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pomocą spektrometrii mas MALDI 
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Wprowadzenie 

Medycyna spersonalizowana, będąca jednym z kluczowych osiągnięć współczesnej 

nauki, łączy osiągnięcia chemii, biologii, genetyki, biotechnologii, bioinformatyki i 

farmakologii w celu opracowania terapii dostosowanych do indywidualnych potrzeb pacjenta. 

Rozwój tej interdyscyplinarnej dziedziny ma szczególne znaczenie w kontekście infekcji 

bakteryjnych, które stanowią poważne wyzwanie dla zdrowia publicznego z uwagi na ich 

złożoność, powszechność oraz narastającą oporność na środki przeciwdrobnoustrojowe (ang. 

Antimicrobial Resistance, AMR). 

W mikrobiologii klinicznej tradycyjnie stosowane metody identyfikacji 

mikroorganizmów, takie jak testy biochemiczne, serologiczne czy molekularne, choć 

powszechne, często okazują się czasochłonne i niewystarczające w przypadku drobnoustrojów 

o zbliżonych fenotypach. Nowoczesne metody analityczne, takie jak spektrometria mas z 

desorpcją/jonizacją laserową wspomaganą matrycą z analizatorem czasu przelotu (ang. Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS), 

odegrały istotną rolę w przyspieszeniu i uproszczeniu procesów identyfikacji patogenów oraz 

interpretacji mechanizmów oporności na antybiotyki. Technika ta opiera się na analizie widm 

masowych, głównie białek rybosomalnych, co umożliwia precyzyjną identyfikację 

mikroorganizmów na poziomie gatunku. Oprócz identyfikacji drobnoustrojów technika ta 

znajduje szerokie zastosowanie w wykrywaniu mechanizmów antybiotykooporności, 

umożliwiając szybką i precyzyjną analizę właściwości bakterii. Dzięki temu można nie tylko 

zidentyfikować patogen, ale również ocenić jego potencjalną oporność, co stanowi podstawę 

do wdrożenia celowanej terapii. Technologia MALDI-TOF MS oferuje przewagę nad 

tradycyjnymi metodami, skracając czas potrzebny na uzyskanie wyników z kilku dni do 

zaledwie kilku godzin, co jest kluczowe w leczeniu zakażeń zagrażających życiu, takich jak 

sepsa lub zakażenia szpitalne wywołane przez patogeny wielolekooporne. 

W ostatnich latach wzrosło zainteresowanie łączeniem techniki MALDI-TOF MS z 

innymi podejściami „-omicznymi”, takimi jak proteomika, metabolomika czy genomika, co 

pozwala na bardziej kompleksową analizę mikroorganizmów. Takie podejście umożliwia 

uzyskanie pełniejszego obrazu funkcjonowania mikroorganizmów w różnych warunkach oraz 

ich interakcji z otoczeniem. Integracja MALDI-TOF MS z proteomiką pozwala na 

identyfikację białek i peptydów, które są kluczowe dla rozwoju danego mikroorganizmu, jego 

patogenności czy oporności na leki. Z kolei połączenie tej techniki z metabolomiką daje 

możliwość śledzenia zmian w metabolitach, co może dostarczyć informacji o reakcjach 
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metabolicznych mikroorganizmów w odpowiedzi na stresy środowiskowe lub terapeutyczne. 

Dzięki takim wieloaspektowym badaniom możliwe staje się szybsze diagnozowanie chorób 

infekcyjnych, lepsze zrozumienie mechanizmów oporności na antybiotyki oraz rozwój nowych 

strategii terapeutycznych. 

W kontekście terapii antybiotykowej kluczową rolę odgrywa również monitorowanie 

stężenia leków w płynach ustrojowych pacjentów, określane jako terapeutyczne monitorowanie 

leków (ang. Therapeutic Drug Monitoring, TDM). Podejście to oparte jest na precyzyjnych 

wynikach uzyskanych za pomocą zaawansowanych technik analitycznych, które umożliwiają 

personalizację terapii farmakologicznej, dostosowaną do indywidualnych potrzeb pacjenta, co 

w konsekwencji przyczynia się do poprawy skuteczności leczenia oraz zwiększenia 

bezpieczeństwa stosowanych leków. Takie podejście jest nazywane często "terapią szytą na 

miarę" i stanowi istotny element w kontekście leczenia infekcji, zwłaszcza w przypadku 

antybiotyków, gdzie precyzyjne dostosowanie dawki ma kluczowe znaczenie w walce z 

opornością mikroorganizmów. Innowacyjnym podejściem jest wykorzystanie 

zaawansowanych materiałów, takich jak polimery z odciskiem molekularnym (ang. 

Molecularly Imprinted Polymers, MIP), w połączeniu z nowoczesnymi technikami 

przygotowania próbek, takimi jak mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (ang. Solid Phase 

Microextraction, SPME). Metody te umożliwiają selektywną izolację i wzbogacanie 

docelowych związków złożonych z próbek biologicznych, co znacząco poprawia precyzję 

dalszych analiz. Połączenie ich z chromatografią cieczową sprzężoną ze spektrometrią mas 

(ang. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS) pozwala na dokładne oznaczanie 

zarówno substancji aktywnych, jak i ich metabolitów, wspierając rozwój nowoczesnej 

diagnostyki i terapii. Połączenie MIP, SPME i LC-MS otwiera nowe możliwości personalizacji 

leczenia, oferując bezpieczniejsze i bardziej efektywne strategie, szczególnie w intensywnej 

terapii, gdzie dokładne dawkowanie jest kluczowe. 

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej skupiłam się na rozwijaniu i integracji 

nowoczesnych technik analitycznych, mających na celu lepsze zrozumienie mechanizmów 

oporności mikroorganizmów oraz optymalizację metod monitorowania terapii antybiotykowej. 

Zastosowałam spektrometrię mas MALDI-TOF MS umożliwiającą szybką i precyzyjną 

identyfikację klinicznych izolatów bakteryjnych. Technika ta została również wykorzystana 

przeze mnie do oceny mechanizmów oporności zidentyfikowanych bakterii na antybiotyki, w 

tym antybiotyki beta-laktamowe, makrolidowe czy chemioterapeutyki z grupy chinolonów. W 

ramach pracy wykorzystałam testy MBT-STAR-BL i MBT-ASTRA do kompleksowej oceny 

oporności bakterii na antybiotyki. Ponadto przeprowadziłam kompleksowe badania nad 

przygotowaniem próbek, walidacją zastosowanych metod oraz adaptacją i testowaniem 



 

10 

 

systemów Zybio pod kątem ich przydatności w diagnostyce mikrobiologicznej i analizie 

antybiotyków. W literaturze brak jest doniesień dotyczących zastosowania MBT-ASTRA do 

analizy azytromycyny czy lewofloksacyny, zwłaszcza w kontekście bakterii S. aureus. Jako 

jedna z pierwszych podjęłam się analizy oporności na imipenem przy użyciu spektrometru 

Zybio EX2600 i porównania otrzymanych wyników z tymi uzyskanymi za pomocą 

spektrometru liniowego - Microflex LT/SH (Bruker, Daltonik).  

Opracowałam także metodę ekstrakcji antybiotyków z osocza ludzkiego z zastosowaniem 

MIP w technice mikroekstrakcji w fazie stacjonarnej. Celem badania było przygotowanie 

nowych włókien SPME pokrytych MIP metodą polimeryzacji elektrochemicznej, z użyciem 

odpowiednich związków jako matryc. W związku z tym przeprowadzono szczegółową 

charakterystykę fizyko-chemiczną otrzymanych materiałów, stosując różnorodne techniki 

instrumentalne. Uzyskane próbki poddano analizie przy użyciu chromatografii cieczowej 

sprzężonej z spektrometrią 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 umożliwiła selektywne wyizolowanie takich antybiotyków, jak 

amoksycylina, cefotaksym oraz metronidazol, z próbek biologicznych pochodzących od 

pacjentów intensywnej terapii. Należy zaznaczyć, że brak jest dostępnych prac badawczych 

dotyczących mechanizmów rozpoznawania amoksycyliny, cefotaksymu i metronidazolu jako 

matryc do ekstrakcji przy użyciu włókien SPME pokrytych MIP z rzeczywistych próbek 

pobranych od pacjentów. Ponadto, w niniejszym opracowaniu opisano zastosowanie metody 

SPME-LC-MS/MS do oznaczania i identyfikacji trzech antybiotyków w próbkach osocza 

ludzkiego pobranych od pacjentów na oddziałach intensywnej terapii. Po raz pierwszy 

zastosowano tę technikę do ekstrakcji antybiotyków z osocza ludzkiego, co stanowi istotny 

wkład w rozwój bardziej precyzyjnych narzędzi diagnostycznych oraz monitorowania terapii 

antybiotykowej w kontekście intensywnej opieki medycznej. 

Niniejsza rozprawa doktorska obejmuje zbiór sześciu publikacji naukowych (P1–P6) oraz 

prezentuje wyniki badań własnych przeprowadzonych w ramach realizacji pracy doktorskiej. 

Badania te obejmują badania pilotażowe oraz analizy prowadzone na materiale klinicznym i 

zostały uwzględnione w rozprawie w celu pełniejszego zaprezentowania zastosowanych metod 

badawczych, kompetencji metodologicznych oraz potencjalnych możliwości implementacji 

opisanych technik w diagnostyce mikrobiologicznej. Uzyskane wyniki mogą stanowić 

podstawę dalszych analiz i przyszłych publikacji naukowych. 
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127.                                                                                                                               (PM = 20) 

[P5] M. Szultka-Młyńska, D. Janiszewska, B. Buszewski, Molecularly imprinted polymers 

as solid phase microextraction fibers for the isolation of selected antibiotics from 

human plasma, Materials 2021, 14: 1-24         (IF2021 = 3.748 PM = 

140) 

[P6] D. Janiszewska, M. Szultka-Młyńska, B. Buszewski, Zastosowanie techniki MIP-

SPME do terapeutycznego monitorowania leków w próbkach biologicznych, 

Analityka: nauka i praktyka 2022, 23: 11-19.                                                   (PM = 20) 

Σ IF = 17,975               Σ PM= 530 

 

Badania własne wykonane w ramach realizacji rozprawy doktorskiej: 

[B1] Badania dotyczące identyfikacji mikroorganizmów wyizolowanych z próbek 

rzeczywistych (wymazy płytkie oraz głębokie z nosogardzieli, ślina) pobranych od 

pacjentów z infekcjami górnych dróg oddechowych. 

[B2] Badania dotyczące zastosowania testów MBT-STAR-BL oraz MBT-ASTRA, 

opartych na technice MALDI-TOF MS, do analizy antybiotykooporności bakterii. 
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Cel i założenia pracy 

Nadrzędnym celem rozprawy była analiza mikroorganizmów klinicznych oraz detekcja 

antybiotykooporności bakterii, a także opracowanie nowych metod przygotowania próbek do 

monitorowania stężeń antybiotyków w terapii pacjentów. Ponadto, w ramach pracy 

skoncentrowano się na optymalizacji procesu identyfikacji szczepów bakterii pochodzących z 

różnych źródeł, w tym żywności, poprzez skrócenie czasu inkubacji. Celem tych badań było 

poprawienie efektywności diagnostycznej, co może przyczynić się do szybszego wykrywania 

patogenów oraz skuteczniejszego zarządzania opornością na antybiotyki w różnych 

środowiskach.  

