score
value was obtained for the bacteria isolated from the VRE medium (2.47) and BHI (2.35).
The medium from which the bacteria giving the lowest identification scores were isolated
was the selective BCP medium (2.03).

A salt blend added to the VRE medium and pigments in the BCP medium can re-
duce the yield or inhibit the analyte is ionized by blocking/suppressing the ionization
process [41,42]. On the other hand, Ztoch et al. investigated the effect of various solid
culture media on the identification of S. aureus [43]. Their results showed that each medium
allowed for the correct identification of microorganisms, and the differences between the
score values were minimal.

Phyloproteomic relationships between isolates are presented in MSP dendrograms
(Figure 2). All the phyloproteomic trees proved the relationship between the bacterial
strains isolated from the biological material and the reference strains present in the database.
Proteomic trees were made in order to confirm the correct identification of the isolated
bacterial strain. Their analysis showed that five groups of bacteria were identified on the
BHI medium, four groups on the BCP, five groups on the VRE, and eight groups on the
MH. On each of the dendrograms of bacteria evolved from the BHI, BCP, and MH media,
bacteria of the genus Escherichia, Klebsiella, and Enterobacter were grouped into one cluster
may prove their close relationship.
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Figure 1. Comparison of the MS spectra for S. aureus bacteria isolated on four different culture media (BHI, BCP, MH, and
VRE), [a.u.] = arbitrary units.
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Figure 2. Phyloproteomic trees of the identified bacterial strains on all media and reference strains based on MSP identification via the
MALDI Biotyper platform, MSP = main spectra.

The listed species of bacteria belong to the large Enterobacteriaceae family, and the
results from the phyloproteomic tree correlate with their genetic background. This is
confirmed, among other things, by the studies by Paradis et al. [44]. No close relationship
was found for the bacteria of the genus Staphylococcus triggered on the MH medium as
they were divided into three groups based on species (S. haemolyticus, S. aureus, and S.
epidermidis). The analysis of phyloproteomic trees made for bacteria evolved from the
remaining growth media (BHI, BCP, and VRE) allows us to conclude that there is a close
relationship between these strains.

The analysis of the phylogenetic trees by Ztoch et al. confirmed the relative origin of
the Staphylococcus species [2]. The analysis of the VRE dendrogram shows that Enterococcus
bacteria were divided into two groups (E. Faecalis and E. faecium), and the genetic relation-
ships presented by analogues phylogenetic trees were confirmed by the data obtained from
the analysis of phyloproteomic trees [45].
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2.3. Identification of Proteins with Specific Peak to the Predicted Antibiotic Mechanism of Action
and Bacterial Drug-Resistance

Table 3 includes the specific peaks identified by the MALDI-TOF MS and their char-
acteristics from the UniProt database. Moreover, the table does not include signals from
uncharacterized proteins or proteins that are not associated with the action of antibiotics or
antibiotic resistance. The values of 1/z from the control sample and the test sample were
compared. The samples tested were protein profiles obtained for S. aureus (patient treated
with clindamycin), E. cloacae (patient treated with clindamycin) and E. faecalis (piperacillin
combined with tazobactam).

Table 3. Summary of signals observed on MALDI-TOF MS spectra with characterized m/z values, according to the database of
Universal Protein (UniProt).

S. aureus /ATCC 29213 THL/(Antibiotic: Clindamycin)
Control Test

mlz o Protein Putative Function Ref.
Sample Sample
2656.8 - + Phenol-soluble modulin PSM-alpha-3 virulence factor [46,47]
3006.2 _ n TraR/DksA family transcriptional virulence, antibiotic }—esistance, (48]
regulator pathogenesis
4290.7 + - 50S ribosomal protein L36 builds ribosome, translation [49]
4365.1 o = ABC transporter ATP-binding protein [50,51]
4379.9 + - Teichoic acid ABC transporter permease [50,51]
4386.1 + - Single-stranded DNA-binding protein DNA replication [52]
Oligopeptide ABC superfamily ATP
4822.6 = 5 binding cassette transporter. binding [50,51]
protein (Protein Cys])
5437.4 + - 50S ribosomal protein L33. builds ribosome, translation [49]
5872.7 + - 50S ribosomal protein L33 builds ribosome, translation [49]
6355.1 = i Antibiotic transport-associated protein [53]
6589.8 - + Antibiotic resistance protein [53]
6743.1 - + Exported protein [53]
7022.9 i = ABC transporter ATP-binding protein [50,51]
GCNb5-related N-acetyltransferase kanamycin and gentamycin =
BLLL7 - i (GNAT;Ly ¥ resistan%:e y ]
Compound ABC uptake transporter &
a3 i i i ATP—bindinI; protein. i oAt
9898.5 - i Immunoglobulin G binding protein A binding protein A [55]
9909.4 - + Protein A pathogenic factor [55]
E. faecalis IATCC 7080 THL/(antibiotics: piperacylin and tazobactam)
mlz Contal Teat Protein Putative Function
sample  sample
2443.3 - + Attenuator leader peptide response to antibiotic [56]
6341.0 + - 50S ribosomal protein L30 builds ribosome, translation [57]
E. cloacae IMB_5277_05 THL/(antibiotic: clindamycin)
mlz Cantiol Teat Protein Putative Function
sample  sample
37107 _ - Agmatinase catalysis of the reaction: agmatine + (58]

H,O = putrescine + urea
5571.8 4 - Isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) cofactor binding sites Mg2+, MnZ; [59]
catalysis of the reaction: agmatine +

5598.8 - + Agmatinase 50 =it eseisng - (osa [58]
6417.9 = o Murein transglycosylase break the glycosidic bond [60]
7620.8 - + Cellulose biosynthesis protein BcsF necessary for biofilm formation [61]
94102 _ o DNA polymerase V part of the SOS response to DNA [62]
damage
10,315.8 i = ParB partition protein regulation of transcription [63]
10,883.9 _ + Ribosome hibernation promoting factor primary Ametabohc process, [64]
HPF regulation of translation

The control and test sample columns are highlighted as green and orange, respectively, to differentiate between them.
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Eighteen specific signals related to virulence, drug resistance, or the administered
antibiotic’s mechanisms were identified for S. aureus /ATCC 29213 THL/. Among the
signals appearing in the test sample, phenol-soluble modulin PSM-«-3 (m/z = 2656.8) can
be distinguished. The studies of Queck et al. and Chatterjee et al. demonstrated that
this protein is a rare example of combined antibiotic resistance and virulence factors in
MRSA [46,47]. The increased PSM expression was shown to cause the increased virulence
of the MRSA (methicillin-resistant S. aureus) and MDR (multidrug-resistant) S. aureus
strains and contribute to the infection’s severity [65,66].

In addition, it was shown that PSM proteins are involved in the structuring of the
bacterial biofilm of S. aureus, which entails the spread of infection and increases the re-
sistance to antibiotics [67]. Generally, PSM toxin is a major virulence factor of S. aureus
and primarily causes cytolysis in red and white blood cells. Among a-type phenol soluble
modulins, the PSM-a3 plays the most prominent role in S. aureus virulence and, moreover,
is the most cytotoxic member of the family [67].

The presence of the TraR/DksA family transcriptional regulation (/z = 3006.2) on
bacterial conjugation plasmids suggests their role in pathogenicity, virulence, and antibiotic
resistance [48]. In the case of bacteria isolated from control group patients, the presence of
antibiotic transport proteins (characteristic for the signal m/z = 6355.1), uncharacterized
in the database protein synthesized in response to antibiotic use (m/z = 6589.8) and ex-
ported protein (1m1/z = 6743.1) was also demonstrated. These proteins can contribute to the
development of antibiotic resistance [53].

Characteristic signals for immunoglobulin G building protein A (m/z = 9898.5) and
protein A (m/z = 9909.4) being a virulence factor, especially in MRSA strains [55], have
been reported. In addition, a signal characteristic of GCN5-related N-acetyltransferase
(GNAT) was also identified, the presence of which was first confirmed in kanamycin and
gentamycin resistant bacteria [54]. This result may indicate resistance to more than one
antibacterial agent in the analysed S. aureus strain.

Compared with the control group, the test sample is mainly the signals characterized
as 50S ribosomal protein L36 (11/z = 4290.7) and L33 (m/z = 5437.4 and 5872.7). The inhibition
of the production of ribosomal proteins, thus, prevents the translation and biosynthesis of
bacterial proteins [49]. Signals from various ABC transport proteins were also identified
(m/z = 4365.1, 4379.9, 4822.6, 7022.9, and 8908.0). These proteins may affect the virulency of
pathogenic strains and may be the target of antibiotics [50].

The lack of proteins from the ABC family will likely impair the import of many
substances important for the life of bacterial cells and, thus, negatively affect their function-
ing [51]. Single-stranded DNA binding proteins (111/z = 4386.1) (ssDNA) (SSB), the signal of
which does not appear only in the control sample, are necessary for the DNA replication
and the protection of the delayed strand against the nuclease attack [52].

The patient who was identified with the presence of E. cloacae/MB_5277_05 THL /was
treated with clindamycin. After using the antibiotic, a signal appeared corresponding to the
Agmatinase protein (1m/z = 3710.7; 5598.8), catalysing the reaction of agmatine hydrolysis to
putrescine and urea. McCurtain et al. proved that the accumulation of agmatinase could
result in the increased antibiotic tolerance by bacteria [58].

We found that the MS spectrum of bacteria after the administration of the antibiotic
showed a signal from murein transglycosylase (11/z = 6417.9), responsible for breaking
the glycosidic bond and for the catalysis of intramolecular and glycosylation [60]. These
reactions can disintegrate the bacterial cell wall. On the other hand, the appearance of the
BesF cellulose biosynthesis protein was discovered (m/z = 7620.8), which is involved in the
formation of a bacterial biofilm and, thus, increased the resistance to antibiotics [61].

Additionally, it can be assumed that the use of clindamycin may affect damage to the
genetic material, because the mass spectrum showed a signal from the DNA polymerase V
(m/z = 9410.181), which is part of the SOS response to the DNA damage [62]. The antibiotic
administration likely caused dysregulation of the DNA transcription, which pretended
the ParB partition protein signal (m/z = 10,315.8) and translation—the appearance of a
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factor favouring the hibernation of ribosomes HPF (m/z = 10,883.9) [63,64,68]. After the
antibiotic treatment, the signal disappearance at m/z = 5571.8 for dehydrogenase (NADP
(+)) was visible.

This protein is responsible, inter alia, for the binding of Mg2+ and Mn?* ions; it has the
activity of isocitrate dehydrogenase (NADP (+)) and takes part in the citric acid cycle [59].
On this basis, we concluded that this protein plays several important physiological roles,
inter alia, in the reductive fatty acid biosynthesis, proper oxidation-reduction balance as
well as in oxidative damage. Moreover, the lack of it in a bacterial cell may result in a
disturbance of the cell metabolism and may have a negative impact on the integrity of cell
membranes [59].

Patients with identified E. faecalis/ ATCC 7080 THL/were treated with piperacillin
combined with tazobactam. Both of the used drugs belong to the group of B-lactam
antibiotics that inhibit the biosynthesis of the bacterial cell wall. A significant change in
the mass spectrum of bacteria from the control sample, compared to the test group, is the
appearance of the attenuator leader peptide (1m/z = 2443.3) in the latter, which is a response
to the action of the applied antibiotics [56]. The disappearance of the signal characteristic
of the 50S ribosomal protein L30 (m/z = 6341.0) was demonstrated. This can result in
disturbances in translation and protein synthesis [57].

The conducted pilot research indicates the possibility of using the UniProt database to
the preliminary match of the proteins contained therein with the spectra generated by the
MS, including predicting the mechanisms of the action of antibiotics and the mechanisms
of the antibiotic resistance of bacteria. Notably, the products of antibiotic metabolism can
also be biologically active substances [69]. To confirm the obtained results, it is necessary
to perform additional analysis by the utilisation of, e.g., shotgun techniques, such as
liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) or combined sodium
dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and MALDI-TOF/TOF
MS methods [70,71].

2.4. Selection of Sample Preparation Conditions to Determine Microorganisms Using the
MALDI-TOF MS Technique

Table 4 compares the obtained identification indicators of the tested bacterial species
in terms of the liquid medium used, the method of sample preparation, and the incubation
time. Empty spaces in the table mean that it was not possible to obtain mass spectra from
these samples.

Table 4. Comparison of the obtained identification indices of the tested bacterial species in terms of
the applied liquid culture media, methods of sample preparation, and incubation time.

X . Standard Method Sepsityper Method
Bacteria Species Time
Vials TSB Vials TSB
4h 1.85-1.97 1.79-1.88 2.05-2.16
S. aureus 6h 2.38-2.42 2.31-2.39 2.36-2.39 2.25-2.30
2.25-2.34 2.24-2.33 2.30-2.34

E. coli

2.33-2.35 2.26-2.36 2.28-2.32
E. faecalis 6h 2.00-2.02 1.76-1.88 2.02-2.06
24h 239242 245-2.47 2.19-2.24
2.300-3.000: reliable identification of the microorganism up to species level (green); 2.000-2.299: reliable identifica-
tion of the microorganism to genus level and probable result of identification to species level (green); 1.700-1.999:
indicates probable result of identification to the level of the genus (yellow); <1.699: not reliable identification
result (red). TSB-Tryptic Soy Broth; and Vials-BACTEC Lytic/10 Anaerobic/F.
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Both methods used allowed for the correct species identification at a similar level. The
analysis of the obtained results showed that it was possible to correctly identify E. faecalis
after 4 h of incubation using both media and both methods of sample preparation. The use
of the same conditions and a 6-h incubation allowed for the identification at the species
level of S. aureus. Identification of E. coli was possible only after the application of liquid
TSB medium.

The standard method turned out to be a better method of preparing bacterial extracts
for MALDI-TOF MS analysis compared with the Sepsityper method. This conclusion
confirms Drevinek et al.’s research, which proved that the technique of using ethanol
for pre-treatment and formic acid in combination with acetonitrile for the preparation of
bacterial extracts showed the highest extraction efficiency and spectral quality. Researchers
found this method universal for samples suspected of having Gram (+) or Gram (—)
bacteria [72]. The research by Burckhardt et al. proved that 20 h of incubation was sufficient
to detect multidrug-resistant bacteria and MRSA strains [73].

Pomastowski et al. showed that shortening the incubation time to 12 h enabled the
generation of good-quality spectra and the correct identification of microorganisms. Their
research showed that different incubation time intervals affected the quality of the recorded
spectra; yet, they did not detect any significant qualitative changes in the peak patterns—
they only observed an increase in the intensity (100% with 24-h incubation) [17]. The
research results by van den Bijllaardt et al. suggested that 10 h of incubation of bacterial
cells during tests related to reading sensitivity to antibiotics was sufficient [74]. Altun et al.,
on the other hand, obtained results that showed that a 5.5-h incubation of bacteria from
blood cultures enabled the satisfactory identification of bacteria using MALDI-TOF MS
and the Vitek 2 database [75].

Opviafo et al., in their research, proved that using the MALDI-TOF MS technique
and the sonication-based extraction method enabled the precise identification of bacteria
in the liquid bacterial culture in 15 min [76]. Haiko et al. used the method of the urine
short incubation MALDI-TOF for the rapid identification of urinary pathogens [77]. They
correctly identified 86% of G (—) bacteria; however, this method did not identify G (+)
bacteria. Due to this approach, it was possible to shorten the analysis time to 4-6 h
compared to the 24 h required by conventional methods.

Shortening the analysis time will significantly speed up microbiological diagnostics,
which will additionally enable a faster application of the appropriate therapy for saving
the patient’s health and life. Additionally, Gajdacs et al. proved that the MALDI-TOF MS
technique compared to conventional biochemical methods showed higher efficiency in
identifying anaerobic bacteria, such as Cutibacterium spp., Bacteroides/Parabacteroides spp.,
and Clostridium spp. in blood samples [78].

The obtained mass spectra were also analysed for every tested bacteria. Below is
a comparison of spectra under specific conditions for exemplary bacterial species. The
spectra obtained for bacteria isolated from two different media slightly differ from each
other. Some of the signals for the TSB medium vary in intensity (Figure 3(A.1,A.2)).
Additionally, due to using the BACTEC Lytic/10 Anaerobic/F Vial Culture Media, a more
significant number of signals were obtained (Figure 3B).
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Figure 3. Comparison of MALDI-TOF MS mass spectra in terms of the medium used, [a.u.] = arbitrary units. (A.1), (A.2)

show signals of different intensity; (B) denotes spectral fragments differing in the number of signals.

Using two methods of preparing bacterial extracts, spectra of different quality were
obtained. The signals received for samples prepared with the Sepsityper method had
a higher intensity than those equipped with the standard method. On the other hand,
the second method allowed obtaining more separated signals (Figure 4A) and more of
them (Figure 4B). The differences may result from the different buffer composition of the

analysed sample.
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Figure 4. Comparison of the MALDI TOF MS mass spectra in terms of the method of the preparation of bacterial extracts,
[a.u.] = arbitrary units. (A)-more split signals were obtained for the standard method, (B)-more signals were obtained for

the standard method.
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3. Experimental
3.1. Chemicals and Reagents

The reagents of high purity were used. Brain Heart Infusion Agar (BHI), Mueller
Hilton Agar (MH), Glucose Bromocresol Purple Agar (BCP), Vancomycin Resistance En-
terococci Agar Base (VRE), Tryptic Soy Broth (TSB) (all from Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany), and BACTEC Lytic/10 Anaerobic/F Vial Culture Media (BD, Franklin Lakes,
NJ, USA) were used to isolate bacteria and to culture peptone water.

To obtain the bacterial protein extract, HPLC-grade water, formic acid (FA), acetonitrile
(ACN), ethanol, trifluoroacetic acid (TFA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) were
applied. In order to prepare samples, in addition to the reagents mentioned before, a
MBT Sepsityper IVD Kit was used (BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Germany). The kit
contained Lysis Buffer and Washing Bulffer. For the MALDI-TOF MS analysis, x-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (HCCA) (Sigma-Aldrich, Schaffhausen, Switzerland) and Bacterial
Test Standard (BTS) (BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Germany) were used.

3.2. Patient and Sample Characterization

Biological material was the superficial swab from post-operative wounds from fifteen
patients with SSIs following abdominal surgery of the Provincial Polyclinic Hospital in
Toruni. Thirteen patients were treated with antibiotics administered through an intravenous
infusion. Six patients received one antibiotic: cefotaxime (B1), clindamycin (two patient—
B2, B17), meropenem (B4), ciprofloxacin (B11), and metronidazole (16), while the remaining
patients received a combination of the antibiotic treatment with piperacillin and tazobactam
(three patients—B7, B15, and B18), ciprofloxacin and metronidazole (two patients—B8 and
B12), penicillin and clindamycin (B9) and clindamycin, metronidazole, and amoxicillin
(B21). The other two patients were not treated with an antibiotic (control samples).

Before smearing, the post-operative wounds were washed with a sterile physiological
saline solution. Two swabs were then collected from each patient. The first was performed
with a dry swab stick, which was then placed in Amies liquid transport medium (DeltaSwab
Amies, Barcelona, Spain) (swab sample “b”). The second swab was taken with a swab
stick from a tube with Amies solid transport medium (BorPol, Gliwice, Poland) (swab
sample “a”).

The research was approved by the Bioethics Committee of Nicolaus Copernicus
University in Torun (decision no. 585/2017). All the study participants were informed
orally and in writing about the purpose of the study, completed the questionnaire and a
declaration of their voluntary consent to participate in the study.

3.3. Isolation of Post-Operative Wound Bacteria

Swab stick “a” was placed in 1 mL of the transport medium, and 1 mL of the transport
medium was added to the swab sample “b”. 100 uL of the obtained suspension was
transferred onto the four growth media: two non-selective (BHI, MH) and two selective
(VRE, BCP) and incubated for 24 h at 37 °C. After the incubation, to receive pure bacterial
colonies, streaking was made and followed by incubation again under the same conditions
as previously [79]. Protein extracts were made from pure bacterial colonies according to
standard acetonitrile-formic acid extraction protocol [2].

3.4. MALDI-TOF MS Analysis

For the MALDI-TOF MS analysis, bacterial protein extracts from the obtained pure
bacterial cultures were prepared based on the Bruker guideline with slight modifications
(standard method). Approximatelyl0 mg of bacterial colonies were added to 150 uL
of ultrapure water and mixed thoroughly. Subsequently, 300 uL of absolute EtOH was
added to the resulting suspension, and then thoroughly vortexed and centrifuged (15871
RCEF, 5 min).

After that, the supernatant was discarded, and the pellet was dried in a vacuum
concentrator at 37 °C for 7-10 min. We added 1-12 pL FA to the dried pellet in proportion
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to the amount of biological material and carefully mixed by pipetting. Next, the same
volume of ACN was added, mixed and centrifuged (15871 RCF, 5 min). Afterwards, 1 uL
of each sample was transferred onto MALDI MTP 384 polished steel target sample spot
(BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Germany) in duplicate.

After air-drying, the sample spots were overlaid with HCCA matrix dissolved in standard
solvent (50% water, 47.5% ACN, and 2.5% TFA) at the final concentration of 10 mg/mL. The
MALDI target plate with samples was analysed using the ultrafleXtreme MALDI-TOF /TOF
mass spectrometer (BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Germany) equipped with smart beam-II
laser-positive mode according to the procedure described by Pomastowski et al. [80].

The calibration analysis was originally performed with a Bruker Bacterial Test Stan-
dard (BTS). The spectra were collected manually using the flexControl software with
parameters 11/z range: 2000-20,000, acceleration voltage at 25 kV, global attenuator offset at
20%, attenuator offset at 34%, range at 34%, laser power at 40%, and 500 shots in-one-single
spectra to frequency 2500. The obtained spectra were smoothed and brought to the baseline.

Validated mass spectra were processed with the use of the software provided by
the manufacturer—flexControl and flexAnalysis and, subsequently, used for the bacterial
identification via the MALDI Biotyper Compass platform (BrukerDaltonik GmbH, Bremen,
Germany) based on both raw spectra (RAW) and Main Spectra (MSP) according to the
manufacturer’s protocol. Based on the MSPs, phyloproteomic dendrograms were generated
to verify the correct identification of the isolated microorganisms by their relationship with
the reference strains and the relationship between the isolated strains. The UniProt platform
was used to predict the mechanism of the action of the antibiotic administered to the patient
on the bacterial cell based on the obtained m/z values.

3.5. Selection of Sample Preparation Conditions to Determine Microorganisms with
MALDI-TOF MS

Two Gram-positive strains (S. aureusBHI.B3a, E. faecalis VRE.B3a) and one Gram-
negative (E. coli BHI.B4a) bacterial strain were selected for further analysis. From one-day
cultures, one inoculation loop was transferred to a glass tube with 2 mL peptone water
to obtain a bacterial suspension with a density equal to 0.5 McFarland. This process was
performed in duplicate. Then, 100 uL of suspension was transferred to 9.9 mL liquid
growth media TSB, vortexed and diluted 1:1 (v/v) in TSB. From the second tubes, 100 uL.
inoculum was transferred to 900 uL peptone water and mixed thoroughly.

Next, 200 uL of suspension was added to the vial with BACTEC Lytic/10 Anaerobic/F
culture media using a syringe with a needle and mixed. Both of the bacterial cultures were
incubated for 4, 6, and 24 h at 37 °C. After each incubation time, the bacterial extracts
were prepared according to the previously described standard method and using the MBT
Sepsityper IVD Kit according to the protocol provided by the manufacturer. We added
200 uL of Lysis Buffer to a 1 mL of sample and vortexed. The sample was centrifuged
(18407 RCE, 2 min), the supernatant was discarded, and 1 mL of Washing Buffer was added,
mixed thoroughly and centrifuged again (18407 RCF, 1 min).

The supernatant was discarded, and the pellet was dried at 37 °C using a vacuum
concentrator (LABCONCO CentriVap DNA®Concentrator, Labconco Corporation, Kansas
City, MO, USA). After that, FA and ACN were added proportionally to the amount of
the dried pellet. The MALDI-TOF MS analysis was performed as previously described.
For each bacterial species, 12 samples were prepared, including two liquid media, three
different incubation times, and two sample preparation methods (six samples for TSB
medium for bacteria incubated consecutively 4, 6, and 24 h, and extracts prepared by the
standard and the Sepsityper method). In total, 36 samples were analysed.
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4. Conclusions

Using the MALDI-TOF MS approach, we confirmed the high involvement of Staphy-
lococcus, Enterococcus, and Escherichia bacteria in the process of inducing post-operative
wound infections. The conducted research proved that the selection of the culture medium
and the preparation of bacterial extracts significantly affected the identification factor and
the quality of the mass spectra obtained. The best quality of the spectra was obtained
using non-selective media and the standard method of sample preparation, which is also
confirmed by the literature data.

The use of non-selective media, such as the BHI or MH, also leads to obtaining more
types of bacteria. The incubation time strongly influenced the bacterial identification;
therefore, we concluded that the optimal time can significantly accelerate the microbiologi-
cal diagnosis of post-operative wound infections and implement the individual therapy
faster. The use of the UniProt database made it possible to indicate proteins influencing the
emergence of drug resistance and predict the antibiotics” actions.

The obtained results of the studies showed that MALDI-TOF MS with the use of
additional databases, such as UniProt, can be a relevant tool for the detection of antibiotic
resistance. Microbiological proteomics is a powerful tool for basic microbiological research
not only in determining microbial mechanisms and physiology but also as a clinical
diagnosis and antimicrobial therapy guideline. The obtained results may enable us to
verify the medical diagnosis; they bring hope for the development of methods enabling
a faster diagnosis due to the detection of disease changes at the cellular level prior to the
occurrence of clinical changes, the monitoring of the course of the disease treatment, and
the development of drugs for individual patients.
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Implications of Sample Preparation Methods on the MALDI-TOF MS
Identification of Spore-Forming Bacillus Species from Food Samples:
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ABSTRACT: This research underscores the criticality of tailored
culture conditions and incubation periods for effective and accurate
identification of spore-forming bacteria: Bacillus licheniformis, Peribacillus
simplex, Lysinibacillus fusiformis, Bacillus flexus, and Bacillus marisflav,
isolated from food samples, utilizing the MALDI-TOF MS technique.
All isolated strains were confirmed as Gram-positive bacteria from
diverse genera through 16S rDNA gene sequencing. To enhance the
accuracy of the identification process, the study employed an
optimization strategy involving a varied incubation time (ranging from
1 to 48 h) and two distinct sample preparation approaches—direct
transfer facilitated by formic acid and protein extraction via ethanol. It
was observed that matrix-assisted laser desorption ionization—time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) could successfully identify
approximately 47% of the samples following a 24 h incubation period. The study emphasizes the critical role of sample preparation
methods in enabling precise bacterial identification. Our findings reveal the necessity of tailoring the incubation time for each
sample, as the optimum period for accurate identification fluctuated between 1 and 12 h. Further demonstrating the interplay
between incubation time and spore quantity, our study used the Schaeffer—Fulton staining method to show that the lowest spore
counts were detected between S and 8 h of incubation. This provides evidence that spore formation impacts bacterial identification.
Our research thus deepens the understanding of spore-forming bacteria identification using MALDI-TOF MS and illuminates the
various factors affecting the dependability and accuracy of this technique. Future research may explore additional variables, such as
the effect of varying culture media, to further augment identification accuracy and gain a holistic understanding of spore-forming
bacterial behavior in food samples. By enhancing our knowledge, these findings can substantially contribute to improving food safety
and quality assurance strategies by enabling the more accurate and efficient identification of spore-forming bacteria in the food
industry, thereby elevating the standards of food safety.

lshil Metrics & More Article Recommendations

Spore-producing
bacteria

12 24 48h

MALDI-TOF MS

1. INTRODUCTION

Spore formation by bacteria results from the influence of
adverse external factors and drastic environmental changes.
Spores are one of the survival strategies of bacterial cells.
Thanks to the metabolic activity of their vegetative forms,
spore-forming bacteria can be used as a biological weapon or
cause opportunistic infections. Spore-forming bacteria con-
stitute a major problem for the food industry, especially for
dairy products.’ Bacillus spoilage bacteria are of particular
concern, as their spores are extremely resistant to most
environmental stresses, including pasteurization and other heat
treatments commonly used in food processing.”” Besides the
dairy industry, Bacillus spores were isolated from various types
of food, such as rice, eggs, pasta, and honey.4: The presence
of Bacillus spores in many food industries is a consequence of

© 2023 The Authors. Published by
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several factors. For example, spores in dairy products result
from the initial contamination of raw milk and subsequent
temperature abuse during transport and distribution.” The
widespread disclosure of Bacillus cereus spores in cooked rice
and meat may result from slow cooling and prolonged storage
at room temperature, which facilitates the formation of
spores.”'’ It was also proven that including cracked and
contaminated eggs and limited disinfection can lead to the
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occurrence of B. cereus."' Moreover, species such as B. cereus, B.
thoracic, and, to a lesser extent Bacillus subtilis, are pathogenic
in humans and other mammals. Literature data also indicate
that some strains of different species, including Bacillus
licheniformis, Bacillus thuringiensis, and Bacillus pumilus, can
cause foodborne illness (e.g, gastrointestinal symptoms that
are self-limiting) typical of either B. cereus or B. subtilis.'> The
steps involved in the spore formation include DNA
segregation, septum formation, engulfment, spore formation,
formation of spore protein layers, cortex, membranes, and
spore coat, and the maturation of the spore before mother cell
lysis and release. After the endospore formation, it can remain
dormant and survive in adverse environmental conditions
without moisture and nutrients due to the protective structure
and properties of the endospore.'” Moreover, endospores have
different protein expressions than vegetative cells."