Realizacja celu rozprawy doktorskiej obejmuje następujące cele szczegółowe: 

• Przedstawienie roli nowoczesnych technik i podejścia „-omicznego” do identyfikacji 

mikroorganizmów oraz wykrywaniu antybiotykooporności, ze szczególnym 

uwzględnieniem ich znaczenia w diagnostyce i badaniach mikrobiologicznych [P1] 

• Ocena możliwości wykorzystania metody proteomicznej z zastosowaniem techniki 

MALDI-TOF MS do oznaczania i identyfikacji bakterii izolowanych z próbek trudno 

gojących się ran pooperacyjnych oraz próbek pobranych od pacjentów cierpiących na 

choroby układu oddechowego [P2, B1] 

• Walidacja metody skracającej czas inkubacji bakterii przetrwalnikujących, 

zapewniającej jednocześnie dokładność i wiarygodność ich identyfikacji za pomocą 

techniki MALDI-TOF MS [P3] 

• Opracowanie, adaptacja i walidacja metod oceny mechanizmów antybiotykooporności 

na antybiotyki powszechnie stosowane w terapii zakażeń bakteryjnych, w tym 

wykorzystywanych w leczeniu pacjentów z COVID-19, jak i rozwój zaawansowanych 

narzędzi diagnostycznych opartych na technice MALDI-TOF MS [P2, B2] 

• Zgłębienie mechanizmów biotransformacji antybiotyków beta-laktamowych poprzez 

zastosowanie współczesnych metod analizy, obejmujących techniki in vitro, in vivo 

oraz modelowanie in silico [P4] 

• Opracowanie selektywnej metod przygotowania próbek biologicznych do izolacji 

antybiotyków beta-laktamowych z wykorzystaniem techniki MIP-SPME [P5, P6] 

• Rozwój metod identyfikacji i oznaczania leków oraz ich metabolitów za pomocą 

chromatografii cieczowej połączonej ze spektrometrią mas, uwzględniający 

optymalizację warunków chromatograficznych i walidację procedur analitycznych 

[P5]. 
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W realizacji celów szczegółowych zastosowałam następujące instrumenty: 

• Spektrometr mas UltrafleXtreme MALDI-TOF MS wyposażony w laser Nd:YAG o λ 

= 355 nm, tryb jonizacji dodatni/ujemny (BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Niemcy) 

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

nm, tryb jonizacji dodatni (BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Niemcy) 

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

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

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

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

• Zestaw do elektroforezy żelowej poziomej 

• Wirówka 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) wyposażony w pompę 

binarną (G1310A), degazer, autosampler (G1313A), detektor UV-Vis (G1314A) 

• Detektor masowy Q-TOF o rozdzielczości 6540 UHD (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Niemcy) 

• Kolumna chromatograficzna XDB-C18 1,8 μm 4,6 × 50 mm (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Niemcy) 

• Spektrometr mas LC-MS/MS 8050 (Shimadzu, Kioto, Japonia) 

• Potencjostat/galwanostat Autolab PGSTAT128N (Utrecht, Holandia) 

• Reaktor elektrochemiczny ROXYTM (Antec, Zoeterwoude, Niemcy) 

• Komputer wraz z oprogramowaniem DialogueTM do kontroli systemu ROXYTM (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) wyposażony w kamerę 

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 jądrowego rezonansu magnetycznego (NMR) AVANCE II 

(BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Niemcy) 

• Wirówka próżniowa z pułapką mrożącą oraz możliwością jednoczesnego 

odparowania próbek firmy Labconco (CentriVap DNA, Kansas City, USA) 

• Termomikser (Grant Instruments, Cambridge, Wielka Brytania) 

• Łaźnia ultradzwiękowa (Polsonic, Warszawa, Polska) 

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

• Zestaw do filtrowania rozpuszczalników (SartoriusStedim, Göettingen, Niemcy) 

• Zestaw do mikroekstrakcji z wykorzystaniem złoża sorbentu: strzykawka oraz igły z 

wypełnieniem – BIN (SGE, Melbourne, Australia) 

• Waga analityczna, elektronicznaAS220/C/2 (Radwag, Radom, Polska) 

• MieszadłoVortex3 (IKAPOL, Warszawa, Polska) 

• Mieszadło magnetyczne z termostatem (IKAPOL, Warszawa, Polska) 

W celu realizacji celów szczegółowych wykorzystałam metody badawcze obejmujące 

zastosowanie: 

• Podejścia kulturomicznego 

• Zestawu QIAamp DNA Microbiome Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) 

• Zestawu primerów 16S rDNA (27F, 1492R) 

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

• Metody MBT-ASTRA 

 

Metodyki badań zostały szczegółowo opisane w publikacjach [P2–P3], [P5] oraz w badaniach 

własnych ([B1–B2]), stanowiących całość niniejszej dysertacji. 
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Problem badawczy 

1. Rola i znaczenie mikroorganizmów w mikrobiologii klinicznej i przemysłowej 

Mikroorganizmy, choć niewidoczne gołym okiem, odgrywają fundamentalną rolę w 

funkcjonowaniu ekosystemów na Ziemi. W środowisku naturalnym uczestniczą w szeregu 

procesów biologicznych o kluczowym znaczeniu, takich jak biodegradacja materii organicznej, 

obieg pierwiastków biogennych, w tym węgla, azotu i fosforu, czy wspomaganie wzrostu roślin 

poprzez symbiotyczne interakcje, jak w przypadku bakterii z rodzaju Rhizobium. 

Mikroorganizmy są również integralnym elementem ekosystemów człowieka, gdzie pełnią 

zarówno funkcje wspierające, takie jak udział w procesach trawiennych czy modulacja układu 

odpornościowego, jak i patogenne, prowadząc do rozwoju infekcji i chorób [1]. 

Choć mikroorganizmy są nieodłączną częścią ludzkiego życia i stanowią źródło wielu 

korzyści, ich potencjał patogenny czyni je istotnym zagrożeniem w kontekście zdrowia 

publicznego. Bakterie patogenne mogą wywoływać szeroki zakres chorób – od łagodnych 

infekcji skórnych po zagrażające życiu zakażenia układowe, takie jak sepsa, stopa cukrzycowa 

[2,3] czy trudno gojące się rany pooperacyjne [P2]. Infekcje bakteryjne obejmują również 

choroby układu oddechowego, takie jak zapalenie płuc wywołane przez patogeny szpitalne, w 

tym Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa, które są szczególnie niebezpieczne dla 

pacjentów z osłabionym układem odpornościowym [B1]. W 2019 roku infekcje bakteryjne były 

bezpośrednią przyczyną śmierci ponad 7,7 miliona osób, co odpowiadało za około 12% 

wszystkich zgonów globalnie. Oznacza to, że bakterie odpowiadają za drugą najczęstszą 

przyczynę zgonów na świecie, ustępując jedynie chorobom niedokrwiennym serca. Dalsza 

analiza danych epidemiologicznych wskazuje, że ponad trzy czwarte tych przypadków było 

spowodowanych infekcjami wywołanymi przez pięć kluczowych gatunków 

bakterii: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, K. pneumoniae oraz P. 

aeruginosa. Każdy z tych patogenów charakteryzuje się wysoką zdolnością do adaptacji, często 

prowadzącą do rozwoju oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe, co dodatkowo 

komplikuje proces leczenia [4]. Co więcej, zakażenia wywoływane przez bakterie 

wielolekooporne stanowią poważne wyzwanie dla zdrowia publicznego, przyczyniając się do 

około 700 000 zgonów rocznie na całym świecie, a prognozy wskazują, że liczba ta może 

wzrosnąć do 10 milionów do roku 2050 [5]. Dane statystyczne wykazują, że globalna liczba 

szczepów opornych na znaczącą ilość leków zwiększyła się czterokrotnie, co potwierdza 

narastający problem antybiotykooporności [6]. Tak alarmujące dane podkreślają konieczność 

wdrażania skutecznych strategii prewencji i leczenia infekcji bakteryjnych, które powinny 

obejmować zarówno działania na poziomie globalnym, jak i lokalnym. Kluczowe znaczenie 
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mają kampanie edukacyjne promujące racjonalne stosowanie antybiotyków, co pozwala 

ograniczyć rozwój oporności drobnoustrojów, a także rozwój zaawansowanych technologii 

diagnostycznych umożliwiających szybkie i precyzyjne wykrywanie patogenów. 

Identyfikacja mikroorganizmów oraz detekcja antybiotykooporności są kluczowymi 

etapami w zrozumieniu ich roli w danym środowisku lub chorobie oraz w doborze 

odpowiedniego sposobu ich eliminacji lub kontroli. Tradycyjne metody identyfikacji opierały 

się głównie na charakterystyce fenotypowej, takiej jak morfologia kolonii i komórek, 

właściwości biochemiczne czy barwienia mikroskopowe. Pomimo swojej diagnostycznej 

wartości, są one często czasochłonne, pracochłonne i mogą być niewystarczające w przypadku 

mikroorganizmów trudnych w hodowli [7]. W związku z tym rozwój nowoczesnych technik, 

takich jak spektrometria masowa MALDI-TOF MS, zrewolucjonizował diagnostykę 

mikrobiologiczną, oferując wysoką czułość, specyficzność oraz znaczne skrócenie czasu 

potrzebnego na identyfikację drobnoustrojów. W diagnostyce mikrobiologicznej technika 

MALDI-TOF MS umożliwia szybkie i precyzyjne różnicowanie mikroorganizmów na 

poziomie gatunku, co jest szczególnie istotne w przypadku fenotypowo podobnych 

drobnoustrojów [8]. 
Zastosowanie technik spektrometrii mas z podejściami „-omicznymi” oferuje nowe 

możliwości w diagnostyce, monitorowaniu terapii oraz w badaniach podstawowych. Dzięki 

temu można nie tylko precyzyjnie identyfikować mikroorganizmy, ale także badać ich 

biologiczne funkcje i właściwości adaptacyjne, co przyczynia się do opracowywania 

skuteczniejszych strategii terapeutycznych. Takie zaawansowane podejścia technologiczne 

wspierają walkę z narastającym problemem antybiotykooporności oraz poprawiają skuteczność 

leczenia zakażeń bakteryjnych [9,10]. Możliwości zastosowania technik „-omicznych” w 

identyfikacji mikroorganizmów oraz detekcji antybiotykooporności zostały szczegółowo 

opisane w pracy przeglądowej P1, która jest częścią zbioru artykułów stanowiących podstawę 

niniejszej pracy doktorskiej. Dodatkowo technologia ta wspiera identyfikację 

mikroorganizmów trudnych w hodowli, które są niewykrywalne za pomocą tradycyjnych 

metod [11]. Jednym z bardziej wymagających i szczególnych typów mikroorganizmów są 

bakterie wytwarzające przetrwalniki, które ze względu na swoje unikalne właściwości 

biologiczne stanowią zarówno istotne wyzwanie diagnostyczne, jak i cenny obiekt badań w 

mikrobiologii klinicznej i przemysłowej [12]. Przetrwalniki są odporne na wysokie 

temperatury, promieniowanie UV, wysychanie oraz działanie wielu środków chemicznych, co 

czyni je szczególnie trudnymi do wyeliminowania zarówno w środowisku klinicznym, jak i 

przemysłowym. Z drugiej strony mikroorganizmy oferują unikalne możliwości zastosowania 

w procesach przemysłowych i biotechnologicznych, co czyni je kluczowymi elementami 
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współczesnej gospodarki i technologii [13]. W mikrobiologii klinicznej mikroorganizmy są 

przedmiotem intensywnych badań w kontekście ich roli jako patogenów oraz ich wpływu na 

zdrowie publiczne. Dzięki zdolności do wytwarzania przetrwalników, bakterie takie jak 

Clostridium difficile, będące jedną z głównych przyczyn zakażeń szpitalnych związanych z 

biegunkami poantybiotykowymi, mogą utrzymywać się w środowisku szpitalnym, co zwiększa 

ryzyko transmisji i reinfekcji [14]. Długotrwałe przetrwanie w glebie przetrwalników Bacillus 

anthracis, stanowi dodatkowe zagrożenie w kontekście bioterroryzmu [15]. 

W mikrobiologii przemysłowej mikroorganizmy, w tym bakterie przetrwalnikujące, są 

wykorzystywane w szerokim zakresie procesów technologicznych, takich jak produkcja 

enzymów, biopaliw, antybiotyków, witamin, szczepionek czy żywności fermentowanej. 

Szczepy bakterii z rodzaju Bacillus, takie jak Bacillus subtilis, są wykorzystywane w 

biotechnologii do produkcji enzymów proteolitycznych i amylolitycznych, które znajdują 

zastosowanie w przemyśle spożywczym, detergentowym oraz farmaceutycznym [16]. Ich 

zdolność do przetrwania w trudnych warunkach środowiskowych sprawia, że są one idealnymi 

organizmami do procesów przemysłowych wymagających wysokiej trwałości i niezawodności. 