Mesophilic spore-forming bacteria belong to two taxonomic
groups: the order Bacillales (aerobic) and the genus
Clostridium (anaerobic). They can both spoil organisms and
pathogenic bacteria.'>'® The family Bacillaceae covers 19
genera, including Bacillus, Lysinibacillus, and Peribacillus."”**

The MALDI-TOF MS technique is routinely used for rapid
identification of microorganisms. Currently, one of the
prevailing trends is to reduce the incubation time of bacteria
and thus speed up analyses. Longer incubation times for
Bacillaceae family bacteria lead to nutrient depletion in the
culture medium, promoting endospores’ growth. The thick
peptidoglycan walls of endospores can make identifying spore-
forming microorganisms much more difficult. However,
literature data indicate that this technique can locate spore-
forming bacteria of the Bacillus genera.'”*’

The research aimed to optimize the culture conditions for
spore-forming bacteria isolated from food samples: sauerkraut,
pickled cucumbers, and cow’s milk. In the present study, the
effect of incubation time on the development of spores along
the level of identification using the MALDI-TOF MS
technique was investigated. In addition, two sample prepara-
tion methods were compared—the extraction of bacterial
proteins by the ethanol/formic acid method and extended
direct transfer involving the analysis of whole bacterial cells
treated with formic acid.

2. RESULTS

2.1. 16S rDNA Bacteria Identification. Based on 16S
rDNA gene sequencing, it was possible to identify all isolated
strains classified as Gram-positive bacteria (Table 1). The
isolates were represented by bacteria of the genera Bacillus
(7NN), Peribacillus (8NN), Lysinibacillus (11NN), Priesta
(12NN) and Rossellomorea (13NN). Members of Peribacillus,
Priesta, and Rossellomorea are species until recently included in
the Bacillus genus, which was restricted to species closely
related to B. subtilis and B. cereus.'” All of the identified bacteria
are characterized by their ability to produce endospores. For
the sample 7NN, sequencing showed two Bacillus species (B.
licheniformis, Bacillus haynesii) with the same percent of
identity (Per. Ident). The sample 8NN was identified as
Brevibacterium-frigoritolerans and Peribacillus simplex. Due to
slight differences in 16S rDNA sequences (>0.5%), the species
differentiation of Lysinibacillus was impossible.

2.2. MALDI-TOF MS Bacteria Identification. Bacteria
identification from food samples was performed after applying
3 sample preparation approaches: direct transfer, on-target
extraction, and in-tube extraction. Using these three methods,

Table 1. Result of Bacteria Identification Based on 16S
rDNA Gene Sequencing

iven

related species from NCBI [accession identity accession

strain number] [%] number
7NN Bacillus licheniformis strain DSM 13 99.64 OM371088
[NR_118996.1]
Bacillus licheniformis strain BCRC 99.64
11702 [NR116023.1]
Bacillus haynesii strain NRRL B-41327  99.64
[NR_157609.1]
8NN [Brevibacterium] frigoritolerans DSM 99.72 OM371091
8801 [117474.1]
Peribacillus simplex NBRC 1570 = 99.58
DSM 1321 ﬁ:k_uzné.ﬂ
Peribacillus simplex LMG 11160 99.58
[NR_114919.1]
LINN  Lysinibacillus pakistanensis strain 98.46 OM372597
NCCP-54 NR_113166A1]
Lysinibacillus macroides strain LMG 98.2.5
18474 [NR_114920.1]
Lysinibacillus fusiformis strain DSM 98.25
2898 [NR_042072.1]
Lysinibacillus fusiformis strain NBRC 98.25
15717 [NR_112628.1]
12NN Priestia flexa strain NBRC 15715 99.65 OM372596
[NR_113800.1]
Priestia flexa strain IFO15715 99.65
[NR_024691.1]
13NN Rossellomorea marisflavi strain TE-11 99.86 OM372574

[NR_119437.1]

identification was obtained after 24 h of bacterial incubation
for 46.67% (7/15) of samples (Table 2). The identification at
the genus level (score 1700—1999) using a direct transfer and
on-target extraction was obtained for only two samples, SNN
and 13NN. For the sample 12NN, the identification was
obtained only for on-target extraction. Performing protein
extracts allowed the identification of microorganisms at the
genus level in the samples 11NN and 12NN.

On-target and in-tube extraction were selected for further
analysis as sample preparation methods for the MALDI-TOF
MS analysis. No reliable identification (score <1700) was
obtained for the remaining samples, as shown in gray in the
table.

2.3. Selection of the Incubation Time. Regarding the
selection of the incubation time of spore-producing bacteria,
the results are summarized in Table 3. Additionally, the
dependence of bacterial identification score values on
incubation time was plotted.

The best results were achieved for the sample 12NN, where
Priesta flexa (B. flexus) was identified at the species level as
early as 1 h of incubation, and satisfactory identification results
were achieved up to 24 h of incubation. One-hour incubation
also allowed the identification at the bacterial genus level in the
samples 7NN, 8NN, and 13NN, where additionally, the sample
preparation by extraction allowed the identification at the
species level. Isolate 7NN was identified in 73.68% (14/19) of
the cases, of which 35.71% (5/14) identifications were at the
species level. P. simplex (8NN) was identified between 1-6 h
of incubation, with the extract allowing the identification at $
h, where the score >2. In this case, 52.63% (10/19) of the
analysis gave reliable identification results, of which 10% (1/
10) were conducted at the species level.

The identification of sample 11NN at the genus level was
possible after 5 h of incubation and protein extract preparation.

https://doi.org/10.1021/acsomega.3c04354
ACS Omega 2023, 8, 3498234994
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Table 2. Results Obtained for Microflex LRF MALDI-TOF MS Analysis

microflex LT MALDI-TOF MS

MALDI identification results sample name direct transfer

pickled cucumbers 7NN

sauerkraut 8NN Peribacillus simplex
cow milk 1INN

cow milk 12NN

sauerkraut 13NN Bacillus marisflavi®

score

1.96

1.94

on-target extraction score in-tube extract score

Peribacillus simplex 1.80

Lysinibacillus fusiformis 1.96
Bacillus flexus' 213 Bacillus flexus' 1.86
Bacillus marisflavi® 2.04

“The probability of correct identification in the MALDI Biotyper 3.0 system was expressed in the form of a point index and a graphical index:
2.300—3.000: reliable identification of the microorganism up to species level; 2.000—2.299: reliable identification of the microorganism to the
genus level and the probable result of identification to species level; 1.700—1.999: probable result of identification to the level of the genus; <1.699:
not reliable identification result. New nomenclature: 'Priesta flexa, *Rossellomorea marisflavi.

Table 3. Results of Bacterial Identification Using MALDI-TOF MS Including Incubation Time and Sample Preparation

Method

Score
Time | Extraction | Whole-cell Extraction | Whole-cell | Extraction Whole-cell Extraction | Whole-cell Extraction | Whole-cell
1h 1,80+0,17 | 1,74£0,06 | 1,90+ 0,11 | 1,73+0,11 | 1,44£0,08 1,38+£0,14 | 2,16=0,06 | 2,09+0,13 | 2,02£0,12 | 1,71+0,14
2h 2,14+022 | 1,86+0,11 | 1,9240,02 | 1,714£0,08 | 1,36+0,06 1,3+0,16 229£0,12 | 2,09+022 | 2,01+0,09 | 1,83+0,04
5h 2,14+0,20 1,61+0,05 1,94+0,18 | 1,87+0,14 | 1,65+0,11 1,61+ 0,03 2,25+0,03 1,89+ 0,19 1,72+ 0,11 1,84 £ 0,02
6h 1,92+0,13 1,73 +£0,05 1,70+ 0,02 | 1,70+ 0,08 1,54 +£0,13 0 2,06+0,12 | 2,22+0,03 1,54+0,17 | 1,83+0,10
8h 1,76 4£0,09 | 1.84+0,12 | 1434005 | 1394023 | 1,55+0,13 1,5140,10 | 2,24£0,05 | 2224011 | 1944006 | 1,68+0,03
10h 0 2,12£0,11 1,314£0,04 | 1,59+0,13 | 1,70+0,05 0 2,16=0,14 0 1,80+0,09 | 1,70 £0,07
12h 1,71 0,08 | 2,03+0,15 0 1,36 0,07 | 1.84+0,12 1,67+ 0,05 2,22+0,20 | 2,10+£0,20 1.83+0,13 | 1,32+0,05
24h 1,92£0,06 | 149=0,19 | 1,90+0,07 | 1,50+0,03 | 1.87£0,03% | 1,66+0,05 | 1,96=0,17 | 1,87+0,08 | 1,73+0,14 | 1,57£0,20
48h 1.89+0,03 1,53 +0,09 1,59+0,11 | 1,47+024 | 1.91+0,10° 1,26 + 0,06 1,28 0,08 1,40+ 0,16 1,49+0,09 | 1,39+0,06
Blue colour — mass spectra cannot be collected
Orange_ golu}xr -no spgcics‘ ’_ ificati vp.ossible (Lysinibacill
K I'ormi.v:.L.- xylanilitycus
New nomenclature:
! Priestia flexa’Rossell isfl

“Blue color—mass spectra cannot be collected. Orange color—no species identification possible (Lysinibacillus sp): *L. fusiformis; L. pakistanensis;
L. xylanilitycus. °L. fusiformis; L. xylanilitycus. New nomenclature: 'Priestia flexa *Rossellomorea marisflavi.

Between 10 and 24 h, bacteria were identified at the genus
level. However, species identification was impossible because
successive replicates resulted in different species of bacteria
belonging to the genus Lysinibacillus: L. xylanilyticus, L.
fusiformis, and L. pakistanensis. At the species level,
Lysinibacillus was identified after 48 h of incubation, but
again two species were obtained from several replicates: L.
xylanilyticus and L. fusiformis (orange color in Table 3).
Rossellomorea marisflavi (B. marisflavi) in the sample 13NN
was identified after 1—6 h of incubation. However, the best
results were obtained for the extraction method after 1 and 8 h
of incubation.

Based on the graph (Figure 1), it can be concluded that for
sample 7NN, the best identification results were obtained after
2 h of incubation for the extract and 12 h for whole cells. For
the 8NN, the best results were obtained after 5 h of incubation
for both sample preparation methods. For the sample 11NN, it
was complicated to determine the optimal incubation time due
to the unclear species identification of microorganisms. For
12NN up to 1—-12 h of incubation, scores >2.00 were obtained
for bacterial extracts. Analyzing the results obtained for whole
cells, the optimal incubation time is 8 h, although the species-
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level identification was obtained after only 1 h of incubation.
For the 13NN samples, the best identification results were
obtained after 1 h of incubation, both for extracts and whole
cells.

Microscopic images taken after staining over time using the
Schaeffer—Fulton method show that the incubation time of the
bacteria influences the number of spores in the sample. Figure
2 shows changes in the number of spores for P. simplex
(sample 8NN).

On average, the ratio of spore to vegetative cell counts
during successive incubation hours exhibited diverse values,
specifically 4.5/1.8, 13.0/4.7, 1.7/10.5, 7.5/8.0, 3.3/8.5, 5.0/
4.5, 13.5/3.8, 17.8/1.3, and 15.0/1.5, in that order. These
observations suggest a notable fluctuation in the spore-
vegetative cell relationship across the incubation period.
Interestingly, the number of spores was observed to be more
pronounced during the initial and concluding stages of the
incubation period compared to the midpoint. This trend
suggests an intriguing dynamic between spore formation and
the progression of the incubation period, which merits further
examination. Upon assessing the rates of spore production,
expressed as the ratio of spores to vegetative cells (as depicted

https://doi.org/10.1021/acsomega.3c04354
ACS Omega 2023, 8, 34982-34994



PUBLIKACJA [P3]

ACS Omega http://pubs.acs.org/journal/acsodf Article
Al
26 S 26 1B —— Extraction
= EXfraction
24 ——Wholecell 24 —e—Wholecell
22

o
g
® 1.8

16

14 -

12

1.0

1 2 5 6 s 10 12 24 48
Incubation time [h]
C.
26 —e—Extraction
24 —=—Whole cell

Score

1 2 5 6 s 10 12 24 48
Incubation time (]

Score
o

6 8 10
Incubation time h]

Score

16
14
12 !
1.0
1 2 H 6 8 10 12 2 a8
Incubation time [h]
26 D. —e—Extraction
24 —e—Wholecell
22
2.0
-
Z1s

5 6 s 10 12 24 48
Incubation time [h]

—e—Extraction
—e—Wholecell

12 24 48

Figure 1. Graphs showing the dependence of average score values on the incubation time of bacteria (A—B. licheniformis, B—P. simplex, C—

Lysinibacillus sp., D—B. flexus, E—B. marisﬂavi).

in Figure 3), we discovered that the minimum quantity of
spores was recorded within the S to 8 h interval of the
incubation period. This particular time frame is significant and
can be considered the optimal incubation duration for our
study. This is because we noticed a gradual upswing in the
number of spores beginning from the 10 h mark of the
incubation period. This gradual increase indicates the start of a
prolific spore-forming phase, thus making the S to 8 h interval
critical in terms of managing spore production for accurate
identification of the bacteria. This understanding could
potentially influence and improve the methodologies adopted
for the identification of spore-forming bacteria.

2.4. MS Spectra Analysis. To explain the differences in
identification in relation to the incubation time, the mass
spectra analysis was carried out for four selected times: 1, 5, 10,
and 24 h. Figure 4 shows sample spectra obtained for the SNN
sample. Comparing the obtained spectra, it can be observed

34985

that in 1 h of incubation, the characteristic signals are 4305
(Figure 4A) and 7576 m/z (Figure 4B). After S h, it can be
seen that the intensity of the 4305 m/z signal has decreased,
while the 7845 m/z (Figure 4C) signal has appeared.
According to the UniProt database, the 4305 m/z signal is
due to the 50S ribosomal protein L36 or the sporulation
protein YjcZ. The decrease in the intensity of the described
signal after S h of incubation suggests that it is the protein
responsible for sporulation. The signal 7576 m/z corresponds
to the protein that builds bacterial spores. The signal that
appeared after 5 h of incubation (7845 m/z) corresponded to
the protein responsible for the germination of bacterial spores.
This confirms the assumption that spore germination and an
increase in the number of vegetative cells occur after this time.
The signal 7576 m/z corresponds to the protein that builds
bacterial spores.

https://doi.org/10.1021/acsomega.3c04354
ACS Omega 2023, 8, 3498234994

151



PUBLIKACJA [P3]

ACS Omega http://pubs.acs.org/journal/acsodf

Figure 2. Microscopic photos of bacterial preparations after staining with the Schaeffer—Fulton method, showing endospores for the 8NN sample
(green—spores, pink—vegetative cells).

Spores/vegetative !
cells ratio

1h 2h Sh 6h 8h 10h 12h  24h  48h
Incubation time

Figure 3. Spore production dynamics during incubation expressed as the ratio of spores to the ber of vegetative cells calculated using optical
microscopy as well as Gram and Schaeffer—Fulton staining tech Subsequent letters of the alphabet denote statistical differences between the
results calculated using analysis of variance (ANOVA) and Fisher's least significant differences (LSD) post hoc test in descending order.

34986 https:/doi.org/10.1021/acsomega.3c04354
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152



PUBLIKACJA [P3]

ACS Omega http://pubs.acs.org/journal/acsodf
xig! | A B
2.5 4 ; Ih
{
20 7576.117
- 4305.760
als 5876.306
@ 67,13],5.’60 8085.368
5 |
210 ST 9%289.564
3785.376 I 9760.392
05 3353.662 05541 11112879
. f i
] 2easi2 || | | ‘ o “’l“°1-‘9‘ 14153.063
W LR
oow" b, Aol Wl VWAL AL L s TN
25 c. @
2.0/
|
L5| 7845.038
1.0
| 4305.547 6650.278
e ar22.487 5875.267 [ 9756.023
: | - 10448.975
|| 5022.235 | H
L 3322298 1T | Al L\, eseeoto | [T 13200575
O'mwm»'c vy ol M LA | P— A A A -
250 | D 6652211
™1 4880.464 10h
9762.465
20 7327.319 '
7 | 6241.007 [
: 5426.039 |
3326.379 - |
L0 1 9329721 40853 921
It T
| |
(| .‘L
0.5 | | "\ \“ Il
| (L l8085.678 AN 13214.241
fﬂ, LY W '
0.0," Plaminss | . L . S NPT s
25, E
2an
2.0
] 7570.858
1.5
41727
Lo 5205.024 6805.456 ‘
[ 7106.410
05 aonadar | eossiet | 9406'73'6? 0393.724
2 3782.926 5872464 e = | ;
| J I )l‘l as.ss%sn‘ | pitososs oo 14141.873
0 O"uw.qw-.wm_ Meami M/ it W Y A LTS e R - —
2000 4000 6000 8000 10000 12000 16000 18000 20000 /7

Figure 4. Comparison of MALDI-TOF MS mass spectra after 1, 5, 10, and 24 h incubation for 8NN sample.

After a 10 h incubation, the MS spectrum shows signals
3326, 4880, 6652, and 9762 m/z (Figure 4D), which,
according to the UniProt database, are responsible for bacterial
sporulation, which explains the decrease in the level of
identification of microorganisms. A high signal intensity of
7570 m/z (Figure 4E), corresponding to the germination
protein, is observed after 24 h of bacterial incubation.

The reference spectra of P. simplex (SNN) were compared
with the obtained spectra for S and 10 h (Figure S). Green
means species match (score >2), yellow—generic match
(score 1.99—1.70), and red—no match (score <1.7). The
spectrum obtained after 10 h of the incubation of bacteria
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shows the disappearance of signals from ribosomal proteins
(on which the identification is based) in comparison with the
spectrum obtained after S h of incubation. These results show
a smaller number of ribosomal protein signals. The appearance
of signals from proteins promoting sporulation negatively
affects the identification of bacteria using the MALDI-TOF
MS technique.

2.5. Statistical Analysis. The results of statistical analyses
performed with Statistica version no. 12 using ANOVA with
Fisher’s least significant differences (LSD) post hoc test and
Pearson’s linear correlation analysis are shown in Figure 6.
When analyzing the data presented in Figure 6(L.) it was

https://doi.org/10.1021/acsomega.3c04354
ACS Omega 2023, 8, 34982-34994
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Figure 5. Comparison of the reference spectra with those obtained during the MALDI-TOF MS analysis of the 8NN sample after 5§ and 10 h of

incubation.

observed that the number of S/N > 4 signals in the tested
samples increased during the incubation up to 5 h and
significantly decreased during 10 h of incubation, regardless of
the mode—FA (whole cell + FA) or E (extraction)—3 times
compared to 5 h of incubation. Although during the further
incubation—12—48 h—a gradual increase in the number of
acquired signals in the MS spectra was observed. Only in the
case of the E mode, their value approach those recorded until 5
h of incubation.

Taking into account the statistical significance of differences
in the number of signals, in most cases they concerned the 5
and 10 h incubation variants, where a significant increase and
decrease in the number of signals was observed, respectively.
Generally speaking, the most optimal incubation time in terms
of the quality of the MS spectra and the identification of
bacterial species was S h, while the time of 10 h turned out to
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be the critical point characterized by the poorest quality of the
spectra and the level of identification.

The data presented in Figure 6(2.) allow us to conclude that
the highest score value was recorded after S h of incubation,
which then decreased to the lowest value after 10 h of
incubation, although most of the differences were not
statistically significant except for the score for the FA mode
and 10 h of incubation. After the incubation longer than 10 h,
the score value increases, but it reaches lower values than in
the case of shorter incubation times—up to 8 h. For both
modes, a high correlation (0.5 < r < 0.7) of the S/N > 4
number with the score value was noted.

3. DISCUSSION

Spore-producing bacteria pose a significant risk to food safety
and public health, as they are responsible for contamination

https:/doi.org/10.1021/acsomega.3c04354
ACS Omega 2023, 8, 3498234994



PUBLIKACJA [P3]

ACS Omega http://pubs.acs.org/journal/acsodf
1 A B. 1h Whole cell + FA
- S/N>4 Signals 2h
Time[h) | FA E =
1 3s 46 &
2 47 52 Sh
= 10h
6 32 45 12h
s ot 24n
10 i | 4sh
12 29 Rl
24 o8 =6 1h Extraction
48 28 56 2h
5h
6h
Sh
10h!
12h
24h/

48h

12h
24h
48h

Whole cell + FA

1h

2h| 0,73

sh| 062
6h| 085

G Correlation S/N > 4 with score 8h| 074
FA 0.624 10h 0,12

E 0,617 12h 026

24n| 092

48h| 046

Extraction

0,88

0,59

0,50 0,89

0,06 0,04 017 021

0,14 0,11 035 043 0.65

081 0.69 0,77 0.66 0.10 022
028 022 0,59 0.6 040 0,70

Figure 6. Significance tests of differences and existing correlations based on the number of signals (1) and the score value (2).

and disease transmission in plants, animals, and humans. These
bacteria form spores, highly resistant to chemicals, disinfec-
tants, and various physical treatments, challenging their
eradication. Consequently, rapid and accurate detection of
spore-forming bacteria is a crucial objective in microbiology.
The MALDI-TOF MS emerged as a vital technology in clinical
microbiology laboratories due to its ability to rapidly identify
microorganisms accurately. Despite its many advantages, the
method faces challenges when detecting spore-forming
bacteria. The presence of spores complicates the identification
process, as the formation of a thick cell wall and the difficulties
associated with protein extraction hinder the accurate analysis.

The thick cell wall of spores provides remarkable resilience,
allowing them to survive extreme conditions such as high
temperatures, radiation, and desiccation. This durability poses
a problem for traditional bacterial identification methods, as
the cell wall obstructs the release of intracellular proteins
required for the analysis. Consequently, researchers must

34989

develop innovative strategies to overcome these challenges and
improve detecting and identifying spore-forming bacteria using
MALDI-TOF MS.

Potential avenues for enhancing the MALDI-TOF MS
performance in spore-forming bacteria detection include
optimizing sample preparation techniques, such as employing
specialized extraction protocols or modifying incubation
conditions. Researchers could also explore using alternative
matrices and developing novel bioinformatics tools to interpret
the mass spectra of spore-forming bacteria better.

Micro-biologists can significantly enhance food safety and
quality control measures by addressing these challenges and
refining the MALDI-TOF MS method for spore-forming
bacteria detection. Ultimately, such advancements will
contribute to the protection of public health by facilitating
the rapid identification and mitigation of potentially harmful
spore-forming bacterial contaminants in food and other
environments.

https:/doi.org/10.1021/acsomega.3c04354
ACS Omega 2023, 8, 34982-34994

155



ACS Omega

http://pubs.acs.org/journal/acsodf

PUBLIKACJA [P3]

Bacillus is ubiquitous and is one of the most widespread
species with high phenotypic and genotypic diversity. Bacillus
bacteria can be lethal pathogens used as biological weapons,
cause opportunistic infections, contaminate food, and be used
as probiotics.”** In addition, Bacillus species can produce a
variety of extracellular enzymes such as amylase, protease,
lipase, and lecithinase, so they can potentially grow and spoil a
variety of food matrices.”>** Reference spectra of many
Bacillus species are available in commercially available
databases such as Biotyper 3.0; however, due to the presence
of endospores that mix with vegetative cells, the classification
and identification of spore-forming bacterial strains using
MALDI-TOF MS is complicated. It was demonstrated that the
variable vegetative-endospore composition of bacterial cells has
a direct impact on the identification of bacteria and that the
proportion of SASP ranging from 8 to 20% is inconsistent,
making accurate ldentlﬁcatlon of bacteria of the Bacillus species
even more difficult.”*

Optimizing culture conditions is a straightforward and
effective strategy for managing spore formation, which is vital
for obtaining reliable results in bacterial identification studies.
In our research, we employed two distinct preparation
methodologies for MALDI-TOF MS analysis. The first method
entailed a direct transfer process complemented by a formic
acid coating, and the second approach utilized a process of
extraction with ethanol and formic acid. In our comparison of
these two techniques, we found that the overall impact on the
identification outcomes of spore-forming bacteria was statisti-
cally insignificant. In other words, both methods yielded
comparable results in terms of bacterial identification, which
suggests that researchers can select either method based on
other considerations such as resource availability, time
efficiency, or convenience. Importantly, our findings align
with existing literature on this subject. Previous research has
indicated that the direct transfer method with a formic acid
coating is highly effective for the identification of Gram-
positive bacteria at a species level. The validation of this
method in our own study further strengthens the argument for
its use in bacterial identification processes, particularly those
involving spore-forming bacteria. These insights contribute to
a growing body of knowledge on culture optimization and
sample preparation methods, informing future research and
best practices in the field of microbial identification. The more
we understand these processes and their impact on
identification outcomes, the better we can refine our
methodologies and improve the accuracy and efficiency of
bacterial identification 09:35 PM. The growth rate directly
affects the transformation of vegetative cells into endospores.
For example, the research conducted by Shu and Yang proves
the possibility of shortening the standard 24 h Bacillus
incubation time to 12 h (solid medium).** Our research
shows that even a very short incubation (up to 1 h) in the
liquid medium of the bacteria allowed the identification of P.
flexa at the species level, and satisfactory identification results
were obtained up to 24 h of incubation. The worst
identification results were obtained for sample 11NN, which
consisted of the bacteria of the genus Lysinibacillus (Table 3).
Species identity could not be established as successive
replicates gave a different species identification result. This
may be due to the close relationship between L. fusiformis, L.
xylanilyticus, and L. pakistanensis. Nevertheless, each of the
analyzed samples showed the same relationship of decreasing
score values with the length of the incubation time.