Jednakże obecność bakterii przetrwalnikujących w produktach spożywczych czy 

farmaceutycznych, takich jak Clostridium botulinum, stanowi poważne wyzwanie w kontekście 

bezpieczeństwa żywności i produktów medycznych [17,18]. Dla zdolności do przetrwania 

standardowych procesów sterylizacji, takich jak pasteryzacja, wymagane jest opracowanie 

bardziej zaawansowanych metod eliminacji, takich jak obróbka wysokociśnieniowa (ang. High 

Pressure Processing, HPP), zastosowanie technologii plazmowych czy nowych środków 

chemicznych [19].  

Skracanie czasu inkubacji mikroorganizmów, w tym bakterii przetrwalnikujących, jest 

kolejnym istotnym obszarem badań [P3]. W mikrobiologii klinicznej umożliwia to szybszą 

diagnostykę, co ma kluczowe znaczenie dla wczesnego wdrożenia terapii, zwłaszcza w 

przypadku infekcji zagrażających życiu, takich jak sepsa. Skrócenie czasu detekcji 

mikroorganizmów ma kluczowe znaczenie dla diagnostyki klinicznej, bezpieczeństwa 

epidemiologicznego, ograniczania rozprzestrzeniania się zakażeń, jak również pozwala na 

przyspieszenie procesów produkcyjnych, zmniejszenie ryzyka kontaminacji, poprawę 

efektywności technologicznej. Moje badania po raz pierwszy dowiodły możliwości skrócenia 

czasu inkubacji Priesta flexa w pożywce płynnej, redukując go do zaledwie jednej godziny, 

przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej skuteczności identyfikacji mikroorganizmu na 

poziomie gatunku. Analiza parametrów hodowlanych dla szerokiego spektrum badanych 

bakterii wykazała, że optymalny czas inkubacji, umożliwiający ich efektywną detekcję oraz 

precyzyjną identyfikację, wynosił 6 godzin. Wydłużenie czasu inkubacji prowadziło do 
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progresywnego wzrostu liczby form przetrwalnikujących, co w konsekwencji znacząco 

utrudniało proces identyfikacji mikroorganizmów, wpływając na dokładność i wiarygodność 

uzyskiwanych wyników analitycznych [P3]. 

2. Antybiotyki i antybiotykooporność 

Wprowadzenie salwarsanu w 1910 roku jako pierwszego antybiotyku zapoczątkowało 

nową erę w medycynie, która w ciągu kolejnych dekad znacząco wpłynęła na rozwój terapii 

infekcji bakteryjnych i przyczyniła się do wydłużenia średniej długości życia ludzkiego o 23 

lata (Rysunek 1). Odkrycie penicyliny przez Alexandra Fleminga w 1928 roku otworzyło drogę 

do intensywnych badań nad antybiotykami pochodzenia naturalnego, których największy 

rozwój przypadł na lata 50. XX wieku [20].  

Rysunek 1.Przełomowe odkrycia w historii antybiotyków. 

W latach 1940–1960 okres intensywnego odkrywania antybiotyków był uważany za 

"złoty wiek", przynosząc liczne przełomowe osiągnięcia, które znacząco wpłynęły na rozwój 

współczesnej medycyny. W tym okresie, dzięki intensywnej eksploracji naturalnych 

metabolitów bakterii i grzybów oraz ich chemicznym modyfikacjom, opracowano liczne klasy 

antybiotyków, w tym związki takie jak streptomycyna, erytromycyna czy tetracykliny. 

Odkrycia te przyczyniły się do wydłużenia średniej długości życia i znacznego ograniczenia 

śmiertelności z powodu chorób zakaźnych [21].  

Jednak od lat 70. XX wieku tempo odkrywania nowych antybiotyków zaczęło wyraźnie 

maleć. Powody tego spowolnienia były złożone i obejmowały zarówno wyczerpanie 

najbardziej oczywistych źródeł naturalnych, jak i spadek zainteresowania badaniami w tej 
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dziedzinie ze strony przemysłu farmaceutycznego. Zjawisko to zbiegło się z coraz większym 

problemem niewłaściwego stosowania antybiotyków, co doprowadziło do gwałtownego 

wzrostu przypadków antybiotykooporności [22]. Kryzys antybiotykooporności stał się jednym 

z największych wyzwań zdrowia publicznego XXI wieku, zagrażając skuteczności terapii 

bakteryjnych i podważając osiągnięcia medycyny nowoczesnej. Pomimo stosowania 

zaawansowanych technik badawczych, takich jak wysokoprzepustowy screening (ang. High-

Throughput Screening, HTS) czy sekwencjonowanie genomowe, wiele kampanii badawczych 

nie przyniosło oczekiwanych rezultatów. Jednym z głównych problemów jest wysoka 

złożoność biologiczna mechanizmów oporności oraz konieczność opracowania związków o 

nowatorskich mechanizmach działania, które mogłyby ominąć istniejące mechanizmy obronne 

bakterii [23]. 

W ostatnich latach zaobserwowano istotny przełom w tej dziedzinie. Przykładem jest 

zosurabalpin – nowy, eksperymentalny antybiotyk opracowany we współpracy firmy Roche i 

Uniwersytetu Harvarda. Zosurabalpin charakteryzuje się unikalnym mechanizmem działania, 

który polega na inhibicji transportu lipopolisacharydów (ang. Lipopolysaccharides, LPS) do 

błony komórkowej bakterii. Mechanizm ten jest szczególnie skuteczny wobec 

karbapenemoopornych szczepów Acinetobacter baumannii (ang. Carbapenem-Resistant A. 

baumannii, CRAB), jednych z najbardziej problematycznych patogenów szpitalnych. Odkrycie 

to daje nadzieję na opracowanie nowych leków, które będą skuteczne w walce z 

najtrudniejszymi przypadkami zakażeń bakteryjnych [24]. 

2.1. Antybiotyki –klasyfikacja i mechanizmy działania 

Antybiotyki to związki chemiczne o zróżnicowanej budowie, wykazujące zdolność do 

inhibicji wzrostu lub eliminacji mikroorganizmów. Z chemicznego punktu widzenia 

antybiotyki należą do różnych klas związków organicznych, takich jak beta-laktamy, 

tetracykliny, aminoglikozydy czy makrolity. Ich struktura chemiczna determinuje mechanizm 

działania na poziomie molekularnym, zakres aktywności wobec drobnoustrojów oraz 

właściwości farmakokinetyczne, w tym rozpuszczalność, biodostępność i metabolizm [25]. W 

Tabeli 1 zamieściłam podział najpowszechniejszych klas antybiotyków. 
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Tabela 1. Podział antybiotyków ze względu na spektrum przeciwbakteryjne. 

Klasa 

chemiczna 
Mechanizm 

działania 
Spektrum działania Wzór chemiczny 

Beta-laktamy: 

 

amoksycylina 
cefotaksym 

Hamowanie syntezy 

ściany komórkowej 

przez blokowanie 

transpeptydazy 

Bakterie 
Gram-dodatnie 
Gram-ujemne  

 

Aminoglikozydy: 

 

streptomycyna 

gentamycna 

Hamowanie syntezy 

białek poprzez 

wiązanie się z 

podjednostką 30S 

rybosomu 

Bakterie  
Gram-ujemne, 

gruźlica 

 

Tetracykliny: 

 

tetracyklina 

oksytetracyklina 

Blokowanie 

przyłączania tRNA 

do miejsca 

akceptorowego 

rybosomu 

Szerokie  
Spektrum 

 

Makrolidy: 

 

azytromycyna 

erytromycyna 

Hamowanie 

elongacji peptydu 

poprzez wiązanie z 

podjednostką 50S 

rybosomu 

Bakterie  
Gram-dodatnie 

 

Glikopeptydy: 

 

wankomycyna 

teikoplanina 

Blokowanie syntezy 

ściany komórkowej 

przez wiązanie się z 

peptydoglikanem 

Bakterie  
Gram-dodatnie, 

MRSA 

 

Chinolony: 

 

lewofloksacyna 
ciprofloksacyna 

Inhibicja gyrazy 

DNA i 

topoizomerazy IV 

Bakterie  
Gram-ujemne, 

niektóre  

bakterie Gram-dodatnie 

 

Polimyksyny: 
 

kolistyna 
polimyksyna B 

Interakcja z 

lipopolisacharydami 

(LPS) obecnymi w 

zewnętrznej błonie 

komórkowej bakterii 

 Bakterie  
Gram-ujemne 
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Makrocykliczne 

peptydy z 

przyłączonymi 

grupami: 

 

zosurabalpin 

Inhibicja transportu 

LPS do błony 

komórkowej 

Karbapenemazooporne

A.baumannii 

 

Antybiotyki działają poprzez selektywne oddziaływanie na struktury lub procesy 

metaboliczne bakterii, co minimalizuje ich toksyczność dla organizmu gospodarza [21]. 

Mechanizmy te obejmują hamowanie syntezy ściany komórkowej, zaburzanie funkcji błony 

komórkowej, inhibicję syntezy białek, zakłócenie replikacji DNA oraz ingerencję w szlaki 

metaboliczne bakterii. 

Jednym z podstawowych mechanizmów jest hamowanie syntezy ściany komórkowej 

bakterii, która pełni kluczową rolę w utrzymaniu integralności strukturalnej komórki. 

Antybiotyki beta-laktamowe, takie jak penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy, hamują 

transpeptydazy, znane jako białka wiążące penicylinę (ang. Penicillin-Binding Protein, PBP), 

enzymy odpowiedzialne za syntezę peptydoglikanu – głównego składnika ściany komórkowej. 

Kluczowym elementem ich struktury jest pierścień beta-laktamowy, który reaguje z centrum 

aktywnym PBP, prowadząc do inhibicji enzymu i zahamowania tworzenia wiązań krzyżowych 

w peptydoglikanie [27,28]. Penicyliny i cefalosporyny pierwszej generacji skutecznie leczą 

zakażenia wywołane przez Streptococcus i Staphylococcus, podczas gdy karbapenemy, mimo 

szerokiego spektrum działania, w tym aktywności przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, są 

głównie stosowane w leczeniu infekcji wywołanych przez patogeny oporne na inne antybiotyki. 

Monobaktamy, takie jak aztreonam, są efektywne wobec tlenowych bakterii Gram-ujemnych, 

bez wpływu na patogeny Gram-dodatnie. Cefalosporyny wyższych generacji i karbapenemy 

dominują w leczeniu zakażeń Gram-ujemnych, w tym szczepów opornych [27,29,30]. Z kolei 

glikopeptydy, takie jak wankomycyna, wykazują działanie poprzez formowanie wiązań 

wodorowych z końcowymi resztami D-Ala-D-Ala prekursorów peptydoglikanu, co hamuje 

dalszą syntezę ściany komórkowej. Z tego względu glikopeptydy wykazują wysoką aktywność 

wobec bakterii Gram-dodatnich. Antybiotyki glikopeptydowe skutecznie działają na bakterie 

Gram-dodatnie, takie jak S. aureus, Enterococcus spp. i C. difficile, ze względu na wysoką 

zawartość peptydoglikanu w ich ścianie komórkowej. Bakterie Gram-ujemne są naturalnie 

oporne na te leki z powodu obecności zewnętrznej błony komórkowej, która uniemożliwia 

dostęp do miejsca docelowego [31]. 

Polimyksyny, takie jak polimyksyna B i kolistyna, działają poprzez interakcję z 

lipopolisacharydami w zewnętrznej błonie komórkowej bakterii Gram-ujemnych  
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(P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae). Dzięki ich kationowym właściwościom 

amfipatycznym, polimyksyny wiążą się z LPS, co prowadzi do destabilizacji błony i jej 

nadmiernej przepuszczalności, a w konsekwencji do śmierci bakterii [32,33].  