Microscopic images (Figure 2) and statistical analysis (Figure
3) confirm the higher presence of spores in the first and last
hours of incubation of the mlcmorgamsms A similar
phenomenon was reported by Chambers et al.*' and Shu et
al.** who demonstrated that endospores directly reduced the
identification scores assessed by MALDI-TOF MS and
disturbed the identification of Bacillus species. Statistical
analyses (Figure 6) show that 10 h of incubation is the least
favorable in terms of the identification quality while S h is the
best. It is reported that the sporulation time for B. subtilis is 8—
10 h, which confirms the weakest identification results after 10
h of incubation.”” Literature data indicate that spore
germination and integumentary overgrowth in Bacillus bactena
typically occurred within 1—2 and 3—7 h, respectively.* This
is a supporting argument for why our results indicate that 5 h
of incubation time gives the best identification results.
Regarding the missing spectral data for Lysinibacillus at 6, 8,
and 10 h of incubation, we would like to provide further
clarification. While Figure 3 does indeed show that the
population of bacteria is primarily formed by vegetative cells
with a minimal number of spores during these time points, the
sporulation process itself can pose challenges in obtaining clear
spectral data. Obtaining spectra from spores is more
challenging than from vegetative cells. However, it is worth
noting that the sporulation process in bacteria involves a series
of complex morphological and biochemical changes. During
this transition phase, even if the majority of the cells are
vegetative, the onset of sporulation can lead to alterations in
the protein content and profile of the bacterial population.
This can result in a heterogeneous mixture of proteins, which
can complicate the extraction and ionization processes.

Furthermore, sporulating cells can produce a variety of
proteins and other molecules that can interfere with the
MALDI-TOF MS process. These molecules can either
suppress the ionization of other proteins or produce additional
peaks that can overshadow the signals from the main proteins
of interest. As a result, even if the number of spores is low, the
presence of these sporulation-related molecules can lead to a
spectrum that is poor in signals, making it challenging to obtain
clear and reliable data.

In our study, we observed that during the 6, 8, and 10 h
incubation periods, the sporulation process, even though not
dominant, had a significant impact on the quality of the spectra
obtained. This led to the lack of data for these time points, as
the spectra were not of sufficient quality for reliable
identification using the Biotyper platform.

It is worth noting that the reproducibility and reliability of
MALDI-TOF MS can be influenced by various factors,
including protein extraction procedures and the system’s status
in different centers, as highlighted by Rodriguez-Temporal et
al. in their multlcentre study on nontuberculous mycobacteria
identification.*

Although the microorganisms described in the above study
are mainly responsible for food spoilage, they may be related to
the occurrence of infections in humans. For example, due to
the co-infection of B. subtilis and B. licheniformis, La Jeon et al.
found an atypical pattern of bacteraemia and mediastinitis in
immune-compromised patients.’® B. licheniformis can also
cause foodborne illness, the symptoms of which are nausea,
vomiting, diarrhea, and stomach cramps occurring S—12 h
after eating contaminated foods.”” Raviane discovered the
presence of Bacillus on thermoplastic immobilization masks
used during radiation therapy treatment. Moreover, the
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recovery of bacteria from stored masks after 4 weeks indicates
the continued presence of dormant spores. This also means
that they can be transferred to a patient wearing a
contaminated mask during a treatment session.’® As the
results obtained in the above study indicate, an approximately
S h incubation of bacteria is the right time for spore
germination and the development of vegetative cells. Spores
are very resistant to any changes in the environment, which
cannot be said about vegetative cells, which is why it is easier
to fight them. The results obtained give hope for the possibility
that the rapid identification of spore-producing microorgan-
isms contamination control can help solve the problem of food
contamination. Quick analysis, when vegetative cells prevail in
the sample, can be used to opt for the drastic antibacterial
therapy (pasteurization, detergents, UV, or appropriate anti-
biotics).

Nevertheless, additional steps must be taken to obtain a
comprehensive dataset that enables the precise and rapid
identification of spore-forming bacteria. In the future, efforts
will be made to identify these microorganisms using lipidomics
and metabolomics approaches combined with the MALDI-
TOF MS technology. The aforementioned studies are
considered pilot and preliminary investigations. Advancements
in these areas could potentially facilitate the identification of
clinically relevant spore-forming bacteria in the near future.

4. CONCLUSIONS

This comprehensive research significantly advanced our
understanding of spore-forming bacteria identification using
MALDI-TOF MS and the crucial factors that impact the
accuracy and efficiency of this method. The study has

34991

thoroughly investigated the optimal incubation time, and
sample preparation methods, and explored the potential
integration of lipidomics and metabolomics approaches to
improve bacterial identification.

The implications of the findings are vast and far-reaching,
encompassing a range of applications such as food safety,
clinical diagnostics, and environmental monitoring, where swift
and precise identification of spore-forming bacteria is of
paramount importance. By enhancing the capabilities of
MALDI-TOF MS in clinical microbiology laboratories, the
research contributes to the development of more effective
strategies for detecting and managing bacterial contamination.

Moreover, this study emphasizes the need for ongoing
research and innovation in the field of microbiology,
particularly concerning spore-forming bacteria detection and
identification. These advancements will ultimately lead to more
robust tools and methodologies, ensuring public health and the
safety of our food supply. Additionally, the research findings
have the potential to influence policy-making, regulatory
frameworks, and industry practices, driving a more proactive
and science-based approach to managing the risks posed by
spore-forming bacteria.

5. EXPERIMENTAL SECTION

5.1. Instrumentation. The identification of isolated
microorganisms was performed using an MSP 96 target
polished steel BC plate, microflex LT MALDI-TOF mass
spectrometer (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). For
amplification by the polymerase chain reaction (PCR), a
Master cycler pro-S thermocycler (Eppendorf, Hamburg,
Germany) was used, gel electrophoresis was performed using
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a PowerPac power supply (Bio-RAD Laboratories, Hercules,
CA), and a NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE) was used to measure the concentration of
the DNA. For the microscopic analysis, an Axio Observer D1
microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) was used.

5.2. Chemical and Reagents. Tryptic Soy Agar (TSA)
and Tryptic Soy Broth (TSB) (both from Sigma-Aldrich,
Germany) were used for the bacteria cultivation. To obtain the
bacterial protein extract, HPLC-grade water, formic acid (FA),
acetonitrile (ACN), ethanol, and trifluoroacetic acid (TFA)
(all from Sigma-Aldrich, Germany) were applied. For the
MALDI-TOF MS analysis, a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(HCCA) (Sigma-Aldrich, Switzerland) and Bacterial Test
Standard (BTS) (Bruker, Germany) were used. For the DNA
isolation, the QlAamp DNA Microbiome Kit reagents
(Qiagen, Germany) were used, while RNase-Free Water
(Qiagen), agarose (Merc, Germany), SOXTAE buffer, and
ethidium bromide (both from AppliChem, Germany) were
used for electrophoresis. Microbiological preparations were
stained with crystal violet, Lugol’s reagent, safranin (all from
aqua-med ZPAM-KOLASA, Poland), and malachite green
(Sigma-Aldrich, Germany).

5.3. Bacteria Isolation from a Food Sample. The
bacteria were isolated from cow’s milk, sauerkraut, and pickled
cucumber samples using the serial dilution method, culturing
on TSA plates. Bacteria were incubated in aerobic conditions
at 37 °C for 24 h.

5.4. Sample Preparation of Bacteria. Three sample
preparation methods were used: in-tube extraction, on-target
extraction, and direct colony transfer”® (Figure 7A). In the first
method, 1.8 mL of the bacterial suspension was centrifuged at
13,000 rpm for 5 min, and then 300 xL of distilled water and
900 uL of ethanol were added to the pellet. The samples were
centrifuged at 13,000 rpm for 2 min, and the pellet was dried.
An appropriate amount of formic acid and acetonitrile was
then added, and the resulting suspension was centrifuged at
13,000 rpm for 2 min. 1 xL of the resulting supernatant was
applied to an MSP 96 Polished Steel BC target plate, dried at
room temperature, and covered with 1 uL of a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (HCCA) matrix solution (10 mg
HCCA/1 mL solvent solution: 50% ACN, 47.5 H,O and
2.5% TFA). In the on-target extraction method, a single
bacterial colony was smeared directly onto the target plate,
overlaid with 1 gL of 70% formic acid, and allowed to dry at
room temperature. Then, 1 4L of HCCA matrix solution was
applied. The last method, direct colony transfer, is a method
analogous to on-target extraction, except that the smeared
bacterial colonies were covered directly with the HCCA matrix
solution.

5.5. Bacteria Identification Based on the MALDI-TOF
MS Approach. The spectral data collection process involved
the use of a microflex LT MALDI-TOF mass spectrometer,
while processing of the collected spectra was facilitated via the
MALDI-Biotyper 3.0 platform (Bruker Daltonics, Inc.). Each
of the biological samples (n = 3, derived from a single culture)
was subjected to triplicate analysis to ascertain consistency and
accuracy of the findings. Furthermore, for each technical
replicate, a series of three separate spectra were manually
collected (m = 3), with each spectrum being composed of
three times 1500 single-shot spectra collected in triplicate. The
analysis encompassed the use of linear mode and positive ion
mode, with ion source 1 set at 20 kV, focusing voltage at 7 kV,
and detector voltage at 2.65 kV. The delayed extraction time

was fixed at 230 ns, with a detection quality range between
2000 and 20,000 Da. Spectra calibration was accomplished via
a quadratic calibration algorithm, as provided by BTS. The
recorded spectra were managed through FlexControl (Bruker
Daltonics, Inc.), and the ensuing data were analyzed via
FlexAnalysis (Bruker Daltonics, Inc.). Prior to the analysis,
each spectrum was subjected to a smoothing procedure
through the Savitsky-Golay method (width 2 m/z, cycles
10), followed by baseline corrections via the TopHat algorithm
(signal-to-noise threshold 2; peak detection algorithm—
centroid), as recommended by the software supplier (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Germany). BTS (Bruker Bacterial
Test Standard, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany)
was used for spectra calibration, adhering strictly to the
manufacturer’s instructions. Post the abbreviated incubation
times of 7 and 9 h, we used both standard and mixed-detection
modes for the bacterial identification phase. The MALDI
Biotyper 3.0 system calculates the likelihood of accurate
identification by comparing the entire protein profile obtained
with the reference database. This is illustrated in a point index
and graphical index, with respective values indicating the
reliability of microorganism identification, either at the species
or genus level.

5.6. Bacteria Identification Based on Sequencing of
the 165 rDNA Gene. The genomic DNA according to the
protocol was provided by the manufacturer. Then, a PCR
reaction was performed to amplify the 16S rDNA region using
universal primers complementary to the bacterial 16S rDNA
(27F: 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 and 1492R: §-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3). The amplification was
carried out under the conditions described by Pomastowski
et al.” A Mastercycler pro-S thermocycler was used for all PCR
reactions. The concentration and purity of the obtained
amplicons were quantified by spectrophotometry. Additionally,
the quality of the obtained DNA was analyzed using agarose
gel electrophoresis, staining the genetic material with ethidium
bromide. The PCR products were sent to Genomed (Warsaw,
Poland) and were sequenced via the Sanger dideoxy method
using the same primers. Finally, contigs were assembled via
BioEdit Sequence Alignment Editor ver. 7.2.5°° and then
consensus sequences were compared to known 16S rDNA
reference sequences in the National Center for Biotechnology
Information database RNA reference sequences (RefSeq RNA)
using the Basic Local Alignment Search Algorithm tool.

5.7. Selection of Incubation Parameters for the
Spore-Forming Bacteria. Selected bacteria that could not
be identified after 24 h incubation in the TSA medium were
incubated for 1, 2, 5, 6, 8, 10, 12, 24, and 48 h in the TSB
liquid medium. Each sample was analyzed for extracts and
whole bacterial cells treated with formic acid (Figure 7B). One
sample was analyzed in triplicate, the average was taken, and
the standard deviation was calculated. Additionally, Gram
staining and Schaeffer—Fulton staining to detect the presence
of spores were performed. Pictures of microscopic preparations
were taken using an Axio Observer D1 fluorescence micro-
scope with a camera and Axiovs40 V 4.8.2.0 software.

5.8. Statistical Analysis. Tests of significance of differ-
ences and existing correlations were carried out using Statistica
version no.12 (StatSoft, Inc.) using ANOVA with Fisher’s last
significant differences (LSD) post hoc test and Pearson’s linear
correlation analysis.
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ABSTRACT

Drug analysis necessitates introducing selective methods of detection and
enriching the substances present in biomaterial at low concentration levels (trace
analysis). Moreover, there is a continuous demand for increase in the quality
of drugs that are being developed, which in turn enforces the development
of analytical techniques of increasing sensitivity and accuracy with the application
of combined separation techniques. Thus the premise of this review is to compare
the in vitro metabolic pathways of antibiotic drugs in model conditions such as
in the presence of different microsomal fraction enzymes and with the application
of electrochemical stimulation of metabolic transformations, as well as to the
collected data with the results of in vivo experiments.

Keywords: biologically active compounds, chromatographic techniques,
electrochemistry, in vitro, in vivo, mass spectrometry, metabolism, therapeutic drug
monitoring

Stowa kluczowe: zwiazki biologicznie aktywne, techniki chromatograficzne,
elektrochemia, in vitro, in vivo, spektrometria mas, metabolizm, terapeutyczne

monitorowanie lekow
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CYP - Cytochrom P450
EC-MS - Elektrochemia-spektrometria mas (ang. Electrochemistry
-Mass Spectrometry)
EST - Sulfotransferaza estrogenu
FTIR -Spektroskopia w podczerwieni transformacja Fouriera
transform infrared spectroscopy)
CE - Elektroforeza kapilarna (ang. Capillary electrophoresis)
GC-MS - Chromatografia gazowa sprzg¢zona ze spektrometrig mas
chromatography — mass spectrometry)
GST - S-transferaza glutationu
LC-MS - Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria
mas (ang. Liquid chromatography — mass spektrometry)
NMR - Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
magnetic resonance)
PBP - Biatka wiazace penicyling (ang. Penicillin-binding
proteins)
PGN - Peptydoglikan
PST - Sulfotranferaza fenolowa
QSAR - Ilo$ciowa zalezno$¢ struktura- aktywno$é (ang.
Quantitative structure-activityrelationship)
UDP - Urydyno-5’difosforan
UGT - Glukuronozylotransferaza
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WPROWADZENIE

Podstawowym krokiem do oceny losow antybiotykow B-laktamowych
w organizmie jest charakterystyka budowy chemicznej metabolitdéw powstajacych
zardwno w 1, jak i IT fazie biotransformacji. Podstawowe pytanie dotyczace badan nad
przemianami metabolicznymi zwiazkéw biologicznie aktywnych w ludzkim organizmie
to takie w jaki sposob skorelowac ze soba wyniki z eksperymentow in vifro z badaniami
in vivo w praktyce klinicznej. W metabolizmie lekéw zastosowanie znajduja liczne
modele in vitro, jak hepatocyty, enzymy watrobowe frakcji mikrosomalnej, pojedyncze
frakcje cytoplazmatyczne czy rekombinowane systemy enzymatyczne. Poniewaz
komorki watrobowe wykazuja wysoki poziom aktywnosci cytochromu P450 i czgsto sg
glownym miejscem przemian metabolicznych, powszechnie stosowanym narzgdziem
in vitro staly si¢ mikrosomy ludzkiej watroby. Ponadto, metabolizm zwigzkow
biologicznie aktywnych moze by¢ badany za pomoca podejscia in silico, czyli
programow komputerowych umozliwiajacych przewidywanie potencjalnych miejsc
metabolizmu antybiotykow PB-laktamowych wobec réoznych izoenzymow cytochromu
P450. Ponadto jedno z najbardziej postepowych narzegdzi analitycznych do badania
metabolizmu antybiotykow [-laktamowych stanowi obecnie polgczenie elektrochemii
ze spektrometria mas, pozwalajace wyeliminowaé¢ wiele zmudnych etapéw izolacji
metabolitow powstajacych in vivo lub in vitro. Majgc na uwadze, iz okolo 90%
zwigzkéw biologicznie aktywnych ulega reakcjom utleniania-redukcji, mozemy
zauwazy¢ iz procesy katalizowane przez izoenzymy cytochromu P450 znajdujg swoje
odzwierciedlenie wérdd reakcji przeprowadzanych za pomoca celi elektrochemiczne;.

1. BUDOWA CHEMICZNA, WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE
I MECHANIZM DZIALANIA ANTYBIOTYKOW BETA-
LAKTAMOWYCH

Antybiotyki  B-laktamowe sa  najcze$ciej  stosowanymi  $rodkami
przeciwbakteryjnymi na $wiecie. Strukturalnie B-laktamy zawieraja 4-czlonowy
pierscien B-laktamowy zawierajacy wegiel o 1 , azot oraz grupe karbonylowa.
Obejmuja  pochodne penicyliny (penamy), cefalosporyny 1 cefamycyny
(cefemy),karbapenemy 1 monobaktamy. W pierwszych czterech grupach
antybiotykéw pierscienien B-laktamowy skondensowany jest z 5-czlonowym
pierscienieniem tiazolidynowym 1 unikalnym tancuchem bocznym [1] (Rys. 1.).
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CO,

Acyl-D-Ala-D-Ala
H H (prekursor $ciany komérkowej)
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O/ \SO3H

(o) OH Monobaktamy
Cetalosporyny

Rysunek 1. Ogodlna struktura podstawowych grup antybiotykoéw f-laktamowych
Figure 1. General structure of the main groups of f3-lactam antibiotics

Penicyliny posiadaja podstawowa bicykliczng — strukturg, kwas 6-
aminopenicylinowy (6-APA). Struktura sklada si¢ z zamknietego dipeptydu
powstalego w wyniku kondensacji L-cysteiny 1 D-waliny, w wyniku czego powstaje
pierscien PB-laktamowy 1 tiazolidynowy. Reaktywny charakter ukladu pierscieni
sprawia, ze penicyliny sa podatne na procesy degeneracyjne. W srodowisku
kwasnym 1 temperaturze pokojowej pierscien P-laktamowy ulega rekonfiguracji.
Proces ten ma znaczenie kliniczne, ze wzgledu na kwasowe srodowisko Zotadka
[2].

Cefalosporyny sa grupa polsyntetycznych antybiotykéw f-laktamowych,
bedgcymi pochodnymi kwasu 7-aminocefalosporynowego (7-ACA). Zawieraja
w swojej czasteczce dwupierscieniowg strukture cefamu, a od cefamycyn odroznia
je obecno$¢ grupy 7-metoksylowej. Obecnie istnieje 5 generacji antybiotykow
cefalosporynowych roznigcych si¢ spektrum przeciwbakteryjnym, farmakokinetyka
oraz odpornoscig na B-laktamazy [3]. Kolejng grupg antybiotykoéw B-laktamowych
sg strukturalnie spokrewnione z penicylinami i cefalosporynami karbapenemy. Leki
te sg pochodnymi tienamycyny, antybiotyku wytwarzanego przez drobnoustroje
glebowe. Karbapenemy posiadajg maksymalne spektrum dziatania przeciwbakteryj-

167



PUBLIKACJA [P4]

ANALITYKA ANTYBIOTYKOW B-LAKTAMOWYCH 115

nego, co zwigzane jest z ich wewngtrzng opornoscig na prawie wszystkie
B-laktamazy. Stabilno$¢ wobec B-laktamaz wynika z obecnos$ci podstawnika trans-
a-1-hydroksyetylowego [4].

Wyjatkiem od podstawowej struktury chemicznej omawianych antybiotykow
sa monobaktamy, ktorych postawe stanowi monocykliczny pierscien pB-laktamowy,
tancuch boczny -R oraz grupa A-SOsH [5] (Rys. 1.).

Wszystkie antybiotyki B-laktamowe maja wspdlny mechanizm dziatania
polegajacy na hamowaniu biosyntezy Sciany komorkowej bakterii (Rys. 2.).

PBP
(podjednostka transpeptydazy)
/

Synteza
= sciany
komorkowej

Wigzanie sie B-laktamow w ‘ Zablokowana synteza
miejscu aktywnym sciany komorkowej

transpeptydazy

Zaktocenie transpeptydaci

Legenda: L
@ L-Alanina |
© D-Glutamina g
@L-Lizyna
@D-Alanina Antybiotyk

Mostki pentaglicynowe B-laktamowy

NAG - N-Acetyloglukozamina

v g
NAM - Kwas N-acetylomuraminowy Niefunkcjonalna $ciana komdrkowa

Rysunek 2. Mechanizm dziatania antybiotykow B-laktamowych
Figure 2. Mechanism of action of B-lactam antibiotics

Sciany komorkowe bakterii sa strukturami zbudowanymi z kwasu
diaminopimelinowego, muraminowego, teichojowego, aminokwasow,
weglowodanéw oraz lipidow. Calos¢ tworzy zlozona makroczasteczke zwang
peptydoglikanem (PGN), mukopeptydem lub mureing. Koncowe fragmenty
fancucha peptydowego PGN, ktore stanowi D-alanylo-D-alanina, tworza potgczenie
pod wplywem transpeptydazy z wydzieleniem jednej czasteczki D-alaniny.
B-laktamy zaburzaja rozwoj S$cian komorkowych bakterii przez integracje
w enzymy trans peptydazy odpowiedzialne za tworzenie wigzan krzyzowych
miedzy ni¢émi peptydoglikany. Enzymy te zwigzane sa z bialkami wiazacymi
penicyling (PBP). Zwiazki B-laktamowe stanowig analogi D-alanylo-D-alaniny, co
ulatwia wigzanie z miejscem aktywnym PBP. Nieodwracalne hamowanie PBP
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zapobiega ostatecznemu sieciowaniu (transpeptydacji) powstajacej warstwy
peptydoglikanu, zaktocajac synteze $ciany komodrkowej, powoduje utrate
zywotnosci 1 lize komorki bakteryjnej [6].

Kazdy lek po wprowadzeniu do organizmu musi przej$¢ kilka etapow aby
uzyskac¢ odpowiedni efekt farmakologiczny. Antybiotyki ulegajg biotransformacji
w watrobie, nerkach, krwi oraz $cianach jelita cienkiego.Powstate metabolity dzieli
si¢ na aktywne, nicaktywne, toksyczne lub te, ktore pod wplywem odpowiednich
czynnikow fizycznych przeksztalcajg si¢ w zwiazek pierwotny. W zaleznosci od
rodzaju  wytwarzanego  metabolitu, aktywno$§¢  przeciwdrobnoustrojowa
1 toksyczno$¢ zwiazku pierwotnego moze wzrosnaé, co moze skutkowaé pewnymi
ograniczeniami W stosowaniu antybiotykow [7]. Analiza biotransformacji
potencjalnych lekow jest obowigzkowym etapem badan przedklinicznych. W tym
celu mozliwe jest zastosowanie kilku podjesé, takich jak in silico, in vitro, in vivo
oraz badan elektrochemicznych (Rys. 3.).

BADANIE
METABOLIZMU
LEKOW

Elektrochemia

Rysunek 3. Wybrane metody badania metabolizmu antybiotykéw B-laktamowych
Figure 3. Selected methods of B-lactam antibiotics metabolism research
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2. PODEJSCIE IN SILICO W BADANIU METABOLIZMU
ANTYBIOTYKOW BETA-LAKTAMOWYCH

Los podawanych antybiotykow P-laktamowych, a takze wszystkich innych
lekow determinowany jest przez ich metabolizm w organizmie. Zaleza one od
trzech glownych faz metabolizmu. Pierwsza faza polega na wprowadzeniu grupy
reaktywne] poprzez utlenianie, redukcje lub hydrolize faza druga na koniugacji
z roéznymi ugrupowaniami natomiast faza trzecia na usuwaniu metabolitow
z komorek watroby 1 jelit. Najwazniejsze izoenzymy fazy pierwszej naleza do
cytochromu P450 (CYP), poniewaz wytwarzajg najwigce] metabolitOw pierwszej
generacji 1 majg wysoki udzial metabolitow toksycznych 1/lub reaktywnych[8]. Na
etapie projektowania lub modyfikowania nowych antybiotykow B-laktamowych
istotne jest posiadanie wiedzy o ewentualnych miejscach szczegdlnie podatnych na
dziatanie enzymow metabolizujacych.

Nowoczesne podejscia  eksperymentalne pozwalaja na szczegdlowe
wyjasnienie absorpcji, dystrybucji, mechanizmu, wydalania i toksycznosci, ale sa
kosztowne 1 czasochlonne, dlatego pozadane jest opracowanie skutecznych
1 niezawodnych metod in silico [9]. Na poczatku lat 60. opracowana zostala
koncepcja ilosciowej zaleznosci struktura-aktywnos$¢ (ang. Quantitative structure-
activity relationship, QSAR), pozniej szeroko stosowana w odkrywaniu lekow.
Koncepcja zaktada, Zze czgsteczki o podobnej strukturze potencjalnie wykazuja
podobng aktywno$¢ chemiczng 1 biologiczng.Podejscie QSAR wykorzystuje
eksperymentalne zbiory danych obejmujace aktywnos¢ biologiczng zwigzkow
chemicznych; ich cechy chemiczne 1 fizyczne, jak réwniez statystyczne metody
korelacji tych cech z aktywnoscia biologiczna [10]. Modele QSAR, ktore
przewidujg przemian¢ metaboliczng zwigzkow endogennych lub egzogennych, sg
skonstruowane dla enzymdéw watrobowych z rodziny CYP450 jako zwigzkow
dostarczajacych cennych informacji do wirtualnego badania skutecznosci lekow na
duzg skale [11].

Obecnie stosuje si¢ zaawansowane metody oparte na uczeniu maszynowym
definiowanego jako metoda obliczeniowa uczaca si¢ na podstawie zestawu danych
testowych celem zbudowania modelu klasyfikowania nieznanych danych. Szybki
postep w opracowywaniu nowych metod uczenia maszynowego pozwolito na
rozw9j tysigcy modeli QSAR do dokladniejszego przewidywania metabolizmu
lekow [12]. Uczenie maszynowe lepiej nadaje si¢ do wyodrebniania
nieparametrycznych 1 nieliniowych relacji ze zbiorow danych, co umozliwia
tworzenie modeli in silico o lepszej wydajnosci predykcyjnej [13]. Zastosowanie
podejs¢ do uczenia maszynowego we wspolczesnym odkrywaniu lekow
przyspieszylo proces skanowania i filtrowania nieskutecznych zwigzkow, osiagajac
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znaczng redukcje czasu 1 kosztow w poréwnaniu z eksperymentalnymi metodami
przesiewowymi [14].

W dziedzinie komputerowego wspomagania odkrywania lekéw uczenie
maszynowe od niedawna stosuje si¢ w celu przewidywania interakcji migdzy
ligandem a biatkiem docelowym [15]. W ostatnich latach zwrocono uwage na
przewidywanie toksycznosci lekow z wykorzystaniem sieci neuronowych, ktore sg
jednymi z metod uczenia maszynowego [16]. Poznanie whasciwosci strukturalnych
biatka umozliwia zaprojektowanie skutecznych ligandow, a tym samym
stwierdzenie czy dany lek bedzie aktywny terapeutycznie, nieaktywny czy
toksyczny. Najnowoczesniejsze oparte na identyfikacji miejsca metabolizmu
obejmuja dokowanie obliczeniowe oraz dynamike molekularna. Metody dokowania
zostaly skrupulatnie zastosowane do przewidywania in silico toksycznosci
antybiotykow [-laktamowych, co pozwala na identyfikacje wigzania zwigzku
wiodacego z niekorzystnymi biatkami oraz przewidywanie niepozadanych skutkow
ubocznych [17].

W oparciu o powstale algorytmy zaprojektowano wiele programow
komputerowych umozliwiajacych przewidywanie metabolizmu nowych czgsteczek
o aktywnosci biologicznej. Jednym z takich programoéw jest stworzony przez firme
Molecular Discovery Ltd., MetaSite, bazujacy na strukturze 2D substratu 1 3D
enzymu. Program obejmuje obliczenie dwoch zestawow deskryptorow, jednego dla
enzymu CYP i jednego dla potencjalnego substratu, reprezentujacych odpowiednio
chemiczny odcisk palca enzymu i substratu [18]. Innym programem jest Meteor
(Lhasa Ltd.), stanowigcy baz¢ danych dotyczacg zaleznosci pomigdzy strukturg
danej czasteczki, a kierunkiem jej biotransformacji (reakcje I 1 II fazy). Dzigki temu
mozliwe jest przewidzenie nie tylko powstajagcych metabolitow, ale roéwniez
okreslenia prawdopodobienstwa ich wystapienia in vivo [19].