Kolejnym mechanizmem jest hamowanie syntezy białek bakteryjnych i opiera się na 

zakłócaniu różnych etapów translacji oraz syntezy kwasów nukleinowych. Antybiotyki 

aminoglikozydowe, takie jak streptomycyna, wchodzą w interakcję z podjednostką 30S 

rybosomu, blokując poprawny odczyt mRNA i zakłócając proces translacji, co prowadzi do 

wytwarzania nieprawidłowych białek i śmierci bakterii. Aminoglikozydy, ze względu na 

bakteriobójcze działanie, stosowane są w leczeniu ciężkich infekcji Gram-ujemnych. Często 

łączone są z antybiotykami beta-laktamowymi lub glikopeptydowymi w celu zwiększenia 

skuteczności leczenia, szczególnie w sepsie czy zapaleniu wsierdzia [34,35]. Z kolei makrolidy, 

takie jak azytromycyna, oddziałują na podjednostkę 50S rybosomu, blokując przesuwanie się 

rybosomu wzdłuż mRNA, co prowadzi do zahamowania procesu translacji. Antybiotyki z 

grupy oksazolidynonów, na przykład linezolid, działają poprzez uniemożliwienie powstania 

kompleksu inicjacyjnego translacji, co blokuje rozpoczęcie syntezy białek [36]. 

Chinolony, takie jak ciprofloksacyna czy lewofloksacyna, hamują gyrazę DNA i 

topoizomerazę IV, uniemożliwiając replikację DNA i prowadząc do śmierci bakterii. 

Antybiotyki te charakteryzują się szerokim spektrum działania, obejmującym zarówno bakterie 

Gram-ujemne, takie jak Escherichia coli czy P. aeruginosa, jak i niektóre Gram-dodatnie, w 

tym S. aureus [37,38]. Rifamycyny, w tym ryfampicyna, hamują syntezę RNA poprzez 

wiązanie się z polimerazą RNA [39]. Inne antybiotyki, jak sulfonamidy i trimetoprim, zakłócają 

syntezę kwasu foliowego, niezbędnego do produkcji puryn i tymidyn [40,41]. 

W swoich badaniach uwzględniłam szereg antybiotyków, które charakteryzują się 

szerokim zastosowaniem terapeutycznym oraz różnorodnymi mechanizmami działania. W 

badaniach dotyczących detekcji i analizy antybiotykooporności zastosowałam imipenem, 

cefotaksym, piperacylinę, ciprofloksacynę, lewofloksacynę oraz azytromycynę [B2]. Ich wybór 

wynika z ich skuteczności w leczeniu zakażeń szpitalnych oraz w kontekście narastającej 

oporności na antybiotyki. Imipenem i cefotaksym są szczególnie istotne w leczeniu zakażeń 

wywołanych przez oporne szczepy K. pneumoniae. Dodatkowo imipenem klasyfikowany jest 

jako antybiotyk ostatniej szansy i jako antybiotyk o szerokim spektrum działania jest stosowany 

w terapii najcięższych zakażeń szpitalnych, a jego skuteczność w leczeniu opornych szczepów 

czyni go istotnym w kontekście analizy antybiotykooporności. Piperacylina, ciprofloksacyna i 

lewofloksacyna są stosowane w terapii zakażeń wywołanych przez bakterie Gram-ujemne i 

Gram-dodatnie, w tym S. aureus, w tym szczepy oporne na metycylinę (ang. methicyllin-

resistant S. aureus, MRSA), ze względu na swoje szerokie spektrum działania, jest 
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wykorzystywana w leczeniu zakażeń wywołanych przez bakterie atypowe, w tym także te 

związane z zakażeniami układu oddechowego, co czyni ją ważnym narzędziem w kontekście 

szerokiego zakresu antybiotykooporności. Dodatkowo azytromycyna była szeroko stosowana 

u pacjentów w pierwszych miesiącach pandemii COVID-19 celem zwalczania bakteryjnych 

koinfekcji i infekcji wtórnych. W literaturze brakuje badań dotyczących badań nad detekcją 

antybiotykooporności na azytromycynę z zastosowaniem techniki MALDI-TOF MS, co czyni 

ją interesującym obiektem badań w kontekście oporności. 

Co więcej, w trakcie realizacji badań podjęłam się analizy mechanizmów 

antybiotykooporności na klindamycynę oraz piperacylinę z tazobaktamem z wykorzystaniem 

MALDI-TOF MS oraz bazy UniProt. Próbki pochodziły od pacjentów hospitalizowanych, a 

decyzje o doborze antybiotykoterapii podejmowali lekarze. Celem mojej analizy było 

zrozumienie mechanizmów oporności w kontekście stosowanej terapii [P2]. 

W badaniach nad wykorzystaniem techniki MIP-SPME do izolacji leków, zastosowałam 

amoksycylinę, cefotaksym oraz metronidazon, ponieważ nie ma dostępnych artykułów 

badających mechanizmy rozpoznawania tych leków jako szablonów do ekstrakcji przy użyciu 

włókien SPME pokrytych MIP z rzeczywistych próbek od pacjentów [P5]. Amoksycylina i 

cefotaksym są szeroko stosowane w leczeniu zakażeń wywołanych przez Enterobacteriaceae, 

w tym K. pneumoniae, a ich monitorowanie ma kluczowe znaczenie w kontekście precyzyjnego 

dawkowania. Metronidazon jest natomiast wykorzystywany w leczeniu zakażeń beztlenowych, 

a brak dostępnych badań nad jego rozpoznawaniem jako szablonu do ekstrakcji z próbek 

biologicznych stanowi istotny punkt wyjścia dla moich badań [42-44]. Zastosowanie tych 

antybiotyków w MIP-SPME ma na celu rozwój nowych metod wykrywania i monitorowania 

ich stężenia w rzeczywistych próbkach pacjentów, co może przyczynić się do poprawy jakości 

terapii. 

2.2. Zjawisko antybiotykooporności 

Mechanizmy warunkujące oporność na antybiotyki są złożone i wieloaspektowe, a 

wynikają z cech wrodzonych, czyli naturalnych lub nabytych. Oporność naturalna jest związana 

z brakiem naturalnych celów molekularnych, takich jak receptory leku, bądź obecnością barier 

fizycznych utrudniających dostęp antybiotyku do wnętrza komórki bakteryjnej. Wewnętrzna 

odnosi się do naturalnych cech niektórych gatunków bakterii, które nadają oporność na 

określone antybiotyki. Jest to cecha stała, charakterystyczna dla określonych gatunków lub grup 

bakterii. Przykładem są bakterie Gram-ujemne, których zewnętrzna błona komórkowa stanowi 

barierę ograniczającą penetrację substancji aktywnych. Z kolei bakterie takie jak 
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Mycobacterium tuberculosis wykazują unikalną budowę ściany komórkowej, która skutecznie 

chroni je przed działaniem wielu antybiotyków [45,46].  

 

Rysunek 2. Schemat przedstawiający mechanizmy bakteryjnej oporności na antybiotyki [23]. 

Oporność nabyta może wynikać z mutacji genów bakterii lub horyzontalnego transferu 

genów, takich jak koniugacja, transdukcja czy transformacja. Przykładem jest rozwój oporności 

na metycylinę u S. aureus wskutek nabycia genu mecA, kodującego zmodyfikowane białko 

PBP2a, oporne na beta-laktamy, lub oporność na fluorochinolony, wynikającą z mutacji w 

genach kodujących gyrazę DNA lub topoizomerazę IV [47]. Mechanizmy oporności nabytej 

przedstawiono na Rysunku 2. 

Oporność nabyta może przyjmować różne formy, takie jak: 

• Produkcja enzymów inaktywujących antybiotyk: beta-laktamazy, które hydrolizują 

pierścień beta-laktamowy, przykładem są bakterie produkujące beta-laktamazy o 

rozszerzonym spektrum działania (ang. Extended-Spectrum Beta-Lactamase, ESBL) 

takie jak E. coli, bakterie MRSA oraz bakterie wytwarzające 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 działania: Mutacje w rybosomach, gyrazie DNA lub 

transpeptydazach zmniejszają powinowactwo antybiotyków, co jest szczególnie ważne 

w przypadku MRSA, S. pneumoniae i enterokokach opornych na wankomycynę (ang. 

Vancomycin-Resistant Enterococcus, VRE), 

• Aktywny wypływ antybiotyku: Aktywne usuwanie cząsteczek antybiotyku z wnętrza 

komórki bakteryjnej przy użyciu specyficznych pomp białkowych zlokalizowanych w 
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błonie komórkowej. Pompy te są napędzane energią z gradientu protonowego lub ATP 

i mogą usuwać różne klasy antybiotyków, w tym tetracykliny, makrolidy, 

fluorochinolony i chloramfenikol u bakterii P. aeruginosa czy E. coli, 

• Zmniejszenie przepuszczalności błony komórkowej: Ograniczenie liczby kanałów w 

błonie zewnętrznej (poryn) odpowiedzialnych na transport antybiotyków do wnętrza 

komórek bakterii Gram-ujemnych, takich jak Enterobacteriaceae czy P. aeruginosa, 

• Tworzenie biofilmu: Bakterie występujące w formie biofilmu są mniej dostępne dla 

antybiotyku dzięki obecności zewnętrznej matrycy biopolimerowej. Przykładami 

bakterii tworzących biofilm mogą być Staphylococcus epidermidis oraz P. aeruginosa 

[48,49]. 

W odpowiedzi na rosnące zagrożenie opornością na antybiotyki, opracowanie i 

wdrożenie efektywnych metod detekcji mechanizmów antybiotykooporności jest kluczowe dla 

skutecznego zarządzania terapią antybiotykową i zwalczania rozprzestrzeniania się szczepów 

opornych [50,51]. Do najczęściej stosowanych metod oceny antybiotykooporności należą testy 

fenotypowe, molekularne i spektrometryczne. Testy fenotypowe, takie jak dyfuzyjny test 

krążkowy Kirby-Bauera, umożliwiają ocenę podatności mikroorganizmów na działanie 

antybiotyków. Istotnym ograniczeniem jest jednak brak możliwości precyzyjnego określenia 

minimalnego stężenia hamującego (ang. Minimum Inhibitory Concentration, MIC) oraz 

czasochłonność analizy, co może opóźniać podjęcie optymalnej strategii terapeutycznej. W 

badaniach B2 nad antybiotykoopornością bakterii wyizolowanych od pacjentów z infekcjami 

dróg oddechowych, zastosowałam test krążkowy jako metodę referencyjną. W bardziej 

zaawansowanych testach fenotypowych, takich jak test gradientowy E-test, możliwe jest 

dokładne określenie MIC, jednak wymaga to precyzyjnego przygotowania oraz większych 

kosztów. Metody molekularne, takie jak reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. Polymerase 

Chain Reaction, PCR) i sekwencjonowanie, pozwalają na identyfikację genów oporności, 

jednak wymagają one znajomości sekwencji docelowych genów, a także są czasochłonne i 

kosztowne.  

Szczególną uwagę w tym kontekście należy zwrócić na testy szybkiej diagnostyki, takie 

jak te oparte na spektrometrii masowej z wykorzystaniem technologii MALDI-TOF MS. 

Techniki te rewolucjonizują diagnostykę mikrobiologiczną dzięki możliwości jednoczesnej 

identyfikacji drobnoustrojów na poziomie gatunkowym oraz oceny ich wrażliwości na 

antybiotyki w znacznie krótszym czasie niż metody tradycyjne, takie jak hodowle 

mikrobiologiczne czy testy biochemiczne. Skrócenie czasu diagnostyki z kilku dni do kilku 

godzin jest szczególnie istotne w przypadkach zakażeń zagrażających życiu, takich jak sepsa 

czy zakażenia szpitalne wywoływane przez bakterie wielolekooporne [52–54]. W pracy 
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przeglądowej P1 dokonałam meta-analizy dotyczącej zastosowania różnych technik w analizie 

mechanizmów antybiotykooporności, ze szczególnym uwzględnieniem metod opartych na 

spektrometrii mas MALDI-TOF MS. W swoich badania technologię tę wykorzystałam do 

precyzyjnej identyfikację drobnoustrojów [P2, P3, B1], ale również do wykrywania 

mechanizmów antybiotykooporności, obejmujących różnorodne strategie unikania działania 

leków przez bakterie, w tym enzymatyczną inaktywację antybiotyków oraz modyfikację ich 

celów molekularnych. Analiza opierała się na identyfikacji charakterystycznych sygnatur 

molekularnych białek, jak również ocenie zmian w aktywności metabolicznej drobnoustrojów 

pod wpływem antybiotyków, co pozwoliło na fenotypową ocenę antybiotykooporności [P2, 

B2]. 