Powaznym problemem jest jednak niespojnos¢ dostepnych danych
eksperymentalnych wykorzystywanych do budowy modeli in silico. Wynika to ze
zmiennosci biologicznej 1 bledow technicznych, ktéore mogg prowadzi¢ do btednych
danych [20]. Metody in silico stanowia ogromng innowacje w wysitkach
zmierzajgcych do przewidywania losu lekow, jednak konstrukcja wiarygodnych
modeli predykcyjnych ciagle pozostaje wyzwaniem [21-22].

3. PODEJSCIA IN VI TRO W BADANIACH METABOLIZMU
ANTYBIOTYKOW BETA-LAKTAMOWYCH

Dla wigkszosci antybiotykow B-laktamowych gléwng drogg eliminacji jest
biotransformacja przy udziale izoenzyméw cytochromu P450. Ich dziatanie ma na
celu przeksztalcenie docelowych zwiazkow w  bardziej polarne. Tak
zmodyfikowane leki mogg by¢ rowniez wykorzystane jako substraty w reakcjach
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fazy II. Glowne izoformy ludzkiego CYP biorgce udzial w metabolizmie lekoéw to
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El oraz CYP3A4,
z ktorych ta ostatnia jest odpowiedzialna za przemiang prawie 50% znanych
zwigzkow biologicznie aktywnych. Do kluczowych enzymoéw fazy II zaliczyc
mozna zalezng od UDP (urydyno-5’-difosforan) glukuronozylotransferaze (UGT),
sulfotranferazg fenolowg (PST), sulfotransferaze estrogenu (EST) i1 S-transferaze
glutationu (GST). Podobnie jak CYP, enzymy II fazy rowniez istniejg w postaci
wielu izoform (Rys. 4). Przebieg biotransformacji jest kluczowym wyznacznikiem
waznych wlasciwosci leku, w tym stabilno$ci metabolicznej, interakcji lek-lek oraz
jego toksycznosci [23-25].

Drogi metabolizmu Gtéwne izoformy
lekéw CYP450

NAT MAO
FMO

2F1 2B6

1A2

Esterazy

Glukuronidacja

Rysunek 4.  Izoenzymy cytochromu P450 biorace udzial w metabolizmie antybiotykéw B-laktamowych
Figure 4. Cytochrome P450 isoenzymes involved in B-lactam antibiotics metabolism

Najwiekszym wyzwaniem w badaniach nad metabolizmem antybiotykow
B-laktamowych u ludzi jest to, aby dokona¢ wiarygodnych ekstrapolacji z modelu
in vitro lub in vivo w praktyce klinicznej. Dlatego tez celem jest stworzenie
warunkow eksperymentalnych zapewniajacych uzyskanie produktow analogicznych
do tych, ktore powstaja naturalniec w ludzkim organizmie. W zwigzku z tym
opracowano kilka modeli in vitro m.in. supersomy ludzkiego CYP 1 UGT,
mikrosomy ludzkiej watroby, frakcje cytozolowa 1 S9 ludzkiej watroby, linie
komorkowe watroby, transgeniczne linie komorkowe, hepatocyty, skrawki watroby
oraz izolowang perfundowang watrob¢. Dominujacym czynnikiem wplywajacym na
wyniki badan in vitro jest jako$¢ pobranego materialu. Optymalny system
modelowy zalezy od wielu czynnikéw. Zalicza si¢ do nich m.in. podobienstwo
in vivo, koszt, dostepnos¢ oraz wzgledy etyczne [23-25].
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4. INKUBACJA ANTYBIOTYKOW BETA-LAKTAMOWYCH
Z ENZYMAMI WATROBOWYMI FRAKCJI MIKROSOMALNEJ

Ponad 90% reakcji oksydacyjnych fazy I metabolizmu jest katalizowanych
przez monooksygenazy obecne w watrobie z tego tez wzgledu w badaniach
metabolicznych jako narzedzie in vitro powszechnie stosowane sa mikrosomy
ludzkiej badz zwierzecej watroby. Takie podejScie sprawia, ze enzymy dziatajg
w swoim naturalnym srodowisku, umozliwiajgc tym samym powstawanie petnego
zakresu produktow metabolicznych. Roztwor enzyméw frakcji mikrosomalnej
otrzymuje si¢ poprzez homogenizacj¢ watroby, a nastgpnie wirowanie homogenatu
przy 9.000-10.000 x g w celu uzyskania frakcji supernatantu (znanej jako S9 lub
S10). Dalsze wirowanie uzyskanej frakcji przy 100.000 x g prowadzi do powstania
osadu mikrosomalnego zawierajacego enzymy odpowiedzialne za reakcje fazy I,
w tym monooksygenazy cytochromu P450 [23-25].

Najwigkszymi zaletami mikrosomow sg przede wszystkim niskie koszty,
prostota uzycia oraz fakt, ze jest to najlepiej scharakteryzowany system in vitro
wykorzystywany do badan biotransformacji antybiotykéw p-laktamowych. Poza
nimi istnieja jednak pewne wady. Po pierwsze, wynikow uzyskanych dla
mikrosoméw ludzkiej watroby nie mozna wykorzysta¢ do ilosciowej oceny
metabolizmu cztowieka in vivo, poniewaz CYP 1 UGT nie konkurujg z innymi
enzymami, co ma miejsce W naturalnych warunkach. Skutkuje to szybsza
biotransformacjg leku w poréwnaniu nie tylko z sytuacja in vivo u ludzi, ale takze
z hepatocytami i skrawkami watroby. Ponadto brak innych enzymoéw (np. NAT,
GST, ST) i1 ko faktorow cytozolowych moze doprowadzi¢ do pominigcia
metabolitow powstalych w nienaruszonych komorkach watroby [23-25].

Do oznaczania 1 identyfikacji substratow powstajacych w wyniku reakcji
enzymatycznych powszechnie stosowana jest chromatografia cieczowa potaczeniu
z réznymi systemami detekcji.

5. ZASTOSOWANIE REAKTORA ELEKTORCHEMICZNEGO
I SPEKTROMETRII MAS

W  celu zbadania metabolizmu antybiotykow B-laktamowych przed
zastosowaniem ich u ludzi istnieje szereg mozliwosci, od badan in vifro po oceng
in vivo na zwierzgtach doswiadczalnych. Modele zwierzece dostarczajg informacji
o metabolitach, ktore moga si¢ tworzyé w wyniku biotransformacji zwigzkow
w organizmie ludzkim. Z drugiej strony probki biologiczne stanowig na tyle
ztozong matrycg, ze chcagc wykorzystaé wezesniej wspomniane metody in vitro,
pojawiajg si¢ pewne ograniczenia w izolowaniu powstatych produktow
metabolizmu. Jedno z najbardziej postepowych narzedzi analitycznych do badania
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metabolizmu  antybiotykow  f-laktamowych stanowi obecnie polgczenie
elektrochemii oraz spektrometrii mas (EC-MS). Jest to czysto instrumentalna
metoda symulacji metabolizmu oksydacyjnego. Poczatkowo metoda ta
wykorzystywana byla do badania reakcji redoks rdéznych bioczasteczek.
Rozszerzenie systemu EC-MS o mozliwos¢ rozdzielenia przy zastosowaniu
chromatografii cieczowej sprawito, ze zostal on z powodzeniem zastosowany do
symulacji metabolizmu wielu zwigzkéw biologicznie aktywnych, w tym
antybiotykowp-laktamowych [24,25]. Podczas metabolizmu in vivo bezposrednio
po reakcjach fazy I nastgpuje tworzenie koniugatow w fazie II. Mozliwe jest
elektrochemiczne nasladowanie obu etapow w pojedynczym eksperymencie, co
zostalo juz zbadane na przykladzie sprzegania lekow kardiologicznych
1 immunosupresyjnych [26-28].

Sprzezenie EC-MS z chromatografig cieczowa moze odbywac si¢ na dwa
sposoby. Pierwszy z nich zaklada, ze badanie elektrochemicznej konwersji
dowolnej pojedynczej substancji ze ztozonej mieszaniny wymaga jej rozdzielenia.
W tym celu wykorzystuje si¢ procedur¢ obejmujgca rozdzielanie poszczegdlnych
sktadnikow metoda chromatografii cieczowej jako etap poczatkowy, a nastgpnie
elektrochemiczng obrobke oraz wykrywanie za pomoca spektrometrii mas (Rys.
2.a). W ten sposob jednorazowo wykrywane sa tylko produkty reakcji jednego
zwigzku. W drugim natomiast czysty material wyjsciowy jest najpierw utleniany
elektrochemicznie. Aby rozrézni¢ rézne formy izomeryczne metabolitéw oraz
oceni¢ ich polarnos¢, produkty rozdzielane sg metodg chromatografii cieczowe;,
a nastepnie wykrywane spektrometrig mas (Rys. 2.b).

Utlenianie  zwigzkow  przeprowadza si¢ w  cienkowarstwowej celi
elektrochemicznej wyposazonej w trzy elektrody: pracujaca (WE), pomocniczg
(AUX) oraz odniesienia (REF). Potencjat elektrochemiczny wytwarzany jest za
pomoca potencjostatu. Aby dokona¢ obserwacji otrzymanych produktow utlenienia
cele elektrochemiczng taczy si¢ bezposrednio ze zrodlem jonéw spektrometru mas.
W wyniku liniowego zwigkszania potencjatu elektrody pracujacej otrzymuje si¢
woltamperogramy masowe przedstawiajace zmieniajacg si¢ intensywno$¢ sygnatow
leku 1 jego produktéw elektrochemicznych w zaleznosci od przytozonego napigcia.

Obserwowane procesy obejmuja to m.in. reakcje N-dealkilacji, S- 1 P-
utleniania, utleniania alkoholu 1 dehydrogenacji. Reakcje zapoczatkowane poprzez
przeniesienie atomu wodoru nie mogg by¢ imitowane przez bezposrednie utlenianie
elektrochemiczne, np.  O-dealkilacja  czy  alifatyczna  hydroksylacja
niepodstawionych piercieni aromatycznych, co wynika ze zbyt wysokiego
potencjatu utleniajgcego niezbgdnego do inicjacji procesu. Ponadto nalezy
zauwazyc¢, ze reakcje katalizowane enzymatycznie sg regioselektywne, podczas gdy
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utlenianie elektrochemiczne jest chemoselektywne 1 daje produkty powstajace
z miejsc najbardziej labilnych [26-28].

Nasladowanie mechanizmu dziatania CYP450 za pomoca EC-MS pozwala na
szybsza 1 znacznie latwiejszg analiz¢ metabolitow, a co za tym idzie, moze by¢
prowadzona na szersza skale. Powstajace produkty charakteryzuja si¢ wysoka
czystoscig 1 jest ich na tyle duzo, Ze moga zosta¢ wykorzystane jako wzorce
w kolejnych badaniach. Liczne prace pozwolity na pordéwnanie reakcji
elektrochemicznych szeregu zwiazkow biologicznie aktywnych (z réznymi grupami
funkcyjnymi) z reakcjami obserwowanymi w mikrosomach watroby. Metabolity
powstajace dzigki EC-MS pokazuja, ze istnieje duze podobienstwo pomiedzy
reakcjami przeprowadzanymi przez CYP450 a reakcjami elektrochemicznymi
zachodzacymi w odpowiednich warunkach eksperymentalnych.

Redukcja

Utlenianie

REAKCIA
ROZDZIELENIE ELEKTROCHEMICZNA IDENTYFIKACJA

potengjostat :
REAKCJA
ELEKTROCHEMICZNA  ROZDZIELENIE IDENTYFIKACJA
potencjostat

(= o
on-line

Rysunek 5. Schemat konfiguracji LC/EC/MS (a) oraz EC/LC/MS (b)
Figure 5. Scheme of LC/EC/MS (a) and EC/LC/MS (b) setup
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6. METODY ANALITYCZNE W OZNACZENIU I IDENTYFIKACJI
ANTYBIOTYKOW BETA-LAKTAMOWYCH W PROBKACH
BIOLOGICZNYCH

Techniki analityczne stosowane do wielowymiarowe] analizy metabolitow
antybiotykow B-laktamowych, w uktadach biologicznych muszg cechowac sig
wysokg dokladnoscig, specyficznoscig i selektywnoscia w celu monitorowania
wielu znanych 1 nieznanych czasteczek o zroznicowanych wiasciwosciach
fizykochemicznych 1 masach czgsteczkowych. Jak dotad, nie wybrano jedne;j
doktadnej metody analitycznej, ktora pozwolitaby na identyfikacj¢ wszystkich
obecnych metabolitow. Sposréd metod analitycznych wykorzystywanych
w metabolomice powszechnie stosuje si¢ technik¢ magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR, ang. Nuclear magnetic resonance), spektroskopii Ramana oraz
spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR, ang. Fourier
transform infrared spectroscopy) w polaczeniu z technikami chromatograficznymi
1 elektromigracyjnymi. Spektrometria mas jest obecnie najwazniejsza metodg
identyfikacji substancji wykorzystywana w metabolomice. Zalety tej techniki to
przede wszystkim bardzo wysoka czuto$¢ oraz niewielka ilosci probki (pl)
potrzebna do analizy. Nalezy jednak pami¢taé, ze wybor zrodia jondw, analizatora
mas, trybu akwizycji 1 parametréw instrumentalnych dla danej analizy zaleza od
wilasciwosci fizykochemicznych badanych analitow oraz celow eksperymentalnych
(jakosciowych lub ilosciowych).Najczesciej stosowanym polgczeniem  jest
sprzgzenie spektrometrii mas 1 technik chromatograficznych (chromatografia
cieczowa, gazowa), o czym S$wiadcza liczne publikacje naukowe. Techniki te
charakteryzuje wysoka czulos¢ 1 selektywnos¢ wzgledem badanych analitow
[29,30]. Obie te techniki sg urozmaicone poprzez zastosowanie réznych zrodet
jonow, analizatorow mas, trybu akwizycji 1 parametrow instrumentalnych.

Metoda LC-MS zajmuje si¢ oznaczaniem polarnych i niepolarnych zwigzkow.
Istnieje wiele technik chromatografii cieczowej, lecz obecnie w potaczeniach ze
spektrometrami mas zastosowanie znajdujg dwie techniki chromatograficzne:
wysokosprawna (HPLC) i ultrawysokosprawna (UHPLC) chromatografia cieczowa.
UHPLC to lepsza 1 bardziej zawansowana technika chromatografii cieczowej niz
HPLC. Poprzez zastosowanie bardzo matych rozmiaréw ziaren w kolumnie (1,7
um) oraz wysokiego cisnienia (60 MPa) mozna uzyska¢ wigkszg sprawnosc¢
kolumny, wieksza czulos¢, skrocenie czasu analizy oraz mniejsze zuzycie
odczynnikéw. Mimo roznic obie te techniki sg szeroko wykorzystywane w badaniu
metabolitow antybiotykow B-laktamowych.Najczgsciej stosowang fazg stacjonarng
do tego typu badan jest kolumna z faza odwrocona (RP, ang. Reverse phase),
w ktorej do zelu krzemionkowego przylgczone sg tancuchy alkilowe C8 lub C18.
Przy rozdzieleniu bardzo polarnych zwigzkow stosuje si¢ kolumny z wypelnieniem
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hydrofilowym (HILIC, ang. Hydrophilic interaction chromatography) oraz
kolumny chromatograficzne wypetnione niemodyfikowanym zelem
krzemionkowym (NP, ang. Normal phase) [31,32]. Faza ruchoma powinna
zawierac lotne rozpuszczalniki, ktore nie beda si¢ osadza¢ we wngtrzu spektrometru
mas. W tym celu stosuje si¢ lotne dodatki, takie jak kwas mrowkowy lub octowy
(0,1%), albo ich sole — octan amonu/mréwczan amonu (2—-10 mmol/l). Do
najpopularniejszych technik stosowanych do wykrywania 1 identyfikacji
metabolitow antybiotykow f-laktamowych naleza: jonizacja typu elektrorozpylanie
(ESI, ang. Electrospray ionization), jonizacja chemiczna pod cisnieniem
atmosferycznym (APCI, ang. Atmospheric pressure chemical ionization) 1 jonizacja
laserowa wspomagana matryca pod cisnieniem atmosferycznym (API-MALDI, ang.
Atmospheric pressure ionization-matrix assisted laser desorptionion/ization).
W technice tej mozna wykorzystywac rézne analizatory mas, takie jak analizator
czasu przelotu (TOF), wysokorozdzielczy analizator mas typu Orbitrap oraz
pulapke jonow (IT, ang. lon trap), lecz coraz czg¢sciej zastosowanie znajdujg uktady
analizatorow w tandemowych spektrometrach mas (MS/MS), gdzie wystepuja dwa
analizatory 1 komora zderzen. Do najpopularniejszych ukladow MS/MS naleza:
potrdjny kwadrupol (QQQ) 1 analizator czasu przelotu w polaczeniu z kwadrupolem
(Q-TOF) (Tab. 1).

Technikg $cisle zwigzang z chromatografig jest rowniez elektroforeza kapilarna
(CE, ang. Capillary electrophoresis). To stosunkowo nowa technika stosowana do
oznaczania identyfikacji réznych lekow, w tym antybiotykow P-laktamowych.
W zaleznoéci od mechanizmu separacji wyr6zni¢c mozna elektroforeze stref
kapilarnych  (CZE, ang. Capillary  zone electrophoresis), micelarng
elektrokinetyczng chromatografie kapilarng (MEKC, ang. Micellar electrokinetic
chromatography), elektroforez¢ kapilarng w uktadzie niewodnym (NACK, ang.
Non-aqueous capillary electrophoresis) oraz izotachoforeze kapilarng (CITP, ang.
Capillary isotachophoresis). Istotng zaleta CE jest jej dostepnos¢ i prostota
wyposazenia, a takze zastosowanie niewielkich stezen rozpuszczalnikow
organicznych w buforze oraz przede wszystkim krotki czas trwania analizy
1 wysoka skuteczno$¢ separacji analitow, w tym antybiotykow B-laktamowych.

Wigkszos¢  proponowanych  metod elektroforetycznego  rozdzielenia
antybiotykowp-laktamowych w réznych matrycach opiera si¢ na wykorzystaniu
roznych sposobow detekcji, w tym spektrofotometrii (UV) w potgczeniu z matryca
diodowa (DAD, ang. Diode array detection), fluorescencji (FD, ang. Fluorescence
detection), detekcji elektrochemicznej (ECD, ang. Electrochemical detection) oraz
fluorescencji wzbudzonej laserem (LIF, ang. Laser induced fluorescence). Ponadto
ostatnio stosowane sg rowniez inne, bardziej nowatorskie metody detekcji, takie jak
bezkontaktowe wykrywanie przewodnosci (C*D, ang. Capacitively coupled

177



PUBLIKACJA [P4]

125

ANALITYKA ANTYBIOTYKOW B-LAKTAMOWYCH

contactless conductivity detection) czy wykrywanie potencjalnego gradientu (PGD,
ang. Procedure design gradient).

Tabela 1. Poréwnanie parametrow réoznych analizatorow mas stosowanych w identyfikacji antybiotykow
B-laktamowych
Table 1. Comparison of parameters of various mass analyzers applied for identification of fB-lactam
antibiotics
§ Pulapka Analizator czasu p
Parametr Kwadrupol (Q) jonowa (IT) przelotu (TOF) Orbitrap
Szybkos¢
zbierania danych 2-10 2-10 10-100 1-18
[Hz]
Dokladnos$¢
pomiaru masy Niska Niska 1-10 1-5
[ppm]
ZaKkres pomiaru <3000 <6000 <100 OQO b'cz <6000
masy, m/z ograniczen
Rozdzielczos$¢ Jednostka Jednostka < 50 000 <500 000
. Latwa aplikacja Duza szybko$¢ Duza doktadno$¢
Fatwa aplikacja fsnvich si6del K ) .
oziryeh Sbdel roznych zrode skanowania pomiaru masy
P/ vt jonizacji Szeroki zakres Mozliwos¢ analizy
Zalety jonizacji
: Szeroki zakres mas w dwoch
Szeroki zakres " . - .
d o dynamiczny Duza dokladnosé polaryzacjach
ynamiczny = : : A
MS pomiaru masy jednoczesdnie
Niska
rozdzielczos¢ Niska
Mata § s 5% 7
% rozdzielczos¢ Mniejsza szybkos¢
dokladnos¢ A
S Mata skanowania w
%V : y dokladnos¢ Wezszy zakres poréwnaniu z Q-
aski zakres 3 4
Wady pomiaru masy dynamiczny w TOF
mas Waski zakres poréwnaniu z Q Wezszy zakres
Mata szybkos¢ 4 4
: mas dynamiczny w
skanowania Mata szybkosc orownaniu z Q
MS/MS wymaga Y0NS p
. skanowania
kilku
analizatoréw

MS — spektrometria mas, m/z — stosunek masy do fadunku elektrycznego,” — wielokrotna fragmentacja

UWAGI KONCOWE

Zwigzki biologicznie aktywne, w tym antybiotyki B-laktamowe, wyst¢puja
w probkach biologicznych na stosunkowo niskich poziomach stezen. Istotnym etapem
w analizie lekow dla potrzeb metabolomicznych jest wybor metody przygotowania
probki. Badania te wymagaja rowniez aplikacji odpowiedniej techniki analitycznej dla
oznaczenia endogennych metabolitow obecnych w matrycy biologicznej. Poszukiwanie
alternatywnych metod badania biotransformacji antybiotykéw B-laktamowych jest
bardzo pozadane, ze wzgledu na mozliwosc¢

zmniejszenia liczby zwierzat

doswiadczalnych wykorzystywanych w badanych biomedycznych.
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Abstract: The aim of this study was to examine the synthesis of novel molecularly imprinted polymer
(MIP)-coated polythiophene and poly(3-methylthiophene) solid-phase microextraction fibers using
the direct electropolymerization method. Synthesized SPME fibers were characterized with the
use of various physicochemical instrumental techniques. MIP-SPME coatings were successfully
applied to carry out the selective extraction of selected antibiotic drugs (amoxicillin, cefotaxime,
metronidazole) and their metabolites (amoxycilloic acid, amoxicillin diketopiperazine, desacetyl
cefotaxime, 3-desacetyl cefotaxime lactone, hydroxymetronidazole). Solid-phase microextraction
parameters for the simultaneous determination and identification of target compounds were opti-
mized using the central composite design (CCD), and they accounted for 5-15 min for desorption
time, 3-10 for the pH of the desorption solvent, and 30-100 uL for the volume of the desorption
solvent. High-performance liquid chromatography and mass spectrometry (MS) detectors such as
quadrupole time-of-flight (Q-TOF MS) and triple quadrupole (QqQ MS) were applied to determine
and to identify selected antibiotic drugs and their metabolites. The MIP-coated SPME are suitable
for the selective extraction of target compounds in biological samples from patients in intensive
care units.

Keywords: antibiotics; electropolymerization; human plasma; mass spectrometry; polythiophene;
poly (3-methylthiophene); solid-phase microextraction

1. Introduction

The miniaturization of analytical techniques observed in recent years is the result of
the use of the most advanced technologies. It is connected with the necessity to develop
more and more sensitive and precise analytical methods [1,2]. Modern medicine has a
large variety of drugs used to combat various diseases caused by bacteria. Moreover,
the rapidly growing number of microbial strains resistant to particular chemotherapeutic
agents forces us to conduct further research [3]. The huge diversity of samples due to
the composition and aggregate state of the matrix requires the use of many techniques of
the sample preparation to extract the tested compounds and to purify them prior to the
determination and identification step. An important stage in the preparation of the sample
for the final analysis is its isolation and/or enrichment, which consists in transferring the
analytes from the primary matrix to the secondary matrix with the simultaneous removal
of interfering substances (isolation) and increasing the concentration of the analytes to
a level above the quantification limit of the analytical methodology (enrichment) [1,4,5].
The application of extraction techniques such as the liquid-liquid extraction (LLE), the
solid-phase extraction (SPE), and the super fluid extraction (SFE) allows us to separate
the analyte from the matrix, to eliminate or reduce interferences from other components,
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and to enrich the analyte to a level that allows for the appropriate determination. It is
advantageous for the process to take place in one step. In the era of “green chemistry”, it
is more and more difficult to justify the use of analytical methods with the use of large
amounts of toxic solvents at any stage of the sample preparation. Hence, solvent-free
methods are preferred [1-5].

One of the newest techniques applied to isolate organic compounds is the solid-phase
microextraction (SPME) due to the short extraction time, the fact that no solvents are
needed, and the simplicity of the analysis [6]. The SPME technique is based on the ad-
sorption of compounds on the absorbent layer covering the fiber and introducing them
directly into the sample. The SPME is applied in case of various biological matrices, such
as whole blood, plasma, urine, breath gas, food, and natural products [6-8]. The technique
represents an analytical tool for the development of simple and selective medical diag-
nostics from samples in vitro, ex vivo or in vivo [9-11]. Most applied SPME coatings are
commercially available. However, in the recent years, studies have been focused on the
development of fibers with coatings on metal support [12-14]. Among these, electrocon-
ductive polymers including polypyrrole, polythiophene and poly(3-methyltiophene) are
identified as promising candidates for the selective extraction of drugs in bioanalytical
applications [15-20]. However, depending on the chemical nature of the isolated com-
pounds, fibers with different sorption properties are used. The type of microextractive fiber
coating and its thickness are selected on the basis of the polarity of the extracted analytes
and the size of their particles. The type of stationary phase that the SPME fiber is covered
with determines the sensitivity and selectivity of the method. Imprinted polymers, mostly
molecularly imprinted polymers, are increasingly used as selective sorbents [21-23].

The purpose of this study was to prepare new MIP-coated SPME fibers by the elec-
trochemical polymerization approach with relevant compounds as templates. For this
reason, we performed deeper physico-chemical characteristics of the obtained materials
with the use of different instrumental techniques. It should be mentioned that there are
no available papers to study the recognition mechanisms of amoxicillin, cefotaxime and
metronidazole as templates for extraction with the use of MIP-coated SPME fibers from
real samples from patients. Moreover, in this contribution, we described with the use of
the SPME-LC-MS/MS approach the determination and identification of the three antibiotic
drugs in the human plasma samples from patients in the intensive care unit.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals and Reagents

All reagents and organic solvents were of analytical grade. Thiophene (99%) and
3-methylthiophene (98%) were purchased from Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Germany).
Amoxicillin (AMOX), cefotaxime (CEF), and metronidazole (MET), as well as their metabo-
lites amoxycilloic acid (AMA), amoxicillin diketopiperazine (AMD), desacetyl cefotaxime
(CEF-dAce), 3-desacetyl cefotaxime lactone (CEF-d AceLac), and hydroxymetronidazole
(MET-OH), were supplied by Novartis Pharma GmbH (Nuremberg, Germany). Water was
purified with a Milli-Q Purification System (Millipore, Bedford, MA, USA). Real samples from
patients (human plasma) were kindly provided by Nicolaus Copernicus University, Collegium
Medicum (Torun, Poland), with the Bioethical Commission’s permission (no. 585/2017).

2.2. MIP-SPME Coating Preparation

MIP-SPME fibers were synthesized with the use of the electrochemical polymerization
(Table 1). The preparation procedure was based on the home-made set-up system coupled
with the potentiostat-galvanostat. In polymerization, 0.4 M thiophene (with CEF or MET),
or 0.1 M 3-methyltiophene (with AMOX) solutions in 0.1 M tetrabutylammonium tetraflu-
oroborate (C4Hog)sN(BF;) in ACN were used, respectively. Dynamic voltamperometry
in the meaning of the Linear Sweep Voltammetry (LSV), with threshold potentials from
—0.2to +2.5V for PTh and from —0.2 to +3.0 V for PMeTh, was applied. The electropoly-
merization was performed with a scan rate on 50 mV /s and 7 scans. Stainless steel (SS),

183



Materials 2021, 14, 4886

PUBLIKACJA [P5]

30f22

Ni-Cr, used as a working electrode was conditioned with a mixture of acetonitrile and
water (80:20, v/v) to remove the contamination and then dried at ambient temperature
before each research investigation. Additionally, SS wires were cyclic-potential-scanned
within the potential range —0.2—+1 V in 0.1 M (C4Hg)4N(BEy) solution regarding the redox
peak obtained. Afterwards, the imprinted polymers were conditioned with respect to
removing the template in 0.2 M Na,HPOy (in EtOH) in case of AMOX, or in 0.05 M NaOH
(in MeOH) in case of CEF and MET applying potential cycling in a range from 0 to +1.2 V.
Control SPME coatings were synthesized under the same electropolymerization conditions

but without adding the antibiotic drugs to the reagent solution.

Table 1. Parameters of the electrochemical synthesis of polythiophene and poly(3-methylthiophene) coatings.

Parameter Monower
Thiophene 3-methylthiophene
Potential range [V vs. Ag/Ag™] —02+25 -02-+30
Polymerization rate [mV/s] 50 50
System balancing time [s] 0 0
Number of repetitions (scans) 7 3
Monomer concentration [mol/dm?] 0.40 0.10
Base electrolyte concentration [mol/L] 0.1 0.1
The length of the fiber coverage [mm] 15.0 15.0
Thickness of the fiber coverage [pm] 285-295 110-160
Organic carbon content [%] 45.9 57.2
Concentration of the functional monomer [mol/L] 3205 //IF’IT}:S[E"l;é 1.5/PMeThAMOX/
Template concentration [pg/mL] 0032;3?;{ / 0.1/AMOX/
Medium used for electrodesorption PR M N/ Mect] M
/PThCEF, PThCEF/ Na;HPO4/EtOH/PMeThAMOX/
Potential range, MIP [V vs. Ag/Ag™] 0-1.2 0-1.2

Polymer (product) E
\_/

2.3. Apparatus and HPLC-MS Analysis Conditions

The determination and identification of selected antibiotics and their metabolites were
carried out using an HPLC Agilent 1290 Series system (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) equipped with an ESI interface, a 6540 UHD accurate mass Q-TOF detector
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) and Mass Hunter software (B.04.01, Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) for instrumental control and data collection. The
chromatographic XDB-C18 1.8 um 4.6 x 50 mm column (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) was maintained at 30 4 0.5 °C. The mobile phase was composed of 0.1% HCOOH
with acetonitrile (25:75, v/v) dosed at a flow rate of 0.4 mL/min, while the injected sample
volume was 1 uL. Moreover, quadrupole time-of-flight mass spectrometric measurements
(LC-MS/MS Shimadzu (Kyoto, Japan)) were performed using electrospray ion source
operating in positive ion mode (ESI(+)), with the following set of operation parameters:
capillary voltage (CV), 3.5 kV; octopole voltage (OV), 800 V; skimmer voltage (SV), 50 V;
drying gas temperature (DGT), 295 °C; shielding gas temperature (SGT), 315 °C; fragmentor
voltage (FV), 195 V.
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The liquid chromatograph was equipped with two LC-30AD pumps, the SIL-30AC
autosampler and the CTO-20AC thermostat (Kyoto, Japan). The electrospray ionization
(ESI) was applied in the positive ion mode, due to the positive charge located in the chemical
structure of target compounds. Full-scan mass spectra (MS) were recorded within the mass
range of m/z 150-500 followed by precursor ions (MS/MS) for m/z 100-450 (Table 2). The
following operation parameters of MS/MS were applied: the gas flow rate was 6 L/min;
the nebulizer gas pressure was 40 psi; the capillary voltage was 3500 V; the fragmentor
voltage was 135 V; the drying gas temperature was set at 290 °C.

Table 2. Mass spectrometry parameters applied for the determination and identification of relevant antibiotics and their
metabolites in human plasma.

Molecular ion, CE (eV); 5
Compound iz Q1, m/z Q3, mlz for Q1, Q3 DGT (°C) F CV (V)
s 366 114 349 22,36 320 150 3500
B-lactams
AMA‘ 384 189 323 27,24 320 150 4000
metabolite
AMD. 366 134 337 29,35 320 150 4000
metabolite
CEE 456 396 342 29,30 290 110 4500
-lactams
CEE-DRCLAC 39 336 282 31,28 290 110 4500
metabolite
” .M.ET 172 128 - 25 320 150 3500
nitroimidazoles
MET-OH 188 126 144 29,31 320 150 3500
metabolite

Q1—Quantifier ion; Q3—Qualifier ion; CE—Collision energy; DGT—Drying gas temperature; F—Fragmentor; CV—Capillary voltage.

The obtained results were collected with the use of the following programs: Agilent
Mass Hunter software version B.04.01 and LabSolution version 5.8. Moreover, they were
further processed using Microsoft Excel. The instrument operated in the extracted ion
chromatogram (EIC) and product ion modes, respectively.

2.4. SPME—Optimization of Extraction Parameters

The optimization of the extraction with the use of the MIP-SPME of target compounds
was performed with the use of the central composite design (CCD). Three independent
variables of extraction on three levels were optimized using the response surface method-
ology (RSM). The optimized parameters were the desorption time (5-15 min), the pH of
the desorption solvent (3-10), and the volume of the desorption solvent (30-100 uL). An
optimization study for the three parameters was performed with the use of Statistica 12.0
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). The whole CCD design consists of 15 factorial points.

2.5. Characterization of MIP-SPME Coatings
2.5.1. Cyclic Voltammetry (CV)

During the electropolymerization, a home-made set-up system combined with a
high-performance potentiostat/galvanostat Autolab PGSTAT128N model (Utrecht, The
Netherlands) equipped with Gpes software for voltammetric measurements were applied
for the synthesis.

2.5.2. Scanning Electron Microscopy (SEM)

A micrograph of the SPME coating regarding the morphological evaluation was ob-
tained through scanning with the electron microscope (SEM), LEO 1430VP (LEO Electron
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Microscopy, London, England) from Carl Zeiss SMT (Oberkochen, Germany). It was used
for SEM imaging of SPME sorption polymer fibers deposited on a solid Ni-Cr support.
Moreover, the mechanical and chemical stability was set up with the Optical Stereomicro-
scope model SZX16 (Olympus, Tokyo, Japan) equipped with a CCD camera (Olympus,
Tokyo, Japan) and the CELL software (V1.1.6, Olympus, Tokyo, Japan).

2.5.3. Infrared Spectroscopy (FTIR)

The Spectrum 2000 spectrometer from Perkin Elmer (Waltham, Winter St, MA, USA)
was used for the analyses. The spectra were made having pressed the sample with potas-
sium bromide (KBr pelleting technique).

2.5.4. Small Angle X-ray Scattering (SAXS)

An SAXS low-angle powder diffractometer (Nanostar, Bruker AXS, Karlsruhe, Ger-
many) with a copper lamp was used for the analyses. The camera was equipped with a
HiSTAR proportional multi-wire detector with a resolution of 1024 x 1024. The optics of
the device (focusing and monochromatization) was in the form of crossed Goebel mirrors.
The room temperature was measured. The measurement time was 10,000 s, while the
distance sample—detector was 650 mm.

2.5.5. Transmission Electron Microscopy (TEM)

A transmission electron microscope manufactured by FEI Europe (Hillsboro, OR,
USA), the Tecnai F20 X-Twin model, was used for the analysis.

2.5.6. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

As for the polymer samples, it was necessary to dissolve them with a deuterated
solvent. Each sample was suspended in 1 mL of CDCl3 and placed in an ultrasonic bath.
The polymer fibers were shredded under the influence of ultrasound (30 min). The samples
were then re-centrifuged for 10 min at 4 °C at 12,000 rpm, and 550 uL was transferred to a
5 mm NMR cuvette. NMR measurements were made using the AVANCE Il spectrometer by
BrukerDaltonik GmbH (Bremen, Germany), with the operating frequency of 600.58 MHz.
A 90-degree pulse was used for the measurements.

3. Results and Discussion
3.1. Synthesis of MIP-SPME Coatings

The exemplary voltamperogram obtained during the electropolymerization of monomer
(thiophene) is shown in Figure 1. It turns out that the intensity of reaction peaks appearing
in voltamperograms during the monomer oxidation is significantly influenced by the
reaction of the environment. Due to the fact that the polymerization was carried out at
a pH close to neutral, these signals were not very intense. The applied potential of the
electropolymerization process changes slightly during the entire synthesis. The change in
the potential over the time of a unit repetition (scan) is similar in each reversion cycle. This
may indicate that the course of the electrodeposition process is stable throughout the entire
duration of the process and is not disturbed by the process of forming a polymer coating on
the surface. Moreover, in this case, a one-stage polymerization of the monomer with a high
concentration was also used at the beginning of the reaction. It is interesting that during the
polymerization of the thiophene, signals from the processes taking place on the electrodes
were visible. A different situation was observed in the case of 3-methylthiophene. On the
voltamperogram obtained during the electropolymerization process, the current intensity
at the minimum potential decreases along with the increasing number of repetitions (scans).
Moreover, the current value increases at the maximum voltage value. An interesting fact
is that the alkyl derivative of thiophene is much easier to oxidize compared to the pure
monomer without substituents.
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Figure 1. Voltamperograms obtained during the electropolymerization process of thiophene, with
(a) and without (b) imprinted drug molecule (CEF). (a) demonstrates cyclic scans of electropolymer-
ization of thiophene in the presence of CEF and (b) without CEF. Colors mean seven-cycle scans
during polymerization.

Additionally, multi-cyclic potentiodynamic curves for a model compounds template
(AMOX, CEF, MET) were obtained under the printing conditions, in the absence and
presence of functional monomers (PTh, PMeTh). When recording the potential cycles for a
drug molecule in 0.1 M (C4Hyg)4N(BFy) acetonitrile solution, no anode peak was observed
corresponding to electro-oxidation. Its absence indicates that, during the electropolymer-
ization process, the target drug template was imprinted in the MIP layer in its unchanged
form. Similar profiles were obtained for all studied drugs. Moreover, this may indicate
the presence of strong interactions caused by the presence of the sulfur atom and a free
electron pair in the structure of the polythiophene in case of CEF and MET. Moreover, a
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slight reduction in the hydrophobicity of polythiophene by introducing a methyl group
in the 3-position of the thiophene ring resulted in a favorable change manifested by an
increase in the extraction efficiency for AMOX. In the synthesized MIP layer, there are
molecular voids filled with the imprinted template (relevant drug). Having been removed,
the polymer leaves an imprint in the form of a molecular gap with binding sites. In
addition, during the electropolymerization, the oxidation of the analytes (molecules to
be imprinted) is disadvantageous, since this can lead to the imprinting of the oxidation
products (interfering substances) instead of the desired compound. Then, they can form
binding sites that are unable to interact effectively with the appropriate analyte. In turn,
the interaction of interfering substances with MIP molecular cavities varies according to
their structural similarity to the printed template. If the conditions for the impression
step of the template molecule (drug) are properly selected, then the molecular voids of
the MIP layer should be complementary in shape and size to the template molecules, not
to the interfering substance molecules. The obtained results show that polymer sorption
fibers with an imprinted drug (AMOX, CEF and MET) obtained during the experimental
work were characterized by different selectivity. Hence, PMeTh allows for obtaining the
highest extraction recovery and selectivity toward AMOX. On the other hand, PTh allows
for obtaining the highest extraction recovery and selectivity toward CEF and MET.

3.2. Physico-Chemical Characterization of Synthesized MIP-SPME Coatings

Scanning electron microscope images made it possible to measure the thickness of
the fibers synthesized by electropolymerization. Moreover, they provided information
on the structure of the fibers and the individual grains of the material. Table 1 presents
the values corresponding to the given types of polymer fibers. The coatings obtained
under the conditions described above are characterized by dark grey, graphite color. Their
surface is matte and rough. The surface morphology of the obtained materials shows the
presence of deposited polymer layers. The layers obtained at the stage of impressing the
molecule of a given biologically active compound (antibiotic drug) are characterized by a
matt, velvety, light-gray surface, do not detach from the substrate and do not crack. Their
surface is homogeneous and presumably much less developed compared to that of a “pure”
polymer fiber.

On the basis of the obtained photos presented in Figure 2, a homogeneous surface of
the fibers can be seen. As a result of mixing the solution during the electropolymerization
process, a clearly visible boundary between the electrode surface and the obtained sorption
fiber can be observed. Moreover, mixing at the speed of 300 revolutions per minute made it
possible to obtain homogeneous surfaces due to the equal concentration of monomers after
the oxidation of oligomers and polymers in the entire volume of the solution (Figure 2).
Morteover, in the case of conducting the electropolymerization process in a small volume
of the reaction solution, it is very important that the polymer precipitation process on the
electrode is not disturbed by mixing the solution. As a result of the conducted mechanical
tests, it was found that the coatings adhered well to the substrate and showed no cracks or
internal stresses.

The attached photos confirm the effectiveness of the electrodesorption process. In the
case of the photos of the fiber before this process, clearly brighter areas are visible. This
is due to the use of a secondary electron detector that provides information only on the
sample surface topography. The use of a backscattered electron detector allows for an
initial analysis of the composition of the sample by detecting the contrast between places
on the surface of the sample that differ in their chemical composition.
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without imprinted

drug molecule

before electrodesorption

after electrodesorption

Figure 2. Microscopic photos of fibers with polythiophene coating during various stages of electropolymerization (for MET).

The EDX spectrum shows that the signals from the individual elements on the surface
of the SPME coating with the drug molecule imprinted on it are higher than the signals
from the layer without the analyte molecule imprinted. The experiments were performed
after removing the sorption material (PTh, PMeTh) from the working electrode (SS, Ni-Cr).
Elements with higher atomic masses are definitely brighter in the SEM photo, as was
noticed originally. Hence, a chemical analysis of the components of the obtained polymers
was also performed. On the basis of the obtained results, the presence of such elements as
C,N, O, S was found (Figure 3).
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Figure 3. EDX chemical analysis of the poly (3-methylthiophene) surface without (a) and with imprinted drug molecule (for
AMOX) (b).

Infrared (IR) spectra were recorded with an attenuated total reflection (ATR) mode in
the 4000400 cm ™! region. In the case of the FTIR analysis, the infrared spectrum consists
mainly of two areas (Figure 4). The wide band, appearing at the value of the wave number
¥ of approx. 3450 cm ™!, corresponds to the stretching vibrations of the O-H group. The
multiplet at 7 = 2964-2876 cm™ ! corresponds to the stretching vibration of the C~H bonds.
The intense signal at 7 = 1648 cm~! is related to the vibration of C=C in the thiophene
ring. Another relatively intense signal, occurring in the range 7 = 1384-1319 cm™!, is
related to the vibrations originating from the tetrafluoroborate anion used in the polymer
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doping process to generate the appropriate charge. Another signal confirming the presence
of this ion is the multiplet in the range of 7 = 1084-1034 cm~!. The sharp signal for
the wavenumber ¥ = 785 cm ™! corresponds to intra-plane deformation vibrations in the
thiophene ring, and the multiplet in the range v = 674-623 cm ™!, with much lower intensity,
is related to out-of-plane C-H stretching vibrations. In the case of recording the spectra for
poly (3-methylthiophene), the use of different electrodesorption solutions was compared.
Bands characteristic of the case poly (3-methylthiophene) correspond to the bands described
above (slight shift of the wavenumber values, 7). All samples were prepared as KBr pellets.
Well-dried KBr does not show its own absorption in the range of ¥ = 5000-400 cm 1, so all
signals in the spectrum come only from the sample. By analyzing the obtained spectra, it
can be concluded that the characteristic bandwidth broadening at the wavenumber value
7 of about 3450 cm ! is associated with the formation of intermolecular hydrogen bonds
between hydrogen and nitrogen (or sulfur) atoms present in the structure of polymers,
and the functional groups of the analyzed drugs. The obtained IR spectra of synthesized
polymer sorption fibers and the model molecule (template) fully confirmed the presence
of functional groups that are characteristic of these coatings, polythiophene and poly
(3-methylthiophene), respectively, and the appropriate drug template. In the analysis of
each spectrum, apart from the characteristic vibration peaks from the monomers used and
the stock solution, vibrations were also found from groups confirming the presence of
the template molecule. The consequence of the presence of a given drug in the polymer
matrix was the widening of the absorption band in the range of ¥ = 3700-2800 cm ™. It
was also observed that the intensity of the multiplet in the range of ¥ = 1300-900 cm 1,
characteristic of anions coming from the doping medium, also changed significantly. It
can be concluded that the described characteristic vibration bands are responsible for the
formation of interactions of the appropriate polymer sorption material with the pattern
particles, and thus for the subsequent formation of imprints in the polymer matrix. The
interpretation of the obtained infrared spectroscopy allowed for the recognition of structural
bonds, including functional groups of samples of the tested sorption materials (Figure 4).

(2)

(b)

9% Transmittance

©

T T T T T T T T
40 35 3.0 25 20 15 10 05
Wavenumber (cm-1) x103]

Figure 4. FTIR spectrum of the polythiophene SPME fiber before electrodesorption (a), after electrodesorption (b) and
without imprinted drug molecule (c) (for CEF) (KBr pelleting technique).

Additionally, in order to accurately determine the shape and morphology of the obtained
polymer fibers, imaging using transmission electron microscopy (TEM) was performed. The
conducted research revealed a granular, multi-phase structure of the tested materials. The grain
size (dy), depending on the type of the polymer fiber, is 0.5-5.0 um (Figure 5).
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Figure 5. Structure and morphology of the surface of the sorption polythiophene MIP-SPME fiber
under a transmission electron microscope (for MET).

Due to the negligible solubility of polythiophene in the NMR solvents used, the
research was carried out only for poly (3-methylthiophene). 'H NMR spectra made for this
material are presented in Figure 6.
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Figure 6. 'H NMR spectra for poly (3-methylthiophene) fibers, with (a) and without (b) imprinted drug
molecule (for AMOX).

The pure 3-methylthiophene spectrum was used as a reference to identify PMeTh
signals (data not shown). Due to the bonds between successive meras, multiplet signals
in a chemical shift (§) equal to about 7 ppm are replaced in PMeTh with a single singlet,
while the resonance signal from the methyl group is observed in a similar chemical shift
as in the case of pure 3-methylthiophene, i.e., about & = 2.3 ppm. Two resonance signals
potentially corresponding to the methyl group in the PMeTh polymer were observed in
this region. In addition, a singlet potentially corresponding to the CH proton was observed
in the chemical shift § =7.01 ppm. When integrated, the ratio of the above signals was in
the range of 3:1-4:1, which may correspond to the ratio of protons of -CH3 to —-CH groups.

In case of the SAXS measurements, the tests were performed after removing the
sorption material from the working electrode [24]. As a result of using the low-angle X-ray
scattering method, the porosity was determined for the tested SPME polymer sorption
fibers without and with an imprinted particle. Figure 7 shows an example of a graph
characterizing the size of the pores for poly(3-methylthiophene) fibers.

The pore size distribution was in the range between 40 and 120 nm (maximum value:
SPME MIP-PTh—385 nm, SPME MIP-MePTh—90 nm). The maximum values in these areas
were comparable with the results obtained for both PTh and PMeTh SPME fibers. The
pore size distribution for the fibers with and without the imprinted drug molecule differed
slightly. Hence, the differences in the efficiency of extraction are probably not the result of
the morphology of the synthesized materials, but of the imprint effect.
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Figure 7. SPME-PMeTh fiber porosity measurement with SAXS (for AMOX).

Additionally, the chemical and mechanical stability of the synthesized SPME fibers was
tested. For this purpose, various media were used: water, MeOH, THF, ACN, MeOH/H,0O
mixture (50:50, v/v), 2-propanol, MeOH/6.5 mM CH3COOH (75:25, v/v) and MeOH/25%
NH3 (80:20, v/v) mixture to evaluate these properties. There were no meaningful differ-
ences in the structure of a given SPME sorption fiber before and after the exposure to a
given medium.

3.3. Optimization of MIP-SPME Extraction through Experimental Design (DOE)

A design of the experiment (DOE) method was applied to optimize the electrochemical
polymerization parameters. In this study, the CCD was successfully applied to evaluate the
relevance of the three controlled parameters for the MIP-SPME extraction and to identify
possible interactions between them. It is described by the following model (Equation (1)):

Y =bg + byyg +byXp + b3Xz + (b12Xq Xa + b13X1 X3 + basXoXz) + by Xq? + by Xo? + byX3? (1)

Optimized input variables (X1, X2 and X3 in the equation) were adsorption time,
desorption time and the volume of the desorption medium. For optimizations, the response
(Y) was the antibiotic drug peak area at the extracted ion chromatogram (EIC) for the
precursor ion. Moreover, b; coefficients in the equation represent the linear terms, bj; the
interactions and by; the coefficients of quadratic terms.

The methodology with the desorption time (5-15 min), the pH of the desorption
solvent (3-10) and the volume of the desorption solvent (30-100 L) as the three variables
requires a significantly smaller number of experiments than the traditional “one variable
at a time” methodology. The CCD was executed requiring 15 experiments. The surface
mapping was an effective way to graphically localize the optimal conditions, allowing for
the highest EIC peak area for each target compound. 3D contour plots were prepared for
this purpose (Figure 8).

Owing to the graphs, which show interactions and dependencies between two vari-
ables and extraction efficiency, it was possible to indicate the best fit of conditions de-
pending on the values of X1-X3. The greater the desoption time value (X1), the better the
system fit and the larger the surface area. The X; and X3 values, the pH of the desorption
solvent and the volume of the desorpion solvent do not significantly affect the fit. The fit
depends mainly on the value of X;. Initially, the larger the value of X1, the better the fit;

194



PUBLIKACJA [P5]

Materials 2021, 14, 4886 14 of 22

however, once the optimal value for the best fit is reached, a further increase in X results
in a deterioration of the result. The conclusion is that, with the same parameters, similar
selectivity can be obtained. It has to be pointed out that for all the target compounds, the
results were very similar, indicating the same behavior during the MIP-SPME extraction.
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Figure 8. Response surface methodology for the extraction recovery of AMOX in case of optimized parameters such as the
desorption time (X;), the pH of the desorption solvent (X;) and the volume of the desorption solvent (X3). (a) X1 vs. X2,
(b) X1 vs. X3, (c) X3 vs. X2.

Finally, MIP-SPME coatings were preconditioned in the mixture of MeOH and water
(80:20, v/v) for 15 min, followed by water with 0.1% formic acid (for 10 min). The adsorption
step of the target compounds was carried out in the direct immersion mode in 50 uL of
human plasma during 10 min without agitation (at 37 °C = 0.2). The desorption step was
performed with the use of 65 uL ammonium acetate in 70:30 MeOH:H,O (for 10 min). The
evaporated samples were dissolved in the 180 uL of mobile phase and analyzed with the
use of liquid chromatography and mass spectrometry.

3.4. Proposed Mechanism of Drug Sorption on MIP-SPME Fibers

The Figure 9a—c below presents the proposed mechanism of interaction between a
given drug and the SPME polymer sorption fiber. Figure 9a shows possible interactions
between the cefotaxime molecule and the polythiophene film. This type of fiber has a
sulfur atom in its structure, which is an element with high electronegativity, along with free
electron pairs, just like the oxygen atom from the O=C-carbonyl group derived from the
drug molecule. In this case, there is no effect. Presumably, the only interactions that occur
here are the donor-acceptor interaction between the hydrogen atom of the H-N-group
and the HyC-moiety of the drug molecule and the sulfur atom of the thiophene ring (in
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the case of polythiophene). Additionally, very weak hydrogen bonds (due to the spherical
interactions in the thiophene ring) presumably can be formed between the hydrogen atoms
of the polymer chain and the oxygen atom of the O=C-carbonyl group of the drug molecule.
In the case of metronidazole (Figure 9b) one can expect the donor-acceptor interaction
between the oxygen atom from the hydroxyl group of the HO-drug molecule and the sulfur
atom from the thiophene ring (in the case of polythiophene). Moreover, this also applies to
the interaction between the nitrogen atom of the nitro group and the hydrocarbon drug
molecule, along with the sulfur atom from the thiophene ring (in the case of polythiophene).
In the case of a surface covered with poly (3-methylthiophene) and amoxicillin (Figure 9¢),
the formation of hydrogen bonds between the hydrogen atom of the H-C-polymer group
and the oxygen atom of the O=C-carbonyl group of the drug molecule and the amino
group HN-entails a possible drug molecule and the sulfur atom of the methylthiophene
ring (in the case of poly (3-methylthiophene)).

S
~ . @N
>

——

(a)

oN

(¢)

Figure 9. Proposed mechanism of the sorption of cefotaxime (a), metronidazole (b) and amoxicillin (c)
molecules on the surface of PTh-SPME fiber and PMeTh-SPME fiber.
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On the basis of the obtained results, it was observed that depending on the type of
the polymer (PTh, PMeTh), the sorption properties of the SPME coatings are different.
Moreover, the thickness of the MIP-SPME layer is very important for the printed patterns
(in case of drugs) and for the isolation and labeling of the analytes. It is likely that the
thicker this layer is, the greater the number of molecular cavities imprinted in it. Thus,
the ability of the polymer to interact with the analyte is greater. However, the problem of
removing all the printed templates remains, because their being washed out incompletely
would reduce the sorption efficiency during the determination of the analytes.

3.5. Application of SPME HPLC-MS/MS to Human Plasma Samples

The MS spectra for the human plasma samples are shown in Figure 10. Moreover,
we studied the fragmentation of the [M + H]" ions of the target compounds and their
metabolites with the use of ESI-MS/MS measurements. Based on the obtained results, we
can notice that the MS spectra are clear, which demonstrates that the MIP-SPME approach
was efficient and selective.
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Figure 10. MS spectra for the human plasma samples analyzed after the oral administration
of AMOX (a), CEF (d) and MET (g), showing drugs and their metabolites (AMD (b), AMA (c),
CEF-dAceLac (e), CEF-dAce (f), MET-OH (h)).

In the real samples from patients treated with metronidazole, the presence of one
metabolite of the parent drug—hydroxymetronidazole, m/z = 188 (for MET-OH)—was
observed. For amoxicillin and cefotaxime, four metabolies were identified at n1/z = 366 and
384 (for AMD and AMA, respectively) and at m/z = 396 (for CEF-dAce and CEF-dAceLac).
The acquired MS/MS spectra proved that the precursor ion for MET at m/z = 172 was
mainly fragmented to m/z = 128 (-CoH40) and for MET-OH at m/z = 188 to m/z = 144
(-C2H,NO) and m/z = 126 (-C,H40). For CEF and CEF-DAC-LAC, the precursor ion was
at m/z = 456 and m/z = 396, respectively. The CEF fragmentation (MS/MS) created mainly
two product ions identified at 11/z = 342 and n1/z = 396 (major product) and CEF-DAC-LAC
fragmented to m/z = 282 and m/z = 336.

The influence of different parameters, which were important from the point of view
of the physiology of the human body, on the sorption efficiency of the selected antibiotic
was investigated. As we know, the most important organic blood components are albu-
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min (the protein fraction representing about 60%). Thus, it was necessary to study their
interaction on the extraction efficiency of the analyzed drugs. A slight influence of albumin
(Cphysiological = 30-50 mg/mL) on the sorption process in the case of the tested antibiotics
was noticeable. On the basis of the obtained results, it was also possible to eliminate the
influence of cations and anions on the sorption properties of polymer fibers. The need to in-
vestigate their interaction was due to the fact that, in plasma, which accounted for 55% vol.
in the whole blood, apart from morphotic elements (erythrocytes, leukocytes, platelets),
inorganic components were suspended, mainly sodium and chloride ions. Depending on
the use of an appropriate dilution of sodium chloride solution (in the concentration range
of 0.225-0.9%) or a magnesium-calcium bulffer, the sorption efficiency was maintained at
the same level.