Zawarte w Tabeli 2 porównanie różnych metod detekcji antybiotykooporności, ma na 

celu podkreślenie różnic w skuteczności, precyzji oraz dostępności poszczególnych metod, co 

może stanowić cenną wskazówkę przy wyborze odpowiedniej strategii diagnostycznej w 

konkretnych warunkach klinicznych. Analiza ta pokazuje, że nowoczesne techniki, takie jak 

MALDI-TOF MS, stanowią niezwykle obiecujące narzędzie w walce z narastającym 

problemem antybiotykooporności. 

Tabela 2. Przegląd metod do oceny antybiotykooporności [P1][55,56]. 

Metoda Zalety Wady 

F
en

o
ty

p
o

w
e
 

MetodaKirby-Bauera 

 

IVD, RUO 

niskie koszty, łatwość wykonania, 

szeroka dostępność, standaryzacja 

(CLSI, EUCAST), wizualna 

interpretacja,, możliwość badania 

wielu antybiotyków jednocześnie 

brak oznaczenia dokładnego MIC, 

długi czas inkubacji, ograniczona 

skuteczność dla niektórych, 

mechanizmów oporności 

Test gradientowy  

(E-test) 

 

IVD, RUO 

dokładne oznaczenie MIC, prosta 

interpretacja wyników, możliwość, 

analizy różnych drobnoustrojów, 

wykrywanie ESBL i karbapenemaz 

wyższe koszty, ograniczona liczba, 

antybiotyków na jednej płytce, 

podatność na warunki hodowli 

M
o

le
k

u
la

rn
e
 

PCR: 

Multiplex PCR: 

Real-Time PCR (qPCR) 

RT-PCR (Reverse 

Transcription PCR) 

 

IVD, RUO 

wysoka czułość i specyficzność, 

krótki czas analizy, wykrywanie 

genów oporności 

brak informacji fenotypowej, 

koniczna znajomość sekwencji 

docelowej, niewykrywanie nowych 

mechanizmów 

Sekwencjonowanie 

 

IVD, RUO 

kompleksowa analiza genomu, 

identyfikacja znanych i nowych 

genów oporności, analiza mutacji 

wysokie koszty, złożoność analizy 

danych, długi czas opracowania 

wyników 

M
A

L
D

I-
T

O
F

 

M
S

 

Bezpośrednie 

wykrywanie wpływu 

antybiotyku za pomocą 

MALDI-TOF MS 

 

RUO 

krótki czas analizy, minimalna 

obróbka próbki, możliwość 

równoczesnej identyfikacji 

drobnoustroju 

brak pełnej standaryzacji, trudności 

dla bakterii wolnorosnących, 

konieczność interpretacji widm 
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MBT-STAR-BL 

 

MBT-STAR-CARBA - 

IVD 

 

MBT-STAR-Cepha - 

IVD 

RUO 

Krótki czas analizy, analiza 

fenotypowa, prosta interpretacja 

wyników 

wysokie koszty aparatury i 

eksploatacji, ograniczona 

specyficzność, analiza tylko bakterii 

G(-), ograniczenie do antybiotyków 

beta-laktamowych, krótka trwałość 

próbki   

MBT-ASTRA 

 

RUO 

krótki czas analizy, możliwość 

badania bakterii G(+) i G(-), szeroki 

zakres antybiotyków, analiza 

fenotypowa 

wysokie koszty aparatury i 

eksploatacji, brak pełnej 

standaryzacji, konieczność 

optymalizacji protokołów, 

prototypowe oprogramowanie  

IVD – ang. In Vitro Diagnostic, diagnostyka in vitro 

RUO – ang. Research Use Only, tylko do użytku badawczego 

W kontekście regulacji badań i diagnostyki kluczowe znaczenie ma rozróżnienie 

pomiędzy testami przeznaczonymi do celów badawczych (ang. Research Use Only, RUO) a 

testami posiadającymi certyfikację do diagnostyki klinicznej (ang. In Vitro Diagnostic, IVD). 

Testy RUO, mimo że dostarczają cennych informacji na temat mechanizmów oporności, nie 

mogą być wykorzystywane do podejmowania decyzji terapeutycznych bez dodatkowej 

walidacji klinicznej. Z kolei testy oznaczone jako IVD spełniają określone standardy jakości i 

są zgodne z regulacjami, takimi jak europejskie rozporządzenie IVDR (ang. In Vitro Diagnostic 

Regulation), które weszło w życie 26 maja 2022 roku, zastępując wcześniejszą dyrektywę 

IVDD (ang. In Vitro Diagnostic Directive). Nowe przepisy nakładają na producentów testów 

diagnostycznych obowiązek bardziej rygorystycznej oceny skuteczności oraz bezpieczeństwa 

metod diagnostycznych, co ma na celu poprawę jakości wyników i zwiększenie ich 

wiarygodności 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 

antybiotykooporności. Wprowadzenie bardziej precyzyjnych metod opartych na MALDI-TOF 

MS może znacząco poprawić skuteczność terapii antybiotykowej i ograniczyć 

rozprzestrzenianie się szczepów wielolekoopornych. Jednocześnie, dynamiczny rozwój 

technologii wymaga dalszych badań nad ich optymalizacją oraz wdrażaniem do rutynowej 

diagnostyki klinicznej, co może przyczynić się do skuteczniejszej walki z globalnym 

problemem antybiotykooporności. 

3. MALDI-TOF MS jako zaawansowana technika spektrometrii  

W latach 80. XX wieku technika jonizacji z desorpcją laserową (ang. Laser 

Desorption/Ionization, LDI) zrewolucjonizowała spektrometrię mas, umożliwiając efektywne 

generowanie jonów o niskim stopniu fragmentacji z polimerów oraz makrocząsteczek 
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biologicznych. Dzięki temu możliwe stało się badanie substancji nielotnych i nietrwałych, które 

wcześniej nie mogły być analizowane za pomocą tradycyjnych metod jonizacji. Zastosowanie 

LDI miało istotne znaczenie dla bioanalityki, szczególnie w badaniach mikrobiologicznych, 

gdzie umożliwiło precyzyjną analizę biomolekuł budujących komórki organizmów żywych. 

Technika ta pozwala na identyfikację i charakterystykę peptydów, białek, węglowodanów, 

lipidów oraz metabolitów, co znacząco wpłynęło na rozwój metod identyfikacji 

mikroorganizmów oraz ocenę ich cech fenotypowych, takich jak aktywność enzymatyczna 

[59].  

Techniką, która w znacznym stopniu przyczyniła się do usprawnienia badań 

mikrobiologicznych, była technika MALDI-TOF MS, stanowiąca metodę miękkiej jonizacji 

umożliwiającą analizę makrocząsteczek biologicznych oraz związków o wysokiej masie 

cząsteczkowej przy minimalnej fragmentacji. Metoda MALDI składa się z trzech głównych 

etapów. W pierwszej fazie analizowana próbka jest homogenizowana z odpowiednio dobraną 

matrycą i nanoszona na powierzchnię metalowej płytki (ang. target plate). Następnie 

zastosowanie impulsowego promieniowania laserowego, zwykle przy użyciu lasera azotowego 

o długości fali 337 nm lub rzadziej lasera neodymowo-yagowego (Nd:YAG) o długości fali 

355 nm, indukuje proces ablacji i desorpcji zarówno analitu, jak i matrycy. Czas trwania 

impulsu i jego energia wpływają na skład pióropusza jonów (ang. plume). Długie impulsy 

nanosekundowe powodują łagodną, ale mniej efektywną desorpcję, podczas gdy krótkie, piko- 

i femtosekundowe impulsy mogą prowadzić do gwałtownej dezintegracji próbki, utrudniając 

jonizację [60, 61]. Optymalizacja tych parametrów jest kluczowa dla uzyskania odpowiedniej 

ilości jonów i wysokiej jakości widm. Regulację natężenia promieniowania zapewnia atenuator 

wiązki, który dostosowuje się do rodzaju próbki, zwiększając elastyczność metody MALDI. 

Cząsteczki matrycy pochłaniają energię fotonów, co prowadzi do wzbudzenia elektronowego i 

konwersji energii w stan wzbudzenia. W wyniku tego procesu, stała mieszanka matrycy i 

analitu zostaje przekształcona w fazę gazową. Po desorpcji materiału próbki, w wyniku 

oddziaływań pomiędzy neutralnymi cząsteczkami, jonami matrycy, protonami, elektronami 

oraz kationami metali, dochodzi do procesu jonizacji analitu. Następnie, powstałe jony są 

przyspieszane w polu elektrycznym i kierowane do analizatora masy w celu dokonania pomiaru 

stosunku masy do ładunku (m/z). W spektrometrii mas MALDI-TOF MS wyróżnia się dwa 

główne tryby jonizacji: pozytywny i negatywny. W trybie pozytywnym (ang. positive ion 

mode) cząsteczki analizowanej próbki przechodzą w formę jonów dodatnich, co jest 

powszechnie stosowane w analizie biomolekuł takich jak białka, peptydy czy kwasy 

nukleinowe. W trybie negatywnym (ang. negative ion mode) jonizacja zachodzi w sposób, 

który prowadzi do wytworzenia jonów ujemnych, co jest szczególnie użyteczne w analizie 
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kwasów organicznych, lipidów i metabolitów. Ten tryb pozwala na badanie modyfikacji 

chemicznych cząsteczek z tendencją do tworzenia ujemnych jonów. Wybór trybu jonizacji 

zależy od charakterystyki chemicznej analizowanej substancji, a często stosuje się oba tryby w 

jednej analizie, aby uzyskać pełniejszy obraz składu próbki. Chociaż dokładny mechanizm 

jonizacji w procesie MALDI pozostaje przedmiotem intensywnych badań, powszechnie uznaje 

się, że matryca pełni kluczową rolę w przebiegu tego procesu [62-64]. 

Matryce stosowane w technice MALDI-TOF MS charakteryzują się niskim ciśnieniem 

pary, łatwo ulegają sublimacji, tworząc dużą ilość jonów, głównie protonów, niezbędnych do 

jonizacji próbki. Kluczową rolą matrycy jest absorpcja energii impulsowego promieniowania 

laserowego, prowadząca do desorpcji oraz odparowania cząsteczek próbki, co stanowi warunek 

konieczny dla dalszej jonizacji. Matryce powinny charakteryzować się wysoką absorpcją 

promieniowania o długości fali stosowanej w analizie. Ponadto, stabilność matrycy w 

warunkach próżniowych jest kluczowa dla zapewniania powtarzalności analizy, a jej dobra 

rozpuszczalność w odpowiednich rozpuszczalnikach umożliwia uzyskanie jednorodnej 

mieszaniny próbki z matrycą, co bezpośrednio wpływa na jakość otrzymywanego w 

spektrometrii masowej sygnału. Istotnym wymaganiem względem stosowanej matrycy jest jej 

obojętność względem analizowanych związków. Reaktywność matrycy mogłaby prowadzić do 

niepożądanych przemian chemicznych lub degradacji analitu. Jest to szczególnie istotne w 

przypadku substancji o dużej masie cząsteczkowej, takich jak białka. Matryca nie powinna 

wykazywać reaktywności chemicznej względem próbki, aby uniknąć niepożądanych zmian lub 

uszkodzeń analizowanych cząsteczek, takich jak peptydy czy białka. Lista dostępnych matryc 

jest szeroka, a jej wybór zależy od substancji poddawanej analizie. Do najczęściej stosowanych 

matryc należą kwas α-cyano-4-hydroksycynamonowy (ang. α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, 

HCCA), kwas sinapinowy (ang. Sinapinic acid, SA) oraz kwas 2,5-dihydrobenzoesowy (ang. 

2,5-Dihydroxybenzoic acid, DHB). HCCA jest jedną z najczęściej używanych matryc, 

szczególnie w analizie mikroorganizmów, ze względu na swoją wysoką efektywność w 

ionizacji zarówno białek, jak i peptydów [65-67]. W moich badaniach zastosowałam jednak 

jedynie matrycę HCCA, zarówno do identyfikacji mikroorganizmów [P2, P3, B1], jak i do 

analizy oporności na antybiotyki [P2, B2], co pozwoliło uzyskać wysokiej jakości spektra 

białkowe i szczegółową charakterystykę mikroorganizmów oraz ocenę ich oporności na różne 

substancje lecznicze. 

Po przeprowadzeniu desorpcji próbek za pomocą lasera jony powstałe z matrycy oraz 

analitu muszą zostać przeanalizowane celem określenia ich masy cząsteczkowej i identyfikacji 

sygnałów. Do tego celu wykorzystywany jest analizator mas, którego wybór zależy od 

specyficznych potrzeb eksperymentu. Technikę MALDI, która wykorzystuje impulsowe źródło 
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jonizacji, najczęściej łączy się z analizatorem mas typu TOF. Działa na zasadzie pomiaru czasu, 

jaki potrzebują jony do przebycia określonego dystansu w próżni, od momentu ich 

wyemitowania przez źródło jonizacji do detektora. W analizatorze TOF jony, po przyspieszeniu 

przez pole elektryczne, trafiają do rury przelotowej, gdzie ich czas przelotu zależy od wartości 

m/z. Analizator TOF charakteryzuje się bardzo szerokim zakresem mas, co sprawia, że jest 

idealny do analizy cząsteczek o wysokim stosunku masy do ładunku, typowych dla techniki 

MALDI [68]. Wyróżnia się dwa główne tryby pracy opisywanego analizatora – tryb liniowy i 

reflektronowy. W trybie liniowym analizatora TOF, który stosowałam w swoich badaniach [P2, 

P3, B1, B2], jony o różnych masach osiągają detektor w różnych momentach czasowych. Jony 

o większej masie wymagają dłuższego czasu na dotarcie, co skutkuje wyższymi wartościami 

m/z dla jonów cięższych. Jednak różnice w sposobie absorpcji energii przez jony tej samej masy 

prowadzą do nierównomiernego rozkładu energii kinetycznej, co ogranicza rozdzielczość 

widma. Aby rozwiązać ten problem, stosuje się reflektron, który wyposażony jest w zwierciadła 

jonowe i pole elektryczne, które ponownie skupiają jony o tej samej masie. Dzięki temu 

poprawia się rozdzielczość, a reflektron skutecznie kompensuje różnice w energiach 

kinetycznych jonów, kierując je z powrotem do strefy dryfu w stronę detektora. Wybór trybu 

pracy analizatora TOF zależy od rodzaju analizowanego materiału oraz celu badania. W 

przypadku związków małocząsteczkowych, takich jak peptydy czy metabolity, tryb 

reflektronowy jest często preferowany, ponieważ pozwala na uzyskanie lepszej rozdzielczości 

i precyzyjniejsze pomiary mas cząsteczek. Natomiast w analizach związków o większych 

masach, jak białka, tryb liniowy może być bardziej efektywny, ponieważ eliminuje problem 

fragmentacji jonów, który może wystąpić w trybie reflektronowym. Dodatkowo, tryb liniowy 

zapewnia wyższą przepustowość, co czyni go odpowiednim w badaniach, które wymagają 

analizy dużej liczby próbek w krótkim czasie. Ostateczny wybór trybu zależy od specyfiki 

analizy, co pozwala na optymalizację rozdzielczości i czułości pomiaru [69-71]. 

3.1. MALDI-TOF MS w badaniach mikrobiologicznych 

Technika MALDI-TOF MS jest nowoczesnym podejściem do identyfikacji 

mikroorganizmów, opierającym się na analizie profili białkowych, ze szczególnym 

uwzględnieniem białek rybosomalnych. Ich wysoka zawartość, wynosząca około 50% 

całkowitej puli białek mikroorganizmów, odpowiada za dużą powtarzalność oraz wysoką 

wiarygodność identyfikacji gatunkowej [52]. Widma masowe uzyskiwane dla bakterii 

obejmują poza sygnałami pochodzącymi od białek rybosomalnych, również te pochodzące od 

białek innych niż rybosomalne, przy czym ekspresja tych ostatnich jest w różnym stopniu 

zależna od stanu metabolicznego komórek oraz warunków środowiskowych. Zmiany w 
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składzie chemicznym pożywki hodowlanej lub parametrach środowiskowych mogą 

modyfikować poziom syntezy białek nierybosomalnych, co wpływa na kształtowanie profili 

molekularnych mikroorganizmów. Przyjmuje się, że wpływ tego zjawiska na skuteczność 

identyfikacji mikroorganizmów zależy nie tylko od specyfiki badanego drobnoustroju, ale 

również od charakteru zmian w środowisku hodowlanym. Mechanizm ten wynika z 

dynamicznych zmian w proporcjach białek nierybosomalnych, podlegających regulacji 

metabolicznej, względem stabilnych ewolucyjnie białek rybosomalnych [72,73].  

W badaniu P2 przeprowadziłam analizę wpływu składu chemicznego podłoża 

hodowlanego na identyfikację S. aureus za pomocą MALDI-TOF MS. Wykazałam, że jakość 

widm masowych oraz skuteczność identyfikacji zależą od użytej pożywki. Mimo że wszystkie 

zastosowane podłoża pozwalają na wiarygodną identyfikację, to najwyższe wartości wskaźnika 

identyfikacji uzyskałam dla szczepów hodowanych na agarze selektywnym vancomycin-

resistant enterococci agar VRE i agarze mózgowo-sercowym BHI, natomiast zastosowanie 

selektywnego agaru bromokrezolowego z glukozą BCP obniżało skuteczność identyfikacji, co 

może wynikać z obecności soli i pigmentów tłumiących proces jonizacji. Dodatkowo, analiza 

dendrogramów MSP wykazała, że różnice w składzie chemicznym pożywek determinowały 

zmienność profili proteomicznych analizowanych izolatów bakterii, które zostały wyizolowane 

od pacjentów z wymazów pobranych z trudnogojących się ran pooperacyjnych, co może mieć 

istotne implikacje w kontekście ich klasyfikacji filoproteomicznej. W szczególności w 

przypadku podłoży BHI i BCP zaobserwowano tendencję do grupowania izolatów z rodzajów 

Escherichia, Klebsiella i Enterobacter w jeden klaster, co może sugerować, że skład medium 

hodowlanego wpływa na poziom ekspresji białek istotnych dla identyfikacji tych 

mikroorganizmów. 

Proces identyfikacji polega na analizie stosunku masy do ładunku zjonizowanych białek, 

co pozwala na uzyskanie unikalnych dla każdego mikroorganizmu profili białkowych. MALDI-

TOF MS osiąga dokładność porównywalną z tradycyjnymi metodami biologii molekularnej, 

takimi jak sekwencjonowanie regionu 16S rRNA, uznawanym za złoty standard identyfikacji 

prokariotów, co obrazują wyniki moich badań opisane w pracy P3.Metoda ta wyróżnia się 

niezwykle krótkim czasem analizy, pozwalając na uzyskanie wyników w ciągu kilku minut. 

Ponadto cechuje się wysoką czułością, co oznacza, że do przeprowadzenia wiarygodnej 

identyfikacji wystarczy niewielka liczba komórek mikroorganizmów (<10⁴) [74]. 

Istotnym atutem tej technologii jest różnorodność metod przygotowania próbek, które są 

znacznie prostsze w porównaniu z innymi technikami. Możliwe jest bezpośrednie 

wykorzystanie całych, nieuszkodzonych komórek (ang. intact/whole cells method), jak również 

szybka ekstrakcja na powierzchni płytki (ang. on-target extraction) lub bardziej zaawansowana 
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procedura obejmująca pełną izolację białek (ang. in-tube/full extraction) [67,75]. W badaniu 

P2 zastosowałam metodę pełnej izolacji białek, natomiast w pracy P3 dokonałam porównania 

pełnej ekstrakcji z ekstrakcją na powierzchni płytki. Analiza wyników wykazała, że różnice 

między tymi podejściami w kontekście identyfikacji bakterii tworzących zarodniki były 

statystycznie nieistotne. Oznacza to, że obie metody prowadziły do porównywalnych 

rezultatów w zakresie identyfikacji mikroorganizmów. Wyniki te sugerują, iż wybór konkretnej 

metody może zależeć od innych czynników, takich jak dostępność zasobów laboratoryjnych, 

czasochłonność procedury czy wygoda jej stosowania. W badaniach B1 zastosowano metodę 

ekstrakcji na powierzchni płytki ze względu na jej prostotę, szybkość oraz minimalne 

wymagania dotyczące przygotowania próbki. Ta technika pozwala na bezpośrednią analizę 

mikroorganizmów, eliminując konieczność skomplikowanych procedur izolacji białek, co 

znacząco skraca czas potrzebny na uzyskanie wyników. Ponadto metoda ta jest mniej 

pracochłonna i nie wymaga dodatkowych odczynników, co czyni ją bardziej ekonomiczną i 

dostępną w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej. W kontekście badań B1 była to 

najbardziej efektywna strategia, umożliwiająca uzyskanie wiarygodnych wyników w krótkim 

czasie. 

Metoda MALDI-TOF MS została już wykorzystana do szybkiej identyfikacji wielu grup 

mikroorganizmów, obejmujących zarówno bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, jak i różne 

gatunki grzybów z różnych matryc [P2, P3, B1]. Efektywne i szybkie analizowanie uzyskanych 

profili białkowych, zwłaszcza poprzez ich zestawienie z widmami referencyjnymi, wymaga 

zastosowania specjalistycznego oprogramowania wspierającego proces identyfikacji. Obecnie 

dostępnych jest wiele komercyjnych systemów spektrometrii masowej przeznaczonych do 

klinicznej identyfikacji mikroorganizmów. Do najbardziej znanych platform należą MALDI 

Biotyper firmy BrukerDaltonics z Niemiec [76,77], VITEK MS opracowany przez bioMérieux 

z Francji [78,79], Axima japońskiej firmy Shimadzu [80] oraz MicroIDSys opracowany przez 

ASTA z Korei Południowej [81]. Aby ułatwić wdrażanie i walidację systemów, Instytut 

Standardów Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute, 

CLSI) opracował wytyczne, które wspierają laboratoria w procesie implementacji technologii 

MALDI-TOF MS [82]. Wysoka wiarygodność systemów MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) 

oraz VITEK MS (bioMérieux) została potwierdzona poprzez uzyskanie zatwierdzenia 

Amerykańskiej Agencji Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration, FDA). Dzięki 

temu systemy te zostały dopuszczone do rutynowego stosowania w klinicznych laboratoriach 

mikrobiologicznych w Stanach Zjednoczonych. Co więcej, oba systemy posiadają certyfikaty 

IVD-CE, co oznacza, że są zatwierdzone do stosowania w diagnostyce in vitro na terenie Unii 

Europejskiej. Ich zastosowanie obejmuje identyfikację kluczowych mikroorganizmów o 
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znaczeniu medycznym, co znacząco wspiera diagnostykę mikrobiologiczną i usprawnia 

procesy laboratoryjne. W ostatnim czasie na rynku globalnym pojawiło się coraz więcej tego 

typu urządzeń, w tym systemy chińskich producentów, takich jak Autobio [83,84], Xiamen [85] 

i Zybio [86], które sukcesywnie zyskują na popularności. 