The total amount of extracted drug (M) per MIP-SPME fiber was calculated from the
equation: Mgyt = Ces - Vdes, Where cges is the drug concentration in the desorbed solution
[ug/mL] and V4es is the volume of the desorbed solution [mL]. By comparing the amounts of
the adsorbed drug at a concentration of 1 ug/mL, in the human plasma samples, these values
are: MIP-PMeTh (AMOX)—1.26 ug, MIP-PTh (CEF)—1.24 ug, MIP-PTh (MET)—1.19 pg.

Moreover, the reproducibility of the MIP-SPME coatings was investigated with the
use of the same concentration of the drug solution (for AMOX, CEF and MET, 1 ug/mL)
and six fibers synthesized under the same conditions. The extraction efficiency revealed
the relative standard deviation (RSD) values, app. 3.5%, confirming that the data are highly
reproducible. Based on Table 3, it can be noticed that RDS is in the range of 0.12-3.46%. By
analyzing the amounts of adsorbed AMOX on individual MIP-SPME fibers and comparing
the linear correlation coefficients, it can be concluded that the most effective extraction
is obtained for a fiber with a PMeTh coating, and the least effective is for a PTh fiber.
The reverse situation is in the case of CEF and MET. The reason for this is the interaction
between the drug and a given SPME fiber coverage. It can be concluded that MIP-SPME
fibers with porous material have the ability to retain characteristic molecules in their pores
more strongly. This means that only selected substances from the tested medium can bind
to the carrier, while analytes with a different structure are not captured. Thus, the effect of
matching the particle size and pores of the sorbent will play a key role.

Table 3. Extraction efficiency for AMOX, CEF and MET in case of PTh and PMeTh SPME Coatings (12 = 6).

Compound  MIP-SPME Coating Slope Intercept R? RSD [%]
PTh 0.0219 0.2884 0.9193 0.12-2.46

AMOX
PMeTh 0.0704 0.1783 0.9994 0.26-1.49
- PTh 0.0814 0.1934 0.9991 0.37-1.76

F

PMeTh 0.0352 0.2918 0.8465 0.86-3.46
S PTh 0.0946 0.8375 0.9997 0.17-2.09
PMeTh 0.0517 0.3946 0.8493 0.65-3.05

4, Conclusions

The presented research results seem to confirm the sorption properties of electrocon-
ductive polymeric materials with an imprinted particle (MIP-SPME). This creates new
possibilities in the field of the selective extraction of drugs and their potential metabo-
lites. In addition, the use of polymer sorption fibers significantly improves the isolation
of biologically active compounds remaining in low concentrations in the initial matrices.
The high selectivity of SPME sorbents with an imprinted particle makes it possible to use
them for the isolation from real biological samples (plasma/whole blood). This approach
shortens the sample preparation time and minimizes the amount (volume) of the biological
material necessary for analytical purposes.

Moreover, recent trends set by the so-called “green chemistry principles” in extraction
methods focus primarily on finding solutions that reduce solvent consumption and improve
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the efficiency and selectivity of the whole process. One such solution is to apply the
described analytical procedure with the use of solid-phase microextraction. Both processes
were optimized to define the impact of the extraction parameters of the SPME approach
and conditions of the electropolymerization step on the extraction efficiency of target
compounds. Then, the chemical profiles of the analyzed human plasma samples from the
patients were determined with the use of LC-MS/MS.
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Terapeutyczne monitorowanie lekéw oraz ich aktywnie farmakologicznych metabolitbw umozliwia
ocene ich farmakokinetyki i metabolizmu, jak réwniez ustalenia odpowiedniego dawkowania

pod katem terapii pacjenta. Technika MIP-SPME stwarza nowe mozliwoci w zakresie selektywnej
ekstrakgji lek6w i ich potencjalnych metabolit6w.

Zastosowanie techniki
MIP-SPME do terapeutycznego
monitorowania lekow

w probkach biologicznych

NAUKA

Zastosowanie technik analitycznych w terapeutycz-
nym monitorowaniu lekéw ma na celu oceng ich
farmakokinetyki i metabolizmu, poréwnanie profili
farmakokinetycznych nowo opracowanych prepara-
t6w lekéw generycznych, jak réwniez prowadzenie
rutynowego monitorowania lekéw w kierunku odpo-
wiedniego dawkowania, tak aby zminimalizowa¢ ich
skutki uboczne.

Jedng z badanych grup lekéw s3 antybiotyki, ktére
s3 prawdopodobnie najskuteczniejszymi dotychczas
zidentyfikowanymi lekami poprawiajacymi zdrowie
zar6wno roélin, jak i zwierzat. Leki te stosowane sq
w leczeniu infekgji bakteryjnych i z chemicznego punk-
tu widzenia tworza wiele klas zwiazkéw. Sq to zwiazki
matoczasteczkowe, réznigce si¢ budowa chemiczng,
skladem oraz wlasciwosciami fizykochemicznymi.
Wir6d antybiotykéw wyr6znia si¢ B-latamy, makrolity,
aminoglikozydy, sulfonamidy i tetracykliny, glikopepty-
dy oraz chinolony. Antybiotyki, aby uzyska¢ odpowied-
ni efekt farmakologiczny, musza ulec biochemicznej
modyfikadji, czyli biotransformagji. Metabolizm lekéw
przeciwbakteryjnych podzielony jest gléwnie na reak-
cje fazy i fazy Il. Reakgje fazy | prowadza do powsta-
nia p6iproduktéw w procesach utleniania, redukdji
czy deaminagji. Reakgje fazy Il natomiast polegaja na
sprzeganiu produktéw korficowych z kwasem gluku-
ronowym, kwasem siarkowym, glutationem i glicyng
i moga prowadzi¢ do metylagji lub acetylaji. Powsta-
fe metabolity r6znig si¢ wlaSciwosciami i dzielg si¢ na
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aktywne, nieaktywne, toksyczne oraz takie, ktére pod
wplywem odpowiednich czynnikéw fizycznych ulega-
ja przeksztalceniu w zwiazek pierwotny. W wigkszosci
przypadkéw w wyniku biotransformacji powstaja meta-
bolity nieaktywne, ktére w krétkim czasie sq usuwane
z organizmu. Aktywne metabolity moga powstawaé
zar6wno z aktywnych, jak i nieaktywnych zwiazk6w
pierwotnych. Produkty takich przemian charakteryzo-
waé si¢ beda nizsza toksycznoécia lub inng aktywnoscig
farmakologiczng niz lek pierwotny. Procesy metabo-
liczne moga takze skutkowaé powstaniem substancji
toksycznych zwigkszajacych szkodliwoé¢ stosowanego
leku. Dodatkowo substancje zalegajace w tkankach
oraz te, ktére s3 uwalniane do $rodowiska, moga pro-
wadzi¢ do indukdji antybiotykoopornosci. Przyczyng
tego problemu jest nadmierne stosowanie lub nie-
wiaéciwe stosowanie lekéw przeciwbakteryjnych nie
tylko w leczeniu infekdji u ludzi, ale takze w przemy-
§le spozywczym, weterynarii czy rolnictwie. Dlatego
tez, oprécz usprawnienia antybiotykoterapii, nalezy
zwrbci¢ uwage na aktywne farmakologicznie metabo-
lity, ktére w organizmie moga mie¢ istotny wplyw na
zaostrzenie istniejacego juz problemu infekdji (sepsa).
Co wiecej, w czasach pandemii koronawirusa SARS-
-CoV-2 wywolujacego COVID-19 wzrosta potrzeba
monitorowania lekéw przeciwwirusowych. Aktualnie
nadal trwaja poszukiwania najskuteczniejszych i naj-
bezpieczniejszych metod farmakoterapii u pacjentéw,
u ktérych wystapito zakazenie koronawirusem.
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Obecnie badanie metabolicznej biotransformacji sub-  Oznaczanie i monitorowanie lek6w terapeutycznych
stangji biologicznie aktywnych, a w szczeg6lnosci zwiaz-  w zlozonych matrycach, takich jak krew, osocze, mocz
kéw przeciwbakteryjnych, zmierzajq do poznania che- czy tkanka, jest ogromnym wyzwaniem we wsp6l-
micznych oraz biochemicznych szlakéw ich przemian  czesnej chemii analitycznej i wymaga odpowiednich
oraz do okreglenia chemicznych struktur powstajacych  metod izolacji i wzbogacenia. Standardowa analiza
metabolitéw, ktére moga powstawaé w organizmie sklada sig z trzech podstawowych etapéw: pobierania
pacjenta. Jednak realizacja takiego celu w skomplikowa-  probek, analizy chromatograficznej i przetwarzania
nym ukladzie biologicznym wymaga wstepnych badann  danych bioinformatycznych.

modelowych. Stad, zgodnie z aktualnym stanem wie-

dzy, badania nad przemianami metabolicznymi lek6w Przygotowanie prébek do analizy

prowadzi si¢ w kilku etapach, poczawszy od prostych  Analiza zwiazkéw biologicznie aktywnych na pozio-
ukladéw modelowych do skomplikowanych ukladéw mie éladowym i ultrasladowym wymaga zastosowania
w organizmie czlowieka. Przemiany metaboliczne bada  odpowiednich procedur analitycznych. Przygotowa-

sig:

nie prébek jest jednym z najwazniejszych etapéw

B w obecnoéci wyizolowanych specyficznych enzym6w,  kazdej analizy. Jego poprawne przeprowadzenie ma

B w obecnoéci réznych czynnikéw chemicznych,

kluczowe znaczenia dla jednoznacznej identyfikacji

Bz zastosowaniem wyizolowanych frakcji enzyméw i iloSciowego oznaczenia analitéw zwlaszcza w préb-

komorek watroby,

kach o skomplikowanych matrycach. Na ostateczny

B w komorkach hodowanych in vitro, na przyklad hepa-  wynik analizy wplyw majq wladciwosci fizykochemicz-
tocytach, komoérkach nowotworowych czy liniach ne badanych analitéw, jak rozpuszczalno$¢, lotnos¢

ludzkich komoérek nablonkowych jelit,
W w organizmie zwierzat i czlowieka.

czy polarno$¢ oraz zlozono$¢ matrycy biologicznej.
Pomimo ogromnego rozwoju aparatury analitycznej

Tabela 1. Porownanie zalet i wad trzech technik przygotowania probek do analizy — LLE, SPE, SEME

Zalety

Wady

LLE

W uniwersalno$¢

W prostota wykorzystanej aparatury

o fatwoé¢ wykonania

W przydatnoé¢ w analizie prébek silnie zanieczyszczonych

m mozliwos$¢ wykorzystania zaréwno do usuwania matrycy,
jak i wzbogacania mikroéladéw

m zastosowanie do wzbogacenia selektywnego i grupowego

| konieznos¢ stosowania duzych ilosci zesto toksycznych
rozpuszazalnikdéw, ekotoksycznych, fatwopalnych i drogich

m zasochlonnos¢ i pracochonnos¢

W duze straty pozyskiwanego materialu

| konieznos¢ wzbogacania i ozyszzania uzyskanego materialu

m stosunkowo maly wspélczynnik wzbogacenia

W tworzenie si¢ emulsji

SPE

m mozliwos¢ izolacji i wzbogacenia zwigzkéw lotnych
i nielotnych z probek cieklych i gazowych

o selektywno$¢ wzbogacenia i mozliwo$¢ oczyszzenia
substangji

W zapobieganie procesom biodegradacji w zasie
przechowywanie prébek, zwlaszza wodnych

m znaazne zredukowanie rozpuszczalnikéw w poréwnaniu
2 technikami LLE

o eliminacja probleméw z tworzeniem si¢ emulsji

m szeroki wyboér stalych sorbentéw

m latwo’¢ automatyzacji

| mozlivoé¢ zastosowania w terenie

W straty analitu wynikajace z niecalkowitej desorpcji

W koniezno$¢ wzbogacenia eluatu po desorpdji
rozpuszczalnikiem

W asami niska powtarzalnos¢ i zasochlonnos¢

SPME

W ke6thi @as ekstrakgji analitow

W brak zuzydia rozpuszczalnikéw

m motlivio$¢ optymalizacji wielu parametréw analizy

m moZlivo4¢ automatyzacji

m vysoka aulodd

W nievsielkie rozmiary vibkien SPME

m motliwoi¢ pobierania prébek érodowiskowych w terenie

m motliwod¢ analizy prébek o bardzo 2loione] matrycy

m sorpcja analitéw lotnych | érednlolotnych

m dostepnod¢ widkien o rdine] polamosci

m mozliwod¢ zastosowania SPME wraz z Innyml technikaml
analityaznymi

| stosunkowo duiy koszt widkien

W ograniczony czas uzytkowania wikna

m moiliwos¢ degradacjl skladnikéw prébki pod wplywem
temperatury

m mozliwod¢ sorpcjl zanleczyszczed na widknle (przed analizq)
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w ostatnich latach przygotowanie prébek nadal uwa-
zane jest za impas wszystkich procedur analitycznych,
zwlaszcza w analizie zwigzkéw biologicznie aktyw-
nych (lekéw). Ze wzgledu na niskie stezenie lekéw
w ludzkiej knwi surowej czy osoczu oraz réznorodno$é
metabolitéw wybrana technika ekstrakcji powinna byé¢
niemal idealna.

Gléwnymi celami przygotowania probki sa przede
wszystkim: usunigcie potencjalnych substancji prze-
szkadzajacych (interferentéw), wstepne wzbogacenie
analitéw, przeksztaicenie analitu w forme bardziej
odpowiednia do wykrywania lub rozdzielania, a takze
zapewnienie powtarzalnej metody niezaleznej od
zmian w matrycy prébki. Wraz z ogromnym rozwojem
#zielonej chemii” wyznaczono nowe cele, takie jak
mozliwo$¢ zastosowania mniejszych objetosci prébki,
poprawa selektywnosci ekstrakgji, utatwienie auto-
matyzacji oraz zminimalizowanie iloci stosowanego
szkla i szkodliwych dla $rodowiska rozpuszczalnikéw
organicznych.

Konwencjonalne metody przygotowania prébki obej-
muja ekstrakcje ciecz—ciecz LLE (ang. Liquid-liquid
extraction) oraz ekstrakcje do fazy stalej SPE (ang.
Solid-phase extraction), ktére pozwalaja na oddziele-
nie analitu od matrycy i jego wzbogacenie do poziomu
pozwalajacego na odpowiednie oznaczenie. Pomimo
wielu zalet oméwione metody ekstrakcji s3 czaso-
chionne, pracochlonne i wymagaja duzych iloéci czgsto
toksycznych rozpuszczalnikéw organicznych, co przy-
czynia si¢ do powstania znacznej iloci chemicznych
odpadéw. W dobie ,zielonej chemii”, aby rozwigzaé
problemy zwigzane z konwencjonalnymi metodami,
w ciggu ostatnich dwéch i p6t dekad wprowadzono
wiele nowych technik ekstrakcji opartych na miniatu-
ryzacji procesu.

Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej SPME (ang.
Solid-phase microextraction), kt6rej podstawy teo-
retyczne opisat w latach dziewie¢dziesigtych ubie-
glego wieku prof. Janusz Pawliszyn z Uniwersytetu
w Waterloo, jest jedng z technik ekstrakcji, pozwa-
lajaca na ograniczenie badZ catkowity rezygna-
cjg z rozpuszczalnikéw organicznych, jak réwniez
zmniejszenie iloéci analitu/prébki (tab. 1). Wéréd
innych zalet opisywanej techniki mozna wyr6zni¢
stosunkowo niskie koszty aparatury, maly rozmiar
urzadzefi, mozliwo$¢ pobierania prébek w ukladach
in situ i in vivo oraz mozliwo$¢ automatyzacji proce-
dury analitycznej. Ponadto dane ilosciowe lub p6ti-
loSciowe s dostarczane nawet w przypadku niskiego
stezenia oznaczanych analitéw oraz strat analitéw,
ktére moga wystapi¢ na etapie przygotowania préb-
ki wykonywanego przy zastosowaniu tradycyjnych
procedur pobierania prébek. Zastosowanie SPME
pozwala, w wigkszosci przypadkéw, uniknaé etapow
ekstrakcji, wzbogacenia i oczyszczania. Dodatkowo
technika SPME moze by¢ stosowana do wielu rodza-
jow prébek w stanie gazowym, cieklym, jak i stalym.
Powszechnie SPME stosowane jest w polaczeniu

z chromatografia gazowa GC (ang. Gas Chromato-
graphy) i cieczowa LC (ang. Liquid Chromatography),
jak réwniez z kapilarng elektroforezq strefowq CZE
(ang. Capillary Zone Electrophoresis). SPME znajduje
zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, takich jak:
ochrona érodowiska, farmacja, biologia, kryminalisty-
ka, ochrona zywnoéci oraz w analizach produktéw
naturalnych.

SPME polega na ekstrakcji docelowych analitéw
z badanej prébki poprzez adsorpcje na fazie stacjo-
narnej pokrywajacej wibkno wykonane z materiatu
sorpcyjnego. Wybér materialu sorbentu do powle-
kania SMPE jest podyktowany charakterem analitéw
docelowych. Istniejg cztery gléwne kryteria, ktére
sq powszechnie stosowane przy wyborze wiasciwej
powloki z wi6kna. S3 to:

W masa czasteczkowa/rozmiar analitu,

M polarnos¢,

M poziom stezenia analitu oraz

W zlozono§¢ matrycy prébki.

Dodatkowo rodzaj fazy stacjonarnej pokrywajacej wi6k-
no determinuje selektywnos¢ i czuloé¢ metody. Szereg
sorbentéw SPME dostgpnych w handlu i syntezowa-
nych w laboratorium okazato si¢ przydatnych do wielu
zastosowari w technikach SPME. W ostatnich latach
badano rézne sorbenty oparte na polimerach z nadru-
kiem molekularnym MIP (ang. Molecular Imprinted
Polymers), umozliwiajac w wigkszosci przypadkéw nie
tylko wstepne wzbogacenie i oczyszczanie probki, ale
réwniez selektywng ekstrakcje analitu, co jest wazne,
szczegblnie gdy probka jest zlozona i zauwazalny jest
wplyw ze strony substancji przeszkadzajacych.

Polimery z nadrukiem molekularnym - MIP

Technika nadruku molekularnego jest uwazana za
jedna z najbardziej uzytecznych metod wykorzy-
stywanych w celu uzyskania wysoce selektywnych
materiatéw polimerowych. Od pionierskiej pracy
Polyakova w latach trzydziestych XX wieku przy uzy-
ciu matryc krzemionkowych ciagly rozw6j projekto-
wania, wytwarzania, charakteryzowania i stosowania
polimeréw z nadrukiem molekularnym w ostatnich
latach odzwierciedla stopniowy rozw6j technologii
nadruku molekularnego. Pierwsze doniesienia doty-
czace MIP opublikowali Mosbach i Sellergren w 1984
roku. Natomiast koncepcja materialéw okre$lanych
jako sorbenty MIP zostala opracowana i szczeg6to-
wo scharakteryzowana juz w 1994 roku. MIP mozna
opisa¢ jako syntetyczne analogi naturalnych, biolo-
gicznych uklad6éw przeciwcialo-antygen zdolne do
selektywnego rozpoznawania i wigzania docelowe-
go zwiazku, zamiast innych blisko spokrewnionych
czasteczek. Modyfikowane polimery zapewniajy
specyficzno$¢ i selektywno$¢ receptoréw biologicz-
nych przy jednoczesnej trwalosci i niskich kosztach
produkcji. W przeciwieristwie do naturalnych recep-
toréw, ktérych warunki przechowywania sq bardzo
restrykcyjne, MIP sq stabilne w szerokim zakresie pH,
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Rys. 1. Schemat powstawania polimeréw z odciskiem molekularnym

rozpuszczalnik6w i temperatury. Ze wzgledu na swoje
wlasciwosci MIP staly sig atrakcyjne w wielu dziedzi-
nach, takich jak oczyszczanie i separacja, chemo/bio-
sensory czy sztuczne przeciwciata. W ostatnich kilku
latach jednym z najbardziej obiecujgcych zastosowari
technicznych zostata produkcja wiékien MIP-SPME,
rozwiazujacych problem selektywnoéci powtok.

Synteza MIP

Polimery z nadrukiem molekularnym uzyskuje sie przez
kopolimeryzacje monomeru funkcyjnego z czynnikiem
sieciujgcym w obecnoéci wybranej czasteczki matrycy
(rys. 1). W pierwszym etapie syntezy MIP tworzy si¢
kompleks prepolimeryzacyjny pomigdzy czasteczky
matrycy (zwigzkiem nadrukowywanym) a wybranym
monomerem funkcyjnym za pomoca oddzialywar
kowalencyjnych, niekowalencyjnych badz pétkowa-
lencyjnych. Nastepnie, podczas polimeryzacji, kom-
pleks ten jest sieciowany kompatybilnym czynnikiem
sieciujgcym. W ostatnim etapie szablon jest usuwany
z matrycy polimerowej z pozostawieniem dobrze zde-
finiowanych, tr6jwymiarowych wglebieri, Po polimery-
zacji matryca jest usuwana z sieci polimerowej, pozo-
stawiajac miejsca wigzania, kt6re sq komplementarne
pod wzgledem wielkoéci, ksztaltu i funkcjonalnosci
chemicznej do czasteczki matrycy, tworzac w ten spo-
s6b polimer zdolny do selektywnego zatrzymywania
analitow docelowych (rys. 2).

Czasteczka matrycy pelni wazng funkcje podczas
wszystkich proceséw nadruku molekularnego. Jej
zadaniem jest przylaczanie grup funkcyjnych do
monomer6w. Dlatego tez pézniejsze wlasciwosci
miejsc wigzacych sq zalezne od struktury i funk-
cjonalnosci matrycy. Zazwyczaj rol¢ matrycy pelnig
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male czasteczki organiczne, takie jak pestycydy, far-
maceutyki, cukry, aminokwasy i peptydy. Monomery
funkcyjne skladajq si¢ z dwéch jednostek: rozpozna-
jacej, ktéra oddzialuje z matrycy, oraz zdolnej do
polimeryzacji ze érodkiem sieciujacym. Miejsce roz-
poznawania wybranego monomeru funkcjonalnego
powinno wykazywac silne interakcje z grupami funk-
cyjnymi czasteczek matrycy, tworzac opisany wczes-
niej kompleks przed zajéciem polimeryzacji. Obec-
nie istnieje wiele dostgpnych komercyjnie monome-
réw funkcjonalnych i do najczeéciej stosowanych
naleza kwas metakrylowy (MAA), metakrylan mety-
lu, 4-winylopirydyna (4-VP), kwas 2-hydroksyetylu
(TFMAA) i 3-aminopropylotrietoksysilan (APTES).
Czynnik sieciujacy z kolei stabilizuje miejsca rozpo-
znania molekularnego, zapewnia stabilnos¢ mecha-
niczng i umozliwia kontrolg porowatosci powstaja-
cego polimeru. Selektywno$¢ i zdolno$¢ wiazania
syntetyzowanego MIP zalezy od ilosci zastosowane-
go $rodka sieciujacego. Niewystarczajaca jego ilos¢
skutkuje powstaniem niestabilnych mechanicznie
i stabo usieciowanych polimeréw Najczgsciej sto-
sowanymi w syntezie MIP czynnikami sieciujacymi
s3 dimetakrylan glikolu etylenowego (EGDMA) oraz
trimetakrylan trimetylopropanu (TRIM). Dodatko-
wo istotnym elementem podczas syntezy MIP jest
takze rozpuszczalnik porogenny (toluen, acetonitryl,
chloroform), ktéry wplywa na oddzialywania mig-
dzy matryca a monomerem, na tworzenie si¢ poréw
podczas reakcji polimeryzacji, a takze stuzy jako
o$rodek dyspersyjny.

Opisano trzy gléwne podejécia syntezy MIP: kowa-
lencyjne, niekowalencyjne oraz pétkowalencyjne.
Wykorzystanie pierwszego podejécia pozwala na
wytworzenie odwracalnych wigzari kowalencyjnych
pomiedzy czasteczka matrycy oraz monomeru przed
polimeryzacjg. Usuwanie matrycy jest zwykle pro-
wadzone przez traktowanie otrzymanych MIP roz-
puszczalnikami organicznymi lub przez ekstrakcje
Soxhleta. Zastosowanie takiego podejscia prowadzi
do powstania polimeru z jednorodnym rozkladem
miejsc wigzacych, minimalizujg tym samym ilos¢
miejsc niespecyficznych. Wada jest jednak trudnos¢
zaprojektowania odpowiedniego kompleksu matry-
ca-monomer, w ktérym tworzenie i rozerwanie
wigzania kowalencyjnego bedzie fatwo odwracalne
w lagodnych warunkach. Podejscie pétkowalencyj-
ne réwniez umozliwia wigzanie matrycy za pomoca
wigzari kowalencyjnych. Réznica polega na tym, ze
ponowne wigzanie oparte jest juz na oddzialywa-
niach niekowalencyjnych. Podejscie nickowalen-
cyjne wprowadzone przez Arshady‘ego i Mosbacha
oplera si¢ na tworzeniu sig in situ kompleksu matry-
ca-monomer w wyniku slabych oddziatywar nieko-
walencyjnych (tj. wigzan wodorowych, oddzialywarh
jonowych, oddzialywain van der Waalsa). Matryca
usuwana jest poprzez przemycie otrzymanych MIP
rozpuszczalnikiem organicznym lub mieszaning
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5,7-dimetoksykumaryna

Faza ruchoma: ACN/H,0; 5/95 (v/v)

Sorpcja analitéw.
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Rys. 2. Zastosowanie kapilamych kolumn monolitycznych NIP oraz MIP do izolowania i rozdzielania aflatoksyn (B,, B,, Gy, Gy)
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rozpuszczalnikéw. Podejécie to jest najszerzej sto-
sowane do wytwarzania MIP ze wzgledu na ekspe-
rymentalng prostote oraz komercyjng dostepnoéc
wielu monomer6éw zdolnych do interakcji z prawie
kazdym rodzajem matrycy. W podejsciu tym, celem
utworzenia kompleksu matryca-monomer, stosuje
sie nadmiar monomeru. W konsekwencji wolne
monomery s losowo usuwane z matrycy polime-
rowej, co prowadzi do powstania nieselektywnych
miejsc wigzania.

Potaczenie MIP z mikroekstrakcja do fazy
stacjonarnej

Polaczenie nadruku molekularnego ze SPME po raz
pierwszy zostato opisane na poczatku XXI wieku. Uzy-
skano wéwczas wibkno krzemionkowe SPME pokryte
MIP do oznaczenia brombuterolu z ludzkiego moczu.
Wiékna SMPE powlekane MIP mozna wytwarza¢
poprzez syntez¢ MIP na powierzchni wiékna ze stali
nierdzewnej lub wi6kna krzemionkowego. Wi6kna
SMPE pokryte MIP moga by¢ przygotowane przez
synteze MIP na powierzchni stali nierdzewnej lub
wibkna krzemionkowego. Powlekane wi6kno moze
by¢ wkiadane bezposrednio do roztworu prébki. Po
ekstrakcji prébka jest wstrzykiwana bezposrednio do
urzadzenia analitycznego, a analit jest desorbowany
albo za pomoca odpowiedniego rozpuszczalnika orga-
nicznego w przypadku zastosowania HPLC, albo ter-
micznie w przypadku zastosowania GC. Pojawienie sig
MIP jako wi6kien SPME rozwiazalo wiele probleméw,
takich jak koszt wibkien komercyjnych, niestabilnos¢
chemiczna lub termiczna oraz wyzwania zwigzane
z synteza wibkien. Wibkna MIP s3 zwykle fatwe do
przygotowania przy niskich kosztach, przy jednoczes-
nej wytrzymatosci i selektywnemu dziataniu w stosun-
ku do okreslonego analitu.