W swoich badaniach stosowałam dwie komercyjnie dostępne platformy do identyfikacji 

mikroorganizmów i analizy antybiotykooporności: (1) MALDI Biotyper firmy Bruker 

(Bremen, Niemcy) z zastosowaniem aparatu MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme [P2] oraz 

MALDI microflex LT/SH [P3, B1], jak również EXS2600 firmy Zybio Inc. (Chongqing, 

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]. Dzięki wykorzystaniu trybu analizatora czasu 

przelotu TOF/TOF umożliwia szczegółową analizę fragmentacji jonów, co znajduje 

zastosowanie w sekwencjonowaniu białek [91] oraz badaniu modyfikacji post-translacyjnych 

[92]. Aparat charakteryzuje się wysoką rozdzielczością i dokładnością masy, co pozwala na 

precyzyjną identyfikację związków oraz szerokim zakresem dynamicznym dzięki technologii 

FlashDetector™. Wyposażony w laser Smartbeam-II, zapewnia efektywną desorpcję i 

jonizację próbek, oferując szybkie i powtarzalne wyniki [93]. Z kolei aparat MALDI microflex 

LT to kompaktowy spektrometr masowy zaprojektowany głównie do rutynowych analiz 

mikrobiologicznych, biochemicznych oraz diagnostycznych. Urządzenie to wyróżnia się 

prostotą obsługi, kompaktową konstrukcją oraz możliwością szybkiej analizy próbek, co 

sprawia, że doskonale sprawdza się w codziennej pracy laboratoryjnej. Microflex LT 

wykorzystuje zoptymalizowaną bazę danych MALDI Biotyper, umożliwiając szybką i 

precyzyjną identyfikację szerokiego spektrum mikroorganizmów na podstawie ich profili 

białkowych. Jest to system dedykowany głównie do identyfikacji bakterii, drożdży i pleśni. 

System ten posiada certyfikaty IVD i IVDR (ang. In Vitro Diagnostic Regulation), co oznacza, 

że spełnia odpowiednie normy regulacyjne i jest zatwierdzony do stosowania w diagnostyce in 

vitro. Certyfikaty te są dowodem na to, że urządzenie przeszło rygorystyczne testy jakościowe 

i bezpieczeństwa, zgodne z wymogami unijnych regulacji, a także przepisami FDA w 

przypadku rynku amerykańskiego [94–96]. 

Ostatni z systemów, Zybio EXS2600, dedykowany jest do szybkiej i automatycznej 

identyfikacji mikroorganizmów, której dokładność porównywalna jest z innymi systemami 

MALDI-TOF MS [94]. Niemniej jednak system ten nie posiada zaawansowanych funkcji 

badawczych, takich jak te dostępne w modelach firmy Bruker, i obecnie nie jest dopuszczony 

do stosowania w laboratoriach diagnostycznych [97]. W Polsce znajduje się obecnie jeden 
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aparat Zybio EXS2600 i zlokalizowany jest w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych 

Technologii UMK w Toruniu, gdzie pod kierownictwem dr hab. Pawła Pomastowskiego, prof. 

UMK, biorę udział w prowadzeniu badań walidacyjnych mających na celu opracowanie metod 

zastosowania tego urządzenia do analizy próbek mikrobiologicznych, pod kątem identyfikacji 

mikroorganizmów oraz detekcji antybiotykooporności [B2]. Projekt realizowany jest we 

współpracy z polskim dystrybutorem Zybio EXS2600, firmą POLGEN MACHEJKO z Łodzi, 

w ramach międzynarodowego partnerstwa z Chińską Ludową Republiką.  

Technikę MALDI-TOF MS zastosowałam w swoich badaniach zarówno do identyfikacji 

mikroorganizmów [P2, P3, B1], jak i do oznaczania antybiotykooporności [P2, B2]. 

Mikroorganizmy w środowisku naturalnym, w tym w organizmach ludzkich, rzadko występują 

jako monokultury, a najczęściej tworzą mieszanki różnych gatunków. Tego rodzaju złożoność 

utrudnia dokładną i wiarygodną analizę składu mikrobiologicznego, stanowiąc wyzwanie 

zarówno dla badaczy, jak i laboratoriów diagnostycznych, zwłaszcza w kontekście diagnostyki 

klinicznej. Przykładami trudnych i złożonych matryc biologicznych, których skład 

mikrobiologiczny analizowałam w ramach badań do niniejszej rozprawy, są trudno gojące się 

rany pooperacyjne [P2], ślina i wymazy z górnych dróg oddechowych pacjentów cierpiących 

na infekcje dróg oddechowych [B1].  

Poza dużą złożonością gatunkową mikroorganizmów w matrycach biologicznych, innym 

kluczowym elementem wiarygodnej diagnostyki jest zdolność systemu do rozróżniania 

komórek bakteryjnych o zbliżonych profilach molekularnych, tzw. gatunków blisko 

spokrewnionych. W badaniach opisanych w pracy P3 napotkałam trudności w jednoznacznej 

identyfikacji wytwarzających przetrwalniki bakterii z rodzaju Lysinibacillus. Pomimo 

zastosowania sekwencjonowania genu 16S rDNA, jako metody referencyjnej uznawanej za 

„złoty standard” w identyfikacji drobnoustrojów, nie pozwoliło mi to na uzyskanie 

jednoznacznych wyników, co podkreśla wyzwania związane z różnicowaniem blisko 

spokrewnionych gatunków. Z kolei w badaniach B1 zaobserwowałam trudności w 

jednoznacznej identyfikacji gatunków z rodzajów Neisseria i Streptococcus, zwłaszcza blisko 

spokrewnionych taksonomicznie, co wskazuje na ograniczenia techniki MALDI-TOF MS w 

precyzyjnym rozróżnianiu tych gatunków ze względu na ich zbliżone profile białkowe. 

Technika MALDI-TOF MS, oprócz skuteczności w identyfikacji taksonomicznej 

patogenów klinicznych, stała się również cennym narzędziem w analizie antybiotykooporności. 

Dzięki rozwojowi tej metody możliwe jest wykrywanie nie tylko bakterii produkujących -

laktamazy, w tym cefalosporynaz i karbapenemaz, ale także określanie oporności na szeroką 

gamę innych antybiotyków. Technika ta umożliwia identyfikację mechanizmów oporności we 

wszystkich rodzajach mikroorganizmów, co stanowi przełom w diagnostyce 
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mikrobiologicznej, pozwalając na szybsze i dokładniejsze określenie profilu oporności [98][P2, 

B2]. Moje badania wykazały, że technika MALDI-TOF MS skutecznie rozróżnia patogeny 

wrażliwe i oporne na antybiotyki, identyfikując specyficzne białka związane z mechanizmami 

oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe [P2]. Porównując profile białkowe bakterii od 

pacjentów nieleczonych antybiotykami z tymi, którzy otrzymali terapię, oraz wykorzystując 

publicznie dostępną bazę danych UniProt (ang. Universal Protein Resource), zidentyfikowałam 

specyficzne sygnały wskazujące na mechanizmy działania antybiotyków oraz potencjalne 

mechanizmy oporności. Przykładem może być obecność moduliny PSM-α-3 (sygnał m/z = 

2656,8), która jest powiązana z wirulencją i opornością na antybiotyki, zwłaszcza w szczepach 

MRSA, oraz obecność sygnałów ~6355 m/z i ~6590 m/z powiązanych z występowaniem białek 

transportujących antybiotyki mogących przyczyniać się do wystąpienia oporności. Należy 

jednak podkreślić, że profile białkowe drobnoustrojów dostarczają jedynie informacji o masach 

i względnych intensywnościach pików, co utrudnia jednoznaczną identyfikację konkretnych 

białek odpowiedzialnych za oporność. W takich przypadkach konieczne jest zastosowanie 

dodatkowych metod, takich jak spektrometria mas tandemowa (MS/MS) lub analiza 

genomowa, które pozwalają na bardziej szczegółowe badania. Dodatkowo, przeszukiwanie baz 

danych i interpretacja wyników są procesami czasochłonnymi, co ogranicza możliwości 

szybkiego wdrożenia wyników w warunkach klinicznych. 

Podejściem, które obecnie znajduje zastosowanie w laboratoriach diagnostycznych, jest 

selektywne wykrywanie oporności na antybiotyki beta-laktamowe za pomocą MALDI Biotyper 

(ang. MALDI Biotyper Selective Testing of Antibiotic Resistance-β-Lactamase assay (MBT 

STAR-BL). W ramach opisanego podejścia dostępne są również dwa dedykowane, 

komercyjnie dostępne testy MBT-STAR-Carba służący do wykrywania oporności na 

karbapenemazy oraz MBT-STAR-Cepha, wykrywający aktywność cefalosporynaz. Opisana 

metoda bazuje na analizie spektrometrycznej, której celem jest ocena poziomu hydrolizy 

zastosowanego antybiotyku beta-laktamowego. Stopień degradacji leku określa się poprzez 

porównanie mas cząsteczkowych jego form – zarówno niezhydrolizowanej, jak i poddanej 

hydrolizie – a wynik tej analizy wyrażany jest za pomocą wartości logRQ [99, 100]. Co więcej, 

oba testy posiadają certyfikację IVD, jednak umożliwiają analizę jedynie bakterii Gram-

ujemnych oraz antybiotyków beta-laktamowych. Mimo swojej prostoty i krótkiego czasu 

analizy (około 1,5 h) pozwala jedynie na ocenę jakościową oporności na karbapenemy, bazując 

na zmianach intensywności sygnału dla imipenemu (300,20 m/z) oraz jego adduktu z matrycą 

HCCA (489,00 m/z), a także dla zhydrolizowanych cząsteczek (254,10 m/z)[101]. Ogranicza to 

możliwość dokładnego określenia rodzaju beta-laktamaz odpowiedzialnych za oporność, co 

jest istotne dla precyzyjnego ustalenia poziomu wrażliwości bakterii. Dodatkowo, użycie 
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nieokreślonej ilości biomasy komórkowej utrudnia porównanie wyników, ponieważ liczba 

komórek bakteryjnych może się różnić pomiędzy próbkami, a obecność interferujących 

substancji, takich jak składniki pożywki, może wpływać na wyniki.  

Dalsze badania nad rozwojem technologii doprowadziły do opracowania przez firmę 

Bruker Daltonics nowych podejść, takich jak MBT-ASTRA czy MBT-RESIST, których 

szczegółowe zastosowanie opisałam w pracy P1. W podejściu MBT-ASTRA analiza opiera się 

na ocenie wartości pola pod krzywą (ang. Area Under the Curve, AUC) sygnałów widma 

bakterii inkubowanej z antybiotykiem (AUCBAC+ATB) w porównaniu do pola pod krzywą 

sygnałów widma bakterii inkubowanej bez antybiotyku (AUCBAC). Stosunek 

(AUCBAC+ATB)/(AUCBAC) daje wartość określaną jako względny wzrost (ang. Relative Growth, 

RG). Metoda bazuje na zasadzie, że bakterie eksponowane na skuteczny antybiotyk nie 

syntetyzują wystarczającej ilości biocząsteczek, co skutkuje obniżoną intensywnością lub 

brakiem charakterystycznych sygnałów w widmie masowym. Główną zaletą MBT-ASTRA 

jest, podobnie jak w przypadku podejścia MBT-STAR-BL, szybka analiza widm, 

umożliwiająca uzyskanie wyniku testu AST w 2–3 godziny [102]. Co więcej, możliwa jest 

analiza wszystkich klas antybiotyków i wszystkich rodzajów bakterii. Mimo szybkiej analizy, 

oprogramowanie wymaga umiejętności programistycznych, które są rzadko dostępne w 

laboratoriach mikrobiologicznych. Firma Bruker Daltonics opracowała prototyp 

oprogramowania, które nie jest jeszcze dostępne. Dlatego ważne jest opracowanie adaptacji 

tego testu, zwłaszcza dla laboratoriów szpitalnych dążących do szybszych wyników AST.  

W moich badaniach zastosowałam zarówno podejście MBT-STAR-BL, a dokładniej test 

MBT STAR-Carba, jak i – we współpracy oraz przy wsparciu Pani Katrin Sparbier z firmy 

Bruker Daltonics – podejście MBT-ASTRA. Jako pierwsza zastosowałam test MBT-ASTRA 

do identyfikacji oporności u S. aureus, w tym szczepów opornych na metycylinę, oraz 

przeprowadziłam analizę oporności na lewofloksacynę i azytromycynę u tych bakterii. Jako 

jedna z pierwszych przeprowadziłam analizy oporności K. pneumoniae na imipenem z 

wykorzystaniem spektrometru MALDI-TOF MS Zybio EXS2600, porównując uzyskane 

wyniki z podejściem MBT-STAR-BL. Ponadto, po raz pierwszy zestawiłam wyniki uzyskane 

za pomocą spektrometru Zybio z testem MBT-ASTRA oraz oprogramowaniem CLOVER 

BioSoft [B2]. 