Pierwsze préby wytworzenia wi6kien MIP-SPME pole-
galy gtéwnie na modyfikacji krzemionki lub monolitéw
polimerowych. Powstale w ten spos6b materialy byly
jednak kruche, nieporowate, posiadaly staba stabilnos¢
i niskg no$nos¢. Zastosowanie stosunkowo taniej i pro-
stej techniki, jaka jest elektropolimeryzacja, pozwo-
lito na stosunkowo tanie i proste uzyskanie wi6kien
o wysokiej stabilnosci chemicznej i termicznej. Dodat-
kowo metody elektropolimeryzacji pozwalaja na pro-
stg i szybka technike kontrolowania grubosci polimeru
przewodzacego.

Polimery przewodzace majq ogromny potencjat zasto-
sowali w separacji ze wzgledu na ich wlasciwosci, takie
jak hydrofobowos¢, wigzania wodorowe czy mozli-
wo$¢ wymiany jonowej i elektroaktywno$€. Jednymi
z najlepiej przebadanych materiatéw sq polipirol (PPy)
i politiofen, ktére maja dobrg stabilnos¢ srodowiskowq,
moga by¢ stosowane w neutralnym pH, a ich powloke
mozna fatwo osadza¢ zaré6wno chemicznie, jak i elek-
trochemicznie na podiozach wykonanych z réznych
materiatéw. Ciagle jednak prowadzone s badania nad
wykorzystaniem innych polimeréw przewodzacych.
Wykazano, ze wiékna MIP-SPME mogq by¢ uzywa-
ne nawet 100 razy bez utraty wydajnoéci, wykazujac
doskonalg zdolnos¢ adsorpcji i wysokq selektywno$¢
w por6éwnaniu z wiéknami komercyjnymi.
Woltamperometria cykliczna to technika elektroanali-
tyczna polegajaca na cyklicznej polaryzacji elektrody
pracujacej WE (ang. Working Electrode) liniowo nara-
stajacej, a nastgpnie opadajacej w czasie z takq samq
predkoécig, lecz przeciwnym znakiem potencjatu,
oraz na rejestracji odpowiedzi pradowej tej elektrody.
W trakcie pomiaru CV rejestrowany prad moze mieé¢
charakter faradajowski, pojemnosciowy badz stano-
wi ich superpozycje. Do przeprowadzenia pomiaréw
CV stosowane jest zwykle tréjelektrodowe naczynko
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all US0 U O ) IE e
' Monomer Metoda analizy | Badane zwiazki Rodzaj probki LOD [ng/mL]
Antybiotyki
Pirol sztuazny plyn
Tiofen LC-MS linezolid, daptomycyna, amoksycylina ustrojowy 29
3-metylotiofen i osocze
Pirol
Tiofen LC-MS amoksycylina osocze 31
3-metylotiofen
Tiofen amoksycylina, cefotaksym, metronidazol i ich .
3-metylotiofen HPLCNS metabolity osocze
Pirol amoksycylina, cefataksym, ciprofloksacyna, .
HPLC-UV daptomycyna, flukonazol, gentamycyna,
;i-cr.rfleert'yloti it LC-MS/MS klindamycyna, linezolid, metronidazole, krew surowa 126-198
moksyfloksacyna
Kwas metakrylowy X ciprofloksacyna, ofloksacyna, norfloksacyna, oSocss
4-winylopirydyna HPLC-UV lewofloksacyna surowica, 0,023-0,033
< tabletki
b4
% danofloksacyna, norfloksacyna,
b Kwas metakrylowy LC-MS/MS enrofloksacyna, ciprofloksacyna moaz 2,0-10,0
<
= terta
. cyklina, oksytetracyklina, :
Kwas metakrylowy chlorotetracyklina, doksycyklina mieko krowie i
Leki przeciwwirusowe
Kwas akrylowy J LC-DAD-ESI/MS | abakawir moa 0,0101-0,0136
Leki przeciwzapalne i przeciwbélowe
naproksen, ibuprofen, N
Pirol IMS kwas mefenamowy surowica 0,07-0,37
4-winylopirydyna LC-MS ketoprofen, fenbufen, ibuprofen osocze 2,01-7,1
Leki B-adrenolityzne
Kwas metakrylowy HPLC-UV propranolol, pindolol osocze i mocz 320
oksoprenolol, atenolol, propranolol, nadolol,
Kwas metakrylowy LC-MSMS pindolol, labetalol, metoprolol mocz 10
Leki przeciwdepresyjne
Kwas metakrylowy CE-UV dopamina, epinefryna, norepinefryna osocze i mocz 0,879-1,252
Inne zwigzki
Kwas metakrylowy CE efedryna, pseudoefedryna mocz i surowica | 0,96-1,1
3-aminopropylotrietoksysilan | — fenobarbital moaz 9,88
Kwas winylosulfonowy GC-FID kwas walproinowy ::l;?::li(fa' SYOP. | 49
Kwas metakrylowy GC-FID metamfetaminy $lina 14
v androsteron, stanolon, androstenedion,
Kwas metalaylony QoS metylotestosteron ez 0,008-0,20
Kwas metakrylowy LC-MS hrombuterol mocz 10
Kwas metakrylowy GC-MS diacetylomorfina, analogl prébkl wodne 1-300
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elektrochemiczne, w ktérym zaszczelniona jest elek-
troda pracujyca, elektroda odniesienia RE (ang. Refe-
rence Electrode) oraz elektroda pomocnicza CE (ang.
Counter Electrode). Na granicy faz elektrody pracuja-
cej i roztworu wytwarza si¢ podwéjna warstwa elek-
tryczna przypominajaca kondensator plasko-réwnole-
gly. Zachowanie warstwy podwéjnej podobne jest do
zachowania kondensatora elektrostatycznego, ktérego
fadunek jest okre$lony przez niedobé6r badz nadmiar
elektronéw w materiale elektrody oraz (dla zachowa-
nia elektroobojetnosci) przez nadmiarowe kationy lub
aniony w roztworze elektrolitu podstawowego.

Oceng morfologii oraz wtasciwosci fizykochemicz-
nych nowo otrzymanych wiékien MIP-SPME prowadzi
sie z wykorzystaniem miedzy innymi metody skanin-
gowej (SEM) i transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM), woltamperometrii cyklicznej, spektroskopii
w podczerwieni (np. FTIR), metod dyfrakcyjnych (np.
SAXS, WAXS) oraz magnetycznego rezonansu jadro-
wego (NMR). Skaningowy mikroskop elektronowy jest
urzadzeniem, w ktérym strumiert ukierunkowanych
elektronéw bombarduje badang prébke, skanujac
jej powierzchnig linia po linii. Pod wplywem wiazki
elektron6w prébka emituje rézne sygnaly, takie jak:
elektrony wtérne, elektrony wstecznie rozproszone
oraz charakterystyczne promieniowanie rentgenow-
skie, ktore s3 rejestrowane za pomoca odpowied-

PUBLIKACJA [P6]

nich detektoréw, a nastepnie przetwarzane na obraz
prébki lub widmo promieniowania rentgenowskiego.
W zaleznosci od zastosowanego detektora mozliwe
jest obserwowanie réznic w skladzie pierwiastkowym
probki — detektor elektronéw wstecznie rozproszo-
nych BSE (ang. Backscattered Electron), topografii
powierzchni prébki — detektor elektronéw wtérnych
SE (ang. Secondary Electron) czy wystepujacych pier-
wiastkéw — spektrometr rentgenowski EDX (ang.
Energy Dispersive X-ray Spectroscopy). Spektroskopia
w podczerwieni jest metodq umozliwiajaca badanie
drgan czasteczek zwiazkéw chemicznych. Dostarcza
informacji o budowie chemicznej zwiazkéw poprzez
identyfikacje grup funkcyjnych. Prébka na$wietla-
na jest promieniowaniem z zakresu podczerwieni
(1000 nm - 20 000 nm). W praktyce najwieksze
zastosowanie ma spektroskopia w érodkowej podczer-
wieni od 2,5 um do 25 um, czyli od v = 4000 cm™ do
vV =400 cm. Niskokatowe rozpraszanie promienio-
wania X umozliwia badanie struktur o bardzo duzej
periodycznosci. Analiza rozpraszania niskokatowego
dostarcza informacji o wymiarach i geometrii mate-
rialéw nanoczasteczkowych. Technika ta jest gtéwnie
wykorzystywana w badaniu polimeréw. Umozliwia
okreslenie struktur ztozonych z nanoobiektéw, w tym
obserwacji dynamiki tworzenia sig takich struktur na
powierzchni.
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Zastosowanie MIP jako selektywnych materiatow s0rp-
cyjnych pozwala na opracowanie sclcklywnei proce-
dury przygotowania probki przed ostateczng analizg,
MIP zostaly z powodzeniem wykorzystane do ozna-
czania zwigzkow w szerokim zakresie mas czastecz.
kowych, od zwigzkbw lotnych do peptydéw i biatek,
a nawet wirusow i komorek. Wi6kna pokryte Mip
sq obecnie uwazane za jedne z najbardziej wytrzy-
malych, powtarzalnych (efekt matrycy), niedrogich,
latwych do przygotowania oraz wysoce selektywnych,
W ostatnim czasie odnotowano kilka zastosowan far-
maceutycznych SPME z nadrukiem molekularnym
i zastosowanie r6znych konfiguracji aparatury anali-
tycznej (tab. 2). MIP-SPME zostato uzyte do ekstrakgji
czesto stosowanych lek6w przeciwbakteryjnych, mig-
dzy innymi amoksycyliny, cefotaksymu, metronidazolu
oraz ich metabolitéw z probek biologicznych, takich
jak mocz, osocze i pefna krew ludzka. Zastosowanie
MIP-SPME skraca czas oraz zuzycie toksycznych roz-
puszczalnikéw. Proces przygotowania prébki n.mie
by¢ dodatkowo w pelni zautomatyzowany i sprzezony
on-line z GC-MS lub LC-MS.
Podczas badari wykorzystano wibkna sorpcyjne ze stali
medycznej (Ni-Cr) z naniesiong w wyniku polimeryzacji
elektrochemicznej warstwq polipirolu (PPy), politiofe-
nu (PTh) oraz poli(3-metylotiofenu) (PMeTh). Proces
polimeryzacji prowadzono przy zastosowaniu metody
potencjodynamicznej, opartej na cyklicznych zmianach
potencjatu w przedziale czasowym (woltamperometria
cykliczna), w ukladzie tréjelektrodowym o budowie:
| elektroda srebrowa (Ag/AgCl) - elektroda referencyjna,
| blaszka platynowa (Pt) - przeciwelektroda,
m drucik ze stali medycznej (Ni-Cr) - elektroda robocza
(pracujaca).
Metode elektrochemicznej polimeryzacji zastosowano
w celu otrzymania wi6kien bez odcisku oraz z odcis-
kiem czasteczkowym (NIP/MIP-SPME). Stad, do elek-
trolitu podstawowego, obok odpowiedniego monome-
ru, dodawano okreslone stezenie molekuty szablonu
(odpowiedniego leku) (rys. 3).
Kontrolny polimer bez odcisku czasteczkowego (NIP)
przygotowano za pomocq podobnej procedury do tej,
kt6ra zastosowano do otrzymania warstwy MIP, ale w nie-
obecnosci szablonu. Kazdorazowo podczas procesu elek-
tropolimeryzacji uzywano tetrafluoroboranu tetrabutylo-
amoniowego w acetonitrylu jako elektrolit podstawowy
(c = 0,1 M). Podczas prowadzenia etapu syntezy stosowa-
no podwyzszony gérny potencjat, co pozwolito na wyeli-
minowanie procesu aktywacji.
W celu doktadnego okreslenia ksztaltu oraz morfologii
uzyskanych wibkien polimerowych przeprowadzono
obrazowanie z wykorzystaniem TEM. Wykonane bada-
nia ujawnily ziarnista, wielofazowq strukture bada-
nych materialéw. Wielkos¢ globul (dp) w zaleznoci
od rodzaju wiékna polimerowego wynosi 0,5 um +
5,0 um (rys. 4).
Zaprezentowane wyniki zdajq sig potwierdzi¢ wiasciwo-
Sci sorpeyjne polimerowych materialéw elektroprzewo-



dzacych z odcisnigty czasteczka (MIP-SPME). Stwarza to
nowe mozliwosci na polu selektywnej ekstrakgji lekbw
i ich potencjalnych metabolitéw. Ponadto, wykorzystanie
polimerowych wiékien sorpcyjnych w znaczacy sposéb
usprawnia izolowanie zwigzk6w biologicznie aktywnych,
pozostajacych w niskich stezeniach w matrycach wyj-
¢ciowych. Wysoka selektywno$¢ sorbentéw SPME z odci-
énietq czasteczka stwarza mozliwo$é ich zastosowania do
izolowania z rzeczywistych prébek biologicznych (krew/
tkanka). Takie podejécie skraca czas przygotowania préb-
ki oraz minimalizuje ilo$¢ (objeto$¢) materiatu biologicz-
nego dla celéw analitycznych.

Podsumowanie

Terapeutyczne monitorowanie lek6w oraz ich aktyw-
nie farmakologicznych metabolitéw umozliwia ocene
ich farmakokinetyki i metabolizmu, jak réwniez
ustalenia odpowiedniego dawkowania pod katem
terapii pacjenta. Technika MIP-SPME stwarza nowe
mozliwosci w zakresie selektywnej ekstrakcji lekéw
i ich potencjalnych metabolitéw. Dodatkowo zasto-
sowanie polimerowych wiékien sorpcyjnych znacza-
co poprawia izolacje zwiazkéw biologicznie aktyw-
nych na niskich poziomach stezeri w wyjsciowych
matrycach. Wysoka selektywnos¢ sorbentéw SPME
z nadrukiem molekularnym umozliwia ich wykorzy-
stanie do izolacji zwigzkéw z rzeczywistych prébek

biologicznych. Podejscie to skraca czas przygotowa-
nia probki i minimalizuje ilo§¢ (objeto$c) potrzebne-
go materiatu biologicznego do cel6w analitycznych.
Analiza lekéw wymaga koniecznoéci wprowadzenia
selektywnych metod izolowania oraz wzbogacania
tych zwigzkéw z materiatu biologicznego na pozio-
mie niskich stezen. Jako selektywne adsorbenty dla
przysztej aplikacji w diagnostyce medycznej coraz
czesciej stosuje si¢ polimery przewodzace na no$ni-
kach metalicznych w do$wiadczeniach in vitro,
jak réwniez in vivo w badaniach nad zwierzgtami.
Otrzymuie sig je w reakgji polimeryzacji elektroche-
micznej odpowiednich substratow. Waznym celem
jest opracowanie nowych, skutecznych procedur
analitycznych pozwalajacych na oznaczanie lek6w
przeciwbakteryjnych i ich metabolitéw, ktére beda
stanowily narzedzie do monitorowania terapii infekcji
bakteryjnych oraz wskazania odpowiedniego dawko-
wania danego leku, tak zwane okno terapeutyczne,
indywidualnie dla kazdego pacjenta.

Daria Janiszewska*, Matgorzata Szultka-
Miyniska*, Bogustaw Buszewski*,**

*Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki,

Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Toruri
*Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii,
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Podsumowanie i wnioski

Praca [P1] stanowi przeglad literatury podkreslajacy znaczenie nowoczesnych technologii,
takich jak MALDI-TOF MS, w identyfikacji mikroorganizméw i analizie
antybiotykooporno$ci. W pracy [P2] opracowano metode szybkiej identyfikacji bakterii z
probek klinicznych, co umozliwito efektywne okreslanie wrazliwosci na antybiotyki. Praca
[P3] skupita si¢ na przyspieszeniu diagnostyki mikroorganizméw przetrwalnikujacych poprzez
skrocenie czasu inkubacji. Badania [B1] dotyczyty identyfikacji bakterii z probek od pacjentéw
z infekcjami drog oddechowych, a [B2] oceny antybiotykoopornosci za pomoca testow MBT-
STAR-BL i MBT-ASTRA, obejmujac nowe zastosowania dla lewofloksacyny i azytromycyny.
Prace [P4 - P6] koncentrowaly si¢ na rozwoju techniki izolacji i analizy antybiotykoéw oraz ich

metabolitow z prébek biologicznych.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania pozwolily na sformutowanie nastepujacych

wnioskow:

1. Wykorzystanie techniki MALDI-TOF MS w identyfikacji mikroorganizmow:
Technika MALDI-TOF MS zostala skutecznie zaadaptowana do identyfikacji
mikroorganizméw izolowanych z trudno gojacych si¢ ran pooperacyjnych oraz probek
z gornych drég oddechowych pacjentow cierpigcych na infekcje. Zastosowanie tej
technologii przyczynito si¢ do skrocenia czasu diagnostyki oraz zwigkszenia jej
precyzyjnosci w porownaniu do tradycyjnych metod. Wyniki te stanowig potwierdzenie
walidacji metody w diagnostyce klinicznej, co pozwala na szybsze wdrozenie terapii
antybiotykowej, szczeg0lnie w przypadkach zakazen trudnych do leczenia, zgodnie z
celem [P2, B1].

2. Skrécenie czasu inkubacji bakterii przetrwalnikujacych i adaptacja MALDI-TOF
MS: Badania nad skréceniem czasu inkubacji mikroorganizméw przetrwalnikujacych,
takich jak Bacillus, oraz adaptacja systemu MALDI-TOF MS do ich identyfikacji
pokazaly, ze innowacyjne podejScia moga przyspieszy¢ proces diagnostyczny.
Walidacja tych metod pozwala na szybsze wykrycie zagrozen zar6wno w kontekscie
infekcji klinicznych, jak i w przemysle spozywczym. Dostosowanie systemu do
identyfikacji tych mikroorganizméw wspiera szybsza diagnostyke, zmniejsza ryzyko
rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow opornych i1 podnosi efektywnos$¢ procesow
przemystowych, co wpisuje si¢ w cel [P3].

3. Wykorzystanie MALDI-TOF MS w analizie mechanizméw opornosci na
antybiotyki: Zastosowanie MALDI-TOF MS w polaczeniu z analiza widma

biatkowego oraz bazami danych, takimi jak UniProt, pozwolilo na precyzyjna
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identyfikacj¢ biatek zwigzanych z mechanizmami opornosci na antybiotyki. Walidacja
tej metody wykazata jej skuteczno§¢ w skracaniu czasu analizy w poroéwnaniu do
tradycyjnych metod genotypowych, oferujac wysoka specyficzno$¢ i umozliwiajac
identyfikacj¢ szerokiego zakresu patogenow. Integracja wynikow masowych z bazami
danych biatkowymi stanowi nowoczesne narzg¢dzie diagnostyczne, ktére wspiera
szybkie okreslenie mechanizméw opornosci i ulatwia dobor odpowiedniej terapii
celowanej, zgodnie z celem [P2, B2].

4. Zastosowanie testu MBT-ASTRA w analizie opornosci na antybiotyki: Po raz
pierwszy zastosowano test MBT-ASTRA do analizy opornosci Staphylococcus aureus
na azytromycyne i lewofloksacyng, co stanowi istotny wktad w rozwdj metod szybkiej
diagnostyki, szczegolnie w kontekscie szczepow MRSA. Walidacja tej metody
wykazata rowniez roznice w skutecznosci i precyzji narzedzi diagnostycznych, takich
jak Zybio EX2600 1 Bruker Microflex LT/SH. Badania te podkre$laja znaczenie
walidacji nowoczesnych narzedzi diagnostycznych i ich potencjal w precyzyjnym
dostosowaniu terapii antybiotykowej, co wpisuje si¢ w cel [B2].

5. Opracowanie selektywnej metody izolacji antybiotykow: Opracowana innowacyjna
metoda selektywnej izolacji antybiotykow z osocza ludzkiego przy uzyciu wiokien
SPME pokrytych polimerami z odciskiem molekularnym wykazata znaczng poprawe w
selektywnosci 1 efektywnosci izolacji. Walidacja tej metody pozwala na precyzyjne
monitorowanie st¢zenia lekow, co jest kluczowe w kontekscie personalizacji leczenia.
Wyniki te otwieraja nowe mozliwos$ci diagnostyczne 1 wspieraja dostosowanie terapii,
szczegOlnie w przypadkach wymagajacych doktadnego doboru dawki leku, zgodnie z
celami [P5, P6].

6. Zastosowanie SPME-LC-MS/MS do oznaczania antybiotykdéw w prébkach osocza:
Po raz pierwszy zastosowano technik¢ SPME-LC-MS/MS do oznaczania antybiotykow
w probkach osocza pobranych od pacjentow intensywnej terapii. Walidacja tej metody
umozliwila precyzyjne monitorowanie st¢zen lekow 1 ich metabolitoéw, co ma kluczowe
znaczenie w personalizacji terapii antybiotykowej w krytycznych przypadkach. Wyniki
tych badan wskazuja na duza skutecznos$¢ i bezpieczenstwo tej metody, a takze jej
potencjat w ograniczaniu ryzyka zwigzanego z antybiotykooporno$ciami, zgodnie z

celami [P5, P6].

Whioski z przeprowadzonych badan podkreslaja istotng role nowoczesnych technik
spektrometrycznych, takich jak MALDI-TOF MS, w diagnostyce mikroorganizmow i analizie

mechanizmow antybiotykoopornosci. Zastosowanie tej technologii umozliwitlo szybkg i
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precyzyjng identyfikacje patogenow, w tym bakterii przetrwalnikujgcych, oraz znaczaco
skrocito czas inkubacji, co ma kluczowe znaczenie zar6wno w diagnostyce klinicznej, jak i w
przemysle spozywczym. Po raz pierwszy wykorzystano test MBT-ASTRA do analizy
opornosci szczepoOw MRSA na lewofloksacyng¢ i azytromycyng, co otwiera nowe mozliwosci
diagnostyczne w leczeniu zakazen wywolanych przez szczepy wielolekooporne. Porownanie
wynikow uzyskanych z wykorzystaniem spektrometrow Zybio EX2600 i BrukerMicroflex
LT/SH dostarczyto cennych danych na temat skutecznosci tych narzedzi w analizie opornosci
na imipenem.

Innowacyjnym osiggni¢ciem bylo opracowanie wtokien SPME pokrytych polimerami z
odciskiem molekularnym (MIP), ktére po raz pierwszy zastosowano w analizie antybiotykdw
w osoczu ludzkim z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS. Metoda ta pozwala na precyzyjne
monitorowanie stezen leké6w i ich metabolitow, wspierajac personalizacj¢ terapii oraz
zwigkszajac jej skutecznos$¢ 1 bezpieczenstwo, szczegolnie w warunkach intensywnej terapii.

Badania te potwierdzaja ogromny potencjal technik spektrometrycznych w diagnostyce
mikrobiologicznej i terapii antybiotykowej, wskazujac na mozliwo$¢ dalszego rozwijania i
wdrazania tych narzedzi w praktyce klinicznej. Optymalizacja tych metod i ich integracja z
bazami danych biatkowych, takimi jak UniProt, umozliwia lepsze zrozumienie mechanizméw
antybiotykooporno$ci oraz opracowanie celowanych strategii terapeutycznych w odpowiedzi

na globalne wyzwania zdrowotne.
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Dorobek naukowy

Edukacja
10.2020 — obecnie Szkota Doktorka Nauk Scistych i Przyrodniczych

Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Wydziat Chemii

Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki

Studia doktoranckie w dziedzinie nauk chemicznych

10.2018 — 06.2020 Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Wydzial Chemii
Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki
Magister chemii (specjalno$¢ chemia kryminalistyczna)

10.2017 — 06.2019 Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych
Katedra Fizjologii Ro$lin i Biotechnologii
Magister biotechnologii

10.2014 — 06.2017 Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych
Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii
Licencjat biotechnologii

Staze

04 —08.12.2023 Polmlek (Grudziadz, Polska)
Staz dotyczyt analizy antybiotykéw oraz mikroorganizmow stanowigcych
kontaminacje w produktach mleczarskich

Szkolenia

05.2023 ,»qPCR Gene Expression”

Szkolenie prowadzone przez ThermoFisher Scientific (Polska)

Publikacje naukowe

[P1]

[P2]

[P3]

[P4]

Wchodzace w sklad dysertacji
IF — impact factor, PM —punktacja ministerialna

M. Szultka-Mtynska, D. Janiszewska, B. Buszewski, Moleculary imprinted polymersas solid
phase microextraction fibers for the isolation of selected antibiotics from human plasma,
Materials (2021) 14: 1-24.

IF2021 = 3,748 PM = 140 doi: 10.3390/mal4174886

M. Szultka-Mtynska, D. Janiszewska, P. Pomastowski, M. Ztoch, W. Kupczyk, B.
Buszewski, Identification of bacteria associated with post-operative wounds of patients with
use of matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry approach,
Molecules (2021) 26: 1-24.

IF2021= 4,927PM = 140 doi: 10.3390/molecules26165007

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, B. Buszewski, Analityka antybiotykow beta-
laktamowych w ukiadzie in vitro vs. in vivo, Wiadomosci Chemiczne (2022) 76: 109-127.
PM =20 doi: 10.53584/wiadchem.2022.3.1

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, B. Buszewski, Zastosowanie techniki MIP-SPME do
terapeutycznego monitorowania lekdéw w probkach biologicznych, Analityka: nauka i praktyka
(2022) 23: 11-19,

PM =20
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[P5]D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, P. Pomastowski, B. Buszewski, ,, Omic” approaches to

[P6]

bacteria and antibiotic resistance identification, International Journal of Molecular Sciences
(2022) 23: 1-33
IF2022 = 5,600 PM = 140 doi:10.3390/ijms23179601

D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Szultka-Mtynska, Implications of sample
preparation methods on the MALDI-TOF MS identification of spore-forming Bacillus species
from food samples: a closer look at Bacillus licheniformis, Peribacillus simplex, Lysinibacillus
fusiformis, Bacillus flexus, and Bacillus marisflavi, ACS Omega (2023) 8: 34196-35441
IF2023 = 3,700 PM =70 doi:10.1021/acsomega.3c04354

Publikacje niewchodzgce w sklad dysertacji

M. Szultka-Mtynska, D. Janiszewska, K. Pauter, B. Buszewski, Bioanalityka
mikroorganizmow z réznych matryc biologicznych, Analityka: nauka i praktyka (2020) 21: 4-
6, 8-11.

PM =20

D. Janiszewska, P. Pomastowski, M. Szultka-Mtynska, B. Buszewski, Kapilarne
ogniskowanie izoelektryczne w analizie biatek mleka, Wiadomosci Chemiczne (2021) 75: 943-
957.

PM =20

K. Wroblewski, I. Dybata, A. Petruczynik, M. Szultka-Mtynska, D. Janiszewska, J. R6g, H.
Karakuta-Juchnowicz, D. Juchnowicz, B. Buszewski, Optimization of chromatographic
system for detection and determination of carbamazepine in pharmaceutical formulation,
serum, and saliva by HPLC-DAD, Acta Poloniae Pharmaceutica (2022) 79: 809-826.

IF2022 = 0,4 PM =100 d0i:10.32383/appdr/161081

K. Wréblewski, M. Szultka-Mtynska, D. Janiszewska, A. Petrucznik, B. Buszewski,
Development of the validated stability-indicating method for the determination of vortixetine
in bulk and pharmaceutical formulation by HPLC-DAD, stress degradation kinetics studies
and detection of degradation products by LC-ESI-QTOF-MS, Molecules (2022) 27: 1-21;

IF2022 = 4,600 PM = 140; doi:10.3390/molecules27061883

T. Tuzimski, A. Petruczynik, B. Kapron, T. Plech, A. Makuch-Kocka, D. Janiszewska, M.
Sugajski, B. Buszewski, M. Szultka-Mtynska, In vitro and in silico of cholinesterases
inhibition and in vitro and in vivo anti-meloma activity investigations of extracts obtained
from selected Berberis species, Molecules (2024) 29: 1-37

IF2023 = 4,200 PM = 140 doi: 10.3390/molecules29051048

G. Guzewska, D. Janiszewska, A.B. Florkiewicz, G. Czeszewska-Rosiak, P. Pomastowski,
M. Szultka-Mtynska, A. Tretyn, Lokalna i ekologiczna Zywnosé: aspekty mikrobiologiczne w
mleczarstwie, Przeglad Mleczarski: miesigcznik przeznaczony dla pracownikow przemystu
mleczarskiego (2024) 1: 34-44

PM=5

T. Tuzimski, S. Szubartowski, J. Stazka, K. Baczewski, D. Janiszewska, V. Railean, B.
Buszewski, M. Szultka-Mtynska, Potential clinical application of analysis of bisphenols in
pericardial fluid from patients with coronary artey disease with the use of liquid
chromatography combined with fluorescence detection and triple quadrupole mass
spectrometry, Molecules (2025) 30: 1-27

IF2004 = 4,600 PM = 140 doi:10.3390/molecules30010140

8. T. Tuzimski, A. Petruczynik, T. Plech, M. Sugasjki, A. Frydrysiak-Brzozowska, M. Szultka-

Mtynska, D. Janiszewska, B. Wasilewska, B. Buszewski, Determination of selected

isoquinoline alkaloids from Corydalis species extracts by liquid chromatography and their in
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vitro and in silico cholinesterases inhibition and in vitro and in vivo cytotoxic activity against
human melanoma cells, Fitoterapia (2025) 185: 1-14.

IF2023 = 2,600 PM = 100 doi: 10.1016/j.fitote.2025.106750

0. T. Tuzimski, K. Baczewski, V. Railean, D. Tarkowska, M. Szultka-Mtynska, Potential
clinical application of determination of bisphenols in pericardial fluis from patients with
coronary artery disease, Molecules (2026) 31: 1442

IF2024 = 4,600 PM = 140 doi: 10.3390/molecules31091442

Inne

1. D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, M. Ztoch, P. Pomastowski, B. Buszewski,
Identification of the mechanisms of antibiotic resistance on the basis of specific m/z values, w:
17th ISC Modern Analytical Chemistry, Praga (Czechy), 2021, s. 13-18;

2. D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, P. Pomastowski, W. Kupczyk, B. Buszewski,
Identification of bacteria associated with post-operative wounds with the use of MALDI-TOF
MS approach, w: A. K. Surowiak, K. Baberowska, Z. Bacinska i in. (red.), ChemBiotIC
Chemistry & Biotechnology International Conference — book of abstracts, Wroctaw
University of Science and Technology, Wroctaw, 2023, s. 96;

3. D. Janiszewska, P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Analiza klinicznych
izolatow bakteryjnych z zastosowaniem technik ,,-omicznych” w potgczeniu z MALDI-TOF
MS, w: 65. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego — book of abstracts,
Warszawa, 2023, Polskie Towarzystwo Chemiczne, s. 736, ISBN 978-83-60988-39-8;

4. D. Janiszewska, P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Analiza klinicznych
izolatow bakteryjnych z zastosowaniem technik ,,-omicznych” w polgczeniu z MALDI-TOF
MS, w: 65. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego. Torun, 18-22.09.2023 r.
Ksigzka abstraktow, 2023, Warszawa, Polskie Towarzystwo Chemiczne, 736 s., ISBN 978-
83-60988-39-8;

5. D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Assessment
of antibiotic resistance using MBT-STAR-BL and MBT-ASTRA tests via MALDI-TOF MS
analysis, w: Advances in Pharmaceutical Analysis (APA2024) & Metabolomics Circle 2024
—book of abstracts, L.6dz, 2024, Politechnika .0dzka, s. 67;

6. D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Application
of MBT-STAR-BL and MBT-ASTRA test for antibiotic resistance analysis based on MALDI-
TOF MS technique, w: 28th International Symposium on Separation Sciences (1SSS2024) —
book of abstracts, Messina (Wtochy), 2024, s. 236;

7. D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Advancing
rapid diagnostics: detection of antibiotic resistance using MALDI-TOF MS, w: FEMS
MICRO 2025 Congress — abstract book, Milan (Wtochy), 2025, Federation of European
Microbiological Societies (FEMS), s. 1962.

YIF= 34375 Y PM=1235

Konferencje naukowe

Laczna liczba wystapien = 15, w tym na konferencjach migdzynarodowych = 13
Komunikaty ustne = 8, prezentacje posterowe = 7
Wspdtautorstwo = 1

Komunikaty ustne

1. D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, M. Ztoch, P. Pomastowski, B. Buszewski, Influence of
culture conditions and methods of sample preparation on the level of bacterial identification
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using MALDI-TOF MS technique, 15" International Scientific Conference “The Vital Nature
Sign”, Kaunas (Litwa) 20-21.05.2021

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, M. Zloch, P. Pomastowski, B. Buszewski,
Identification of the mechanisms of antibiotic resistance on the basis of specific m/z values,
17" ISC “Modern Analytical Chemistry”, Praga (Czechy) 16-17.09.2021

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, P. Pomastowski, M. Ztoch, W. Kupczyk, B.
Buszewski, Determination and idenification of antibiotic drugs and bacteria strains in post-
operative wounds, 1% International Meeting for Young Analytical Chemists, Krakéw (Polska)
27-28.09.2021

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, B. Buszewski, New approach for determination and
identification of selected antibiotics and microorganisms for biomedical purpose, 4"
international Congress on Analytical and Bioanalitycal Chemistry, Antalya (Turcja) 23-
27.03.2022

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, P. Pomastowski, M. Ztoch, B. Buszewski, Application
of ,,-omic” techniques in bacteria identification, 26" International Symposium in Separation
Science, Ljubljana (Stowenia) 28.06-1.07.2022

D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Szultka Mtynska, Dobér warunkéw hodowli
bakterii przetrwalnikujgcych i ich analiza za pomocq techniki MALDI-TOF MS, XVI
Kopernikanskie Seminarium Doktoranckie, Torun (Polska) 29-30.06.2023

D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Szultka-Mtynska, Detection of antibiotic
resistance in clinical bacteria using MALDI-TOF MS and real-time PCR technique, 27
International Symposium on Separation Science, Kluz-Napoka (Rumunia) 24-27.09.2023

D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Application
of MBT-STAR-BL and MBT-ASTRA tests for antibiotic resistance analysis based on MALDI-
TOF MS technique, 28" International Symposium on Separation Science, Messyna (Wtochy)
22-25.09.2024

Prezentacje posterowe

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, K. Pauter, M. Ztoch, P. Pomastowski, B. Buszewski,
Application of hyphenated techniques for the determination and identification of antibiotics
and microorganisms from clinical samples, Metabolomic Circle 2020, Biatystok (Polska) 4-
6.11.2020

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, B. Buszewski, Application of MIP-SPME-LC/MS for
the therapeutic drug monitoring in biological samples from patients in the intensive care unit,
1% International Meeting for Young Analytical Chemists, Krakdw (Polska) 27-28.09.2021

D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Szultka-Mtynska, Study on spore-producing
bacteria using MALDI-TOF MS technique, Copenhagen Separation Science Symposium,
Kopenhaga (Dania) 25-26.05.2023

D. Janiszewska, M. Szultka-Mtynska, P. Pomastowski, W. Kupczyk, B. Buszewski,
Identification on bacteria associated with post-operative wound patients with the use of
MALDI-TOF MS approach, Chemistry & Biotechnology International Conference
ChemBiotIC, Wroctaw (Polska) 22-23.06.2023

D. Janiszewska, P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Analiza klinicznych

izolatow bakteryjnych z zastosowaniem technik ,,-omicznych” w potgczeniu z MALDI-TOF
MS, 65. Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego PTChem, Torun (Polska) 18-22.09.2023

D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Assessment
of antibiotic resitance using MBT-STAR-BL and MBT-ASTRA test via MALDI-TOF MS
analysis, Advance in Pharmaceutical Analysis — MetabolomicsCircle, £.6dz (Polska) 14-
16.11.2024
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D. Janiszewska, M. Ztoch , P. Pomastowski, M. Kociotek, M. Szultka-Mtynska, Advancing
rapid diagnostics: detection of antibiotic resistance using MALDI-TOF MS, FEMS MICRO
MILAN 2025, Mediolan (Wtochy) 14-17.07.2025

Wspotautorstwo

M. Szultka-Mtynska, D. Janiszewska, B. Buszewski, Application of electrochemistry/mass
spectrometry for the metabolic study of drugs from different therapeutic groups in case of
biomedical diagnostic, 6™ International Workshop on Electrochemistry/Mass Spectrometry
EICheMS, Miinster (Niemcy) 27-28.05.2021

Projekty badawcze/granty

1.

Grant dla Doktorantow oraz Miodych Naukowcow: ldentyfikacja produktow metabolizmu
antybiotykow beta-laktamowych w warunkach modelowych wobec enzyméw mikrosomalnych
wyizolowanych w komorek wqtroby ludzkiej (nr PDB/granty wydzialowe)

NCN PRELUDIUM - kierownik projektu: Spektrometria mas w detekcji modyfikacji lipidu

A jako markera opornosci na polimyksyny w  zakazeniach  szpitalnych, nr
2025/57/N/ST4/03664, 2026-2028, kwota: 139 934 PLN, projekt w trakcie realizacji

Finansowanie wyjazddw zagranicznych

3.

Dofinansowanie w ramach Minigrantéw Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych
AST UMK na realizacje wyjazu: 17" International Students Conference ‘Modern Analytical
Chemistry, Praga (Czechy) 16-17.09.2021

Dofinansowania w ramach programu PROM 2021 na realizacj¢ wyjazdu: 26™ International
Symposium in Separation Science, Ljubljana, (Stowenia) 28.06-1.07.2022

Dofinansowania w ramach Minigrantéw Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych
AST UMK na realizacje wyjazu: Copenhagen symposium on separation science CSSS 2023,
Kopenhaga (Dania) 25-26.05.2023

Dofinansowanie w ramach Minigrantéw Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych
AST UMK na realizacje wyjazu: 27" Interantional Symposium on Separation Science, Kluz-
Napoka (Rumunia) 24-27.09.2023

Dofinansowanie w ramach Minigrantéw Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych
AST UMK na realizacje wyjazdu: 28" International Symposium on Separation Science,
Messyna (Wtochy) 22-25.09.2024

Nagrody

1.

Nagroda zespotowa JM Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za osiagnigcia
w dziedzinie organizacyjnej w 2023 roku;

Nagroda zespotowa JM Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za osiggnigcia
w dziedzinie nauki i badan w 2021 roku;

Wyréznienie w konkursie ,,Najlepszy flash-talk” podczas27" Interantional Symposium on
Separation Science, Kluz-Napoka (Rumunia) 24-27.09.2023.

Udzial w innych projektach

1.

Cztonkostwo w Uczelni Badawczej, Inicjatywy Doskonatosci — Uczelnia Badawcza Centrum
Doskonatosci ToPerMed ,,W kierunku medycyny spersonalizowanej” — 2021 — obecnie
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Wspolorganizacja warsztatow ,,Technika MALDI w rutynowej diagnostyce klinicznej —
warsztaty z identyfikacji patogenow klinicznych i detekcji antybiotykoodpornosci” 03.2024

Wspotorganizacja konferencji naukowej ,,65. Zjazd Naukowego Polskiego Towarzystwa
Chemicznego” 18-22.09.2023, Torun
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Oswiadczenia wspotautorow
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Zatgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023
r. w sprawie postgpowania o nadanie stopnia doktora na Uniwersytecie
Mikolaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 04.05.2026 r.

Mgr Daria Tarkowska

Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Wydziat Chemii
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

ul. Gagarina 7, 87-100 Torun

Rada Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [M. Szultka-Mlynska, D. Janiszewska, B. Buszewski,
2021, Moleculary imprinted polymers as solid phase microextraction fibers for the isolation of
selected antibiotics from human plasma, Materials, 14, 1-24] mdj udziat polegat na wspdtudziale
przy opracowaniu koncepcji manuskryptdéw oraz metodologii, zbieraniu i interpretacji danych,
dyskusji wynikow.

Nini¢jszym o$wiadczam, zec w pracy [M. Szultka-Mlynska, D. Janiszewska, P.
Pomastowski, M. Ztoch, W. Kupczyk, B. Buszewski, 2021, Identification of bacteria associated
with post-operative wounds of patients with use of matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry approach, Molecules, 26, 1-24] moj udziat polegal na wspotudziale
przy opracowaniu koncepcji manuskryptow, przeprowadzeniu wszystkich eksperymentow,
interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikow, przygotowanie wstepnej wersji 1 korekcie
manuskryptu.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Szultka-Mlynska, B. Buszewski,
2022, Analityka antybiotykow B-laktamowych w ukladzie in vitro vs. in vivo, Wiadomosci
Chemiczne, 76, 3-4] moj udziat polegat na wspotudziale w opracowaniu koncepcji manuskryptu,
przegladzie literatury, przygotowaniu wstepnej wersji i korekcie manuskryptu.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Szultka-Mlynska, B. Buszewski,
2022, Zastosowanie techniki MIP-SPME do terapeutycznego monitorowania lekow w probkach
biologicznych, Analityka: nauka i praktyka, 23, 11-19] mdj udziat polegat na wspotudziale przy
opracowaniu koncepcji manuskryptu, przegladzie literatury, przygotowaniu wstgpnej wersji i

korekcie manuskryptu.
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Zalgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023
r. w sprawie postgpowania o nadanie stopnia doktora na Uniwersytecie
Mikolaja Kopernika w Toruniu

Niniejszym os$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Szultka-Mlynska, P.
Pomastowski, B. Buszewski, 2022, ,,Omic” approaches to bacteria and antibiotic resistance
identification, International Journal of Molecular Sciences, 23, 1-33] moj udzial polegal na
wspotudziale przy opracowaniu manuskryptu, przegladzie literaturowym, przygotowaniu wstepnej
wersji i korekeie manuskryptu.

Nienigjszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M.
Szultka-Mtyniska, 2023, Implications of sample preparation methods on the MALDI-TOF MS
identification of spore-forming Bacillus species from food samples: a closer look at Bacillus
licheniformis, Peribacillus simplex, Lysinibacillus fusiformis, Bacillus flexus, and Bacillus
marisflavi, ACS Omega, 8, 34196-35441] mdj udziat polegal na wspotudziale przy opracowaniu
koncepcji manuskryptow, przeprowadzeniu wszystkich eksperymentow, interpretacji i dyskusji

uzyskanych wynikow, przygotowanic wstgpnej wersji i korekcie manuskryptu.

- wo it D hoy

(podpis)
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Zatgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023
r. w sprawie postgpowania o nadanie stopnia doktora na Uniwersytecie
Mikolaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 02.08.2024 r.

Dr hab. Malgorzata Szultka-Mtynska, prof. UMK

Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Wydziat Chemii
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

ul. Gagarina 7, 87-100 Torun

Rada Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy [M. Szultka-Mlynska, D. Janiszewska, B. Buszewski,
2021, Moleculary imprinted polymers as solid phase microextraction fibers for the isolation of
selected antibiotics from human plasma, Materials, 14, 1-24] moj udzial polegal na wspotudziale
przy opracowaniu koncepcji manuskryptu oraz metodologii, zbieraniu i interpretacji danych,
dyskusji wynikow, przygotowaniu wstgpnej wersji 1 korekcie manuskryptu i petnieniu nadzoru
merytorycznego.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [M. Szultka-Mlynska, D. Janiszewska, P.
Pomastowski, M. Ztoch, W. Kupczyk, B. Buszewski, 2021, Identification of bacteria associated
with post-operative wounds of patients with use of matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry approach, Molecules, 26, 1-24] moj udziat polegat na wspodtudziale
przy opracowaniu koncepcji manuskryptu, korekcie manuskryptu i pelnieniu nadzoru
merytorycznego.

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Szultka-Mlynska, B. Buszewski,
2022, Analityka antybiotykow B-laktamowych w ukladzie in vitro vs. in vivo, Wiadomosci
Chemiczne, 76, 3-4] moj udziat polegat na wspotudziale w opracowaniu koncepcji manuskryptu,
korekcie manuskryptu i petnieniu nadzoru merytorycznego.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Szultka-Mlynska, B. Buszewski,
2022, Zastosowanie techniki MIP-SPME do terapeutycznego monitorowania lekow w probkach
biologicznych, Analityka: nauka i praktyka, 23, 11-19] mdj udziat polegat na wspotudziale przy
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opracowaniu koncepcji manuskryptu, korekcie manuskryptu i petnieniu nadzoru merytorycznego.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Szultka-Mlynska, P.
Pomastowski, B. Buszewski, 2022, ,,Omic” approaches to bacteria and antibiotic resistance
identification, International Journal of Molecular Sciences, 23, 1-33] mdj udzial polegal na mdj
udzial polegal na wspotudziale przy opracowaniu koncepcji manuskryptu, korekcie manuskryptu i
pehieniu nadzoru merytorycznego.

Nieniejszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M.
Szultka-Mlynska, 2023, Implications of sample preparation methods on the MALDI-TOF MS
identification of spore-forming Bacillus species from food samples: a closer look at Bacillus
licheniformis, Peribacillus simplex, Lysinibacillus fusiformis, Bacillus flexus, and Bacillus
marisflavi, ACS Omega, 8, 34196-35441] mdj udziat polegat na wspdtudziale przy opracowaniu

koncepcji manuksryptu, korekcie manuskryptu oraz petnieniu nadzoru merytorycznego.
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Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszymo $wiadczam, ze w pracy [M. Szultka-Miynska, D. Janiszewska, P. Pomastowski, M.
Ztoch, W. Kupczyk, B. Buszewski, 2021, Identification of bacteria associated with post-operative
wounds of patients with the use of matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry approach. Molecules, 26, 1-24] m6j udziat polegat na wspoludziale przy opracowaniu
koncepcji manuskryptu oraz korekcie manuskryptu. :

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Szultka-Mtyniska, P. Pomastowski, B.
Buszewski, 2022, ,,Omic” approaches to bacteria and antibioticresistanceidentification,
International Journalof MolecularSciences, 23, 1-33] méj udzial polegal na wspétudziale przy
opracowaniu koncepcji manuskryptu oraz korekcie manuskryptu.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Ztoch, P. Pomastowski, M.
Szultka-Mtynska. 2023, Implications of sample preparation methods on the MALDI-TOF MS
identification of spore-forming Bacillus species from food samples: a closer look at Bacillus
licheniformis, Peribacillus simplex, Lysinibacillus fusiformis, Bacillus flexus, and Bacillus
marisflavi, ACS Omega, 8, 34196-35441] méj udzia polegat na wspdtudziale przy opracowaniu

koncepcji manuskryptu oraz korekcie manuskryptu.
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Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [M. Szultka-Miyfiska, D. Janiszewska, P.
Pomastowski, M. Zloch, W. Kupczyk, B. Buszewski, 2021, Identification of bacteria associated
with post-operative wounds of patients with the use of matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry approach. Molecules, 26, 1-24] mdj udzial polegal na
wspbludziale przy planowaniu eksperymentu oraz interpretacji danych mikrobiologicznych.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [D. Janiszewska, M. Zloch, P. Pomastowski, M.
Szultka-Mtyniska. 2023, Implications of sample preparation methods on the MALDI-TOF MS
identification of spore-forming Bacillus species from food samples: a closer look at Bacillus
licheniformis, Peribacillus simplex, Lysinibacillus fusiformis, Bacillus flexus, and Bacillus
marisflavi,ACS Omega, 8, 34196-35441] m¢j udzial polegal na wspétudziale przyplanowaniu

cksperymentu oraz interpretacji danych mikrobiologicznych.
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy:

1. M. Szultka-Mtyriska, D. Janiszewska, B. Buszewski, 2021, Moleculary imprinted polymers
as solid-phase microextraction fibers for the isolation of selected antibiotics from human
plasma, Materials, 14, 1-24, moj udziat autorski polegat na uczestniczeniu w pracach
koncepcyjnych nad manuskryptem, dyskusji wynikdw, korekcie manuskryptu i petnieniu
nadzoru merytorycznego.

2. M. Szultka-Mtyriska, D. Janiszewska, P. Pomastowski, M. Ztoch, W. Kupczyk, B. Buszewski,
2021, Identification of bacteria associated with post-operative wounds of patients with
the use of matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
approach. Molecules, 26, 1-24 m¢j udziat polegat na uczestniczeniu w pracach zwigzanych
z przygotowaniem koncepcji manuskryptu, dyskusji uzyskanych wynikéw, korekcie
manuskryptu i petnieniu nadzoru merytorycznego.

3. D. Janiszewska, M. Szultka-Mtyriska, B. Buszewski, 2022, Analityka antybiotykéw 6-
laktamowych w uktadZzie in silico, in vitro oraz in vivo, Wiadomosci Chemiczne, 76, 3-4,
109-127, mdj udziat polegat na uczestniczeniu w pracach zwigzanych z przygotowaniem
koncepcji manuskryptu, dyskusji uzyskanych wynikéw, korekcie manuskryptu i petnieniu
nadzoru merytorycznego.

4. D. Janiszewska, M. Szultka-Mtyriska, B. Buszewski, 2022, Zastosowanie techniki MIP-SPME
do terapeutycznego monitorowania lekéw w prébkach biologicznych, Analityka: nauka i
praktyka, 23, 11-19, méj udziat polegat na uczestniczeniu w pracach zwigzanych z
przygotowaniem koncepcji manuskryptu, dyskusji uzyskanych wynikdw, korekcie
manuskryptu i petnieniu nadzoru merytorycznego.

5. D. Janiszewska, M. Szultka-Mtyriska, P. Pomastowski, B. Buszewski, 2022, ,Omic”
approaches to bacteria and antibiotic resistance identification, International Journal of
Molecular Sciences, 23, 1-33, mdj udziat polegat na uczestniczeniu w pracach zwigzanych
z przygotowaniem koncepcji manuskryptu, dyskusji uzyskanych wynikéw, korekcie
manuskryptu i petnieniu nadzoru merytorycznego.

Torun dnia 11 wrzesieri 2024 r. rof. dr Kb, Boguslaw Buszewshi
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Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [M. Szultka-Miynska, D. Janiszewska, P. Pomastowski,
M. Ztoch, W. Kupezyk, B. Buszewski, 2021, Identification of bacteria associated with post-
operative wounds of patients with the use of matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-

flight mass spectrometry approach, Molecules, 26, 1-24] m¢j udzial polegal na pozyskaniu

materiatu biologicznego od pacjentéw oraz na interpretacji medycznej uzyskanych wynikow.
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Streszczenie

Przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej jest zastosowanie zaawansowanych technik
analitycznych, takich jak spektrometria MALDI-TOF MS w badaniu mechanizmow
antybiotykoopornosci, identyfikacji drobnoustrojéw klinicznych oraz monitorowaniu terapii
antybiotykowej. W pracy polaczono podejscia ,,-omiczne”, w tym proteomike i metabolomike,
z nowoczesnymi narz¢dziami diagnostycznymi, co stanowi znaczacy wklad w rozwdj
medycyny spersonalizowanej i diagnostyki mikrobiologicznej.

Badania obejmowaty zastosowanie techniki MALDI-TOF MS do szybkiej i precyzyjnej
identyfikacji bakterii izolowanych z probek klinicznych, takich jak trudno gojace si¢ rany czy
infekcje uktadu oddechowego. Wykorzystano techniki MBT-STAR-BL i MBT-ASTRA do
analizy opornosci na roézne klasy antybiotykow, w tym beta-laktamy, makrolidy i chinolony.
Szczegdlng uwage poswigcono integracji techniki MALDI-TOF MS z innymi metodami
analitycznymi, co wumozliwia kompleksowa oceng¢ patogendw, ich mechanizmow
adaptacyjnych i wiasciwosci biologicznych.

Istotng czg$cig pracy bylo opracowanie nowatorskich widkien mikroekstrakcyjnych

pokrytych polimerami z odciskiem molekularnym (MIP) do izolacji antybiotykow, takich jak
amoksycylina, cefotaksym i metronidazol, z probek osocza pacjentow intensywnej terapii.
Zastosowanie tej technologii w polaczeniu z chromatografia cieczowa sprzezong ze
spektrometrig mas (SPME-LC-MS/MS) umozliwito precyzyjng analize stezen lekow i ich
metabolitow w probkach biologicznych. Po raz pierwszy zastosowano t¢ metod¢ w diagnostyce
Klinicznej, co stanowi znaczacy postep w personalizacji terapii farmakologiczne;.
Wyniki badan wykazaty, ze opracowane metody pozwalaja na znaczace skrdcenie czasu
diagnostyki 1 zwigkszenie precyzji w identyfikacji patogenow oraz ocenie ich opornosci.
Zaprezentowano rowniez innowacyjne podejscie do przygotowania probek, wykorzystujac
nanoczastki srebra jako alternatywna matryce w technikach laserowej desorpcji/jonizacji, co
umozliwia bardziej efektywng analiz¢ zwigzkow o niskiej masie czasteczkowe;.

Opracowane narz¢dzia diagnostyczne maja potencjat zastosowania w rutynowej
diagnostyce mikrobiologicznej oraz monitorowaniu terapii antybiotykowej. Dzigki
interdyscyplinarnemu podejs$ciu, taczacemu spektrometri¢ mas, metody ,,-omiczne” i
nowoczesne techniki przygotowania probek, badania te wspieraja walke z problemem
antybiotykooporno$ci. Stanowig rowniez cenny wkiad w rozwdj nowoczesnej diagnostyki i
terapii, przyczyniajac si¢ do poprawy jakosci opieki zdrowotnej oraz skutecznosci leczenia

infekcji bakteryjnych.
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Abstract

This doctoral dissertation investigates the application of advanced analytical techniques,
particularly MALDI-TOF MS spectrometry, to study antimicrobial resistance mechanisms,
identify clinical microorganisms, and monitor antibiotic therapy. The study integrates “-omics”
approaches, including proteomics and metabolomics, with modern diagnostic tools, thereby
significantly advancing personalized medicine and microbiological diagnostics.

MALDI-TOF MS was employed for the rapid and accurate identification of bacteria
isolated from clinical samples, including hard-to-heal wounds and respiratory tract infections.
The MBT-STAR-BL and MBT-ASTRA assays were used to assess resistance to various classes
of antibiotics, such as beta-lactams, macrolides, and quinolones. Particular emphasis was placed
on combining MALDI-TOF MS with complementary analytical methods, enabling a
comprehensive evaluation of pathogens, their adaptive mechanisms, and their biological
properties.

A key component of the dissertation was the development of innovative microextraction
fibers coated with molecularly imprinted polymers (MIPs) for the isolation of antibiotics,
including amoxicillin, cefotaxime, and metronidazole, from plasma samples collected from
intensive care unit patients. When combined with liquid chromatography—tandem mass
spectrometry (SPME-LC-MS/MS), this approach enabled precise quantification of drug
concentrations and their metabolites in biological samples. This represents the first application
of this methodology in clinical diagnostics and constitutes a significant advancement in the
personalization of pharmacological therapy.

The results demonstrated that the developed methods significantly reduce diagnostic time
while improving the accuracy of pathogen identification and antimicrobial resistance
assessment. The dissertation also presents innovative sample preparation strategies, including
the use of silver nanoparticles as an alternative matrix for laser desorption/ionization, which
enhances the analysis of low-molecular-weight compounds.

The diagnostic tools developed in this research show strong potential for routine application
in microbiological diagnostics and antibiotic therapy monitoring. By integrating mass
spectrometry, “-omics” methodologies, and advanced sample preparation techniques, this
interdisciplinary study contributes to efforts to combat antimicrobial resistance and supports
the development of modern diagnostic and therapeutic strategies, ultimately improving

healthcare quality and the effectiveness of bacterial infection treatment.

233