Kluczową rolę w analizach antybiotykooporności przy wykorzystaniu techniki MALDI-

TOF MS odgrywa również standard wewnętrzny. W przypadku metody MBT-STAR-BL jest 

to MBT STAR ACS Standard, natomiast w metodzie MBT-ASTRA wykorzystywana jest 

RNAza B. Zastosowanie standardu wewnętrznego pozwala na normalizację wyników, co jest 

istotne w kontekście zmienności eksperymentalnej, takiej jak różnice w jakości matrycy, czasie 
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pomiaru czy gęstości inokulum, co umożliwia ich korelację, zapewniając spójność i 

porównywalność wyników. Stosowanie standardu zwiększa dokładność, precyzyjność i 

wiarygodność analizy, co ma kluczowe znaczenie w diagnostyce.  

3.1.1. Badania dotyczące identyfikacji mikroorganizmów wyizolowanych z próbek 

rzeczywistych od pacjentów z infekcjami górnych dróg oddechowych [B1] 

Materiały i metodologia 

Podczas badań analizowałam próbki rzeczywiste pobrane od pacjentów w ramach 

współpracy z Panią dr Marzeną Kociołek ze Szpitala Chorób Płuc w Siewierzu oraz Panem dr 

Wojciechem Kupczykiem z Wojewódzkiego Szpitala Zespolonego im. Rydygiera w Toruniu 

(zgody Komisji Bioetycznej CM UMK w Toruniu nr 585/2017 oraz nr 477/2021). Próbki 

obejmowały wymazy z nosa (wymaz płytki), nosogardzieli (wymaz głęboki) oraz próbki śliny 

i pochodziły od 85 pacjentów w wieku 20–92 lat (32 kobiet i 53 mężczyzn) cierpiących na 

choroby układu oddechowego, takie jak gruźlica, zapalenie płuc oraz nowotwory. Wymazy z 

nosogardzieli nosa pobierano przy użyciu sterylnych wymazówek, które następnie 

umieszczano w płynnym podłożu transportowym (AmiesSwab, Deltalab, Barcelona, 

Hiszpania). Próbki śliny zbierano bezpośrednio do sterylnych probówek. Wszystkie pobrane 

materiały były przechowywane w temperaturze -80°C, co zapewniało stabilność próbek.  

W celu izolacji mikroorganizmów dokonałam posiewu na cztery rodzaje stałych podłóż 

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 podłoża były przygotowane w formie 

gotowych do użycia pudrów, z wyjątkiem Columbia Blood Agar, który przygotowałam poprzez 

dodanie odwłóknionej krwi owczej (GRASO Biotech, Starogard Gdański, Polska) do 

wysterylizowanej i rozpuszczonej bazy agaru Columbia, uzyskując końcowe stężenie 5% (v/v). 

Kultury bakteryjne inkubowałam w temperaturze 37°C przez 24 godziny, a następnie 

wybrałam pojedyncze kolonie charakteryzujące się różnymi cechami morfologicznymi w celu 

uzyskania czystych kultur i wykonałam posiew redukcyjny na takim samym podłożu (inkubacja 

w temperaturze 37°C przez 18–24 godziny). 

Wszystkie izolaty mikroorganizmów zidentyfikowałam przy użyciu metody 

bezpośredniej ekstrakcji kolonii na płytce MALDI zgodnie z procedurą przedstawioną w pracy 

P3. Świeżo wyhodowaną kolonię, inkubowaną przez noc, naniosłam w niewielkich ilościach 

na 96-punktową stalową płytkę docelową i pokrywałam 1 μl 70% roztworu kwasu 

mrówkowego (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy). Po wysuszeniu wszystkie próby 
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pokrywałam 1 μl roztworu matrycy, którym był kwas α-cyjano-4-hydroksycynamonowy (ang. 

α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, HCCA) (10 mg/ml, BrukerDaltonics GmbH, Bremen, 

Niemcy). Po całkowitym wyschnięciu preparatu płytkę docelową umieściłam w spektrometrze 

mas MALDI. Próbki analizowano trzykrotnie w celu oceny powtarzalności wyników oraz 

walidacji metody ekstrakcji i dokładności identyfikacji mikroorganizmów przy użyciu 

MALDI-TOF MS 

Wyniki badań 

Analiza mikrobiologiczna materiału biologicznego pobranego z nosa, nosogardzieli oraz 

śliny u pacjentów z infekcjami dróg oddechowych pozwoliła na identyfikację dominujących 

grup mikroorganizmów. Analizy MALDI-TOF MS skupiają się na analizie podstawowych 

białek, głównie w zakresie mas molowych od 2000 do 20 000 Da, które stanowią od 60% do 

70% suchej masy komórkowej bakterii. Większość biomarkerów wykrywanych w widmach 

MALDI-TOF MS to białka wewnątrzkomórkowe, głównie w przedziale mas molowych od 

4000 do 15 000 Da. Liza komórek mikroorganizmów przy użyciu rozpuszczalników 

organicznych w środowisku kwaśnym sprzyja ekstrakcji zasadowych białek 

cytoplazmatycznych, w szczególności białek rybosomalnych. Są to wysoce konserwatywne 

białka, pełniące kluczowe funkcje w komórce, stanowiące idealne biomarkery do identyfikacji 

i charakteryzowania poszczególnych gatunków. Proces identyfikacji polega na porównaniu 

uzyskanego profilu masowego z bazą danych zawierającą wzorce białek rybosomalnych, co 

umożliwia precyzyjne określenie tożsamości mikroorganizmu na poziomie rodzaju, a w wielu 

przypadkach także na poziomie gatunku i szczepu. Na Rysunku 3 przedstawiłam przykładowe 

widma dla bakterii S. aureus. Widmo górne przedstawia surowe dane uzyskane w wyniku 

analizy, natomiast widmo górne ilustruje stopień dopasowania uzyskanych sygnałów do widm 

referencyjnych dostępnych w bazie danych. 
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Rysunek 3. Przykładowe widmo uzyskane dla bakterii S. aureus z zaznaczonymi charakterystycznymi 

sygnałami - A oraz zestawienie uzyskanego widma z widmem referencyjnym - B 

Widmo przedstawione na Rysunku 3A ukazuje liczne sygnały w zakresie 2000–16000 

m/z, które z dużym prawdopodobieństwem można przypisać białkom rybosomalnym na 

podstawie porównania z danymi z bazy UniProt. Wśród przypisanych sygnałów wyróżniłam 

prawdopodobne białka podjednostki 30S (oznaczone kolorem zielonym), takie jak S5 – 3006,1 

m/z, S11 – 6890,237 m/z oraz S14 – 10480,0 m/z, a także białka podjednostki 50S (oznaczone 

kolorem pomarańczowym), w tym L36 – 5304,7 m/z oraz L7 – 11538,2 m/z. Białka 

rybosomalne, ze względu na swoją wysoką konserwatywność i obecność w spektrach 

uzyskiwanych dla drobnoustrojów, są powszechnie wykorzystywane jako markery 

referencyjne w technice MALDI-TOF MS, choć przypisanie poszczególnych sygnałów do 

konkretnych białek opiera się na analizie teoretycznej i obarczone jest pewnym stopniem 

niepewności. Oprócz białek rybosomalnych, w widmie mogą być obecne także inne białka 

charakterystyczne dla S. aureus, w tym enzymy lub białka strukturalne. Przykładem może być 
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białko RF2 (ang. Release Factor 2), uczestniczące w procesie translacji, którego sygnał (5304,7 

m/z) także z dużym prawdopodobieństwem przypisałam na podstawie danych teoretycznych. 

Z kolei Rysunek 3B ilustruje dopasowanie uzyskanych sygnałów do widm referencyjnych 

z bazy danych, co umożliwia ocenę stopnia zgodności analizowanej próbki z widmami 

referencyjnymi. Kolorystyka pików odzwierciedla jakość dopasowania: piki zielone 

odpowiadają sygnałom wykazującym wysoki stopień dopasowania z bazą danych, piki żółte 

wskazują na umiarkowane dopasowanie, natomiast piki czerwone oznaczają brak zgodności. 

Różnice pomiędzy widmem próbki a widmami referencyjnymi mogą wynikać z 

różnorodności szczepów, różnic w poziomie ekspresji białek, zmienności warunków hodowli 

mikroorganizmu, jak również z ograniczeń metodycznych, w tym rozdzielczości i czułości 

analizy widmowej. 

Wyniki uzyskane w trakcie analizy mikrobiomu pacjentów z infekcjami dróg 

oddechowych przedstawiłam na poniższych wykresach (Rysunek 4).Ogółem w badanych 

próbkach wykryto 74,8% bakterii Gram-dodatnich, 12,5% bakterii Gram-ujemnych oraz 12,7% 

grzybów (Rysunek 4A), ze zmiennym udziałem wynikającym z rodzaju pobranego materiału. 

 

Rysunek 4. Procentowy udział mikroorganizmów wyizolowanych z próbek klinicznych.  

A – ogólny procent zidentyfikowanych grup mikroorganizmów; 

B. procent grup mikroorganizmów zidentyfikowanych w wymazie płytkim z nosa; 

 C. procent grup mikroorganizmów zidentyfikowanych w wymazach głębokich z nososardzieli; 

D. procent grup mikroorganizmów wyizolowanych z próbek śliny 
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W wymazach z nosa bakterie Gram-dodatnie stanowiły 89,4%, bakterie Gram-ujemne 

10,1%, a grzyby 0,6% (Rysunek 4B). Wysoki udział bakterii Gram-dodatnich wskazuje na ich 

rolę w naturalnej kolonizacji błon śluzowych nosa, a niewielka liczba grzybów sugeruje 

niesprzyjające warunki dla ich wzrostu. Podobne proporcje zaobserwowano w nosogardzieli: 

88,4% bakterii Gram-dodatnich, 11,1% Gram-ujemnych oraz 0,5% grzybów (Rysunek 4C). 

Wskazuje to na zbliżone warunki dla wzrostu mikroorganizmów panujące w nosie i 

nosogardzieli wynikającą z ich powiązania anatomicznego i funkcjonalnego. Próbki śliny 

wykazały większą różnorodność (Rysunek 4D). Bakterie Gram-dodatnie stanowiły 74,8%, 

bakterie Gram-ujemne 12,5%, a grzyby 12,7%. Wyższy udział grzybów jest związany z 

warunkami jamy ustnej, takimi jak wilgotność, obecność resztek pokarmowych i zmienne pH, 

które sprzyjają ich rozwojowi. 

Mikrobiota błon śluzowych człowieka stanowi dynamiczny ekosystem, w którym 

współistnienie różnych grup mikroorganizmów – bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych 

oraz grzybów – opiera się na złożonych interakcjach, mających kluczowe znaczenie dla 

utrzymania homeostazy. Wyniki identyfikacji poszczególnych rodzajów mikroorganizmów 

przedstawiłam w formie mapy ciepła (heatmap) w Tabeli 3, co umożliwiło mi szczegółową 

analizę różnorodności oraz częstości występowania mikroorganizmów w badanych 

lokalizacjach: nos, nosogardziel oraz jama ustna (ślina).  

Tabela 3. Mapa ciepła przedstawiająca procentowy udział wszystkich zidentyfikowanych 

rodzajów mikroorganizmów z wymazów z nosa, nosogardzieli oraz śliny pobranych od pacjentów z 

infekcjami dróg oddechowych. 

   Procent zidentyfikowanych mikroorganizmów 

   

Ogólny 
Nos - wymaz 

płytki 

Nosogardziel 

- wymaz 

głęboki 

Jama ustna  - 

ślina 
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Acinetobacter           51,40% 

Agrobacter         

Alkaligenes         

Citrobacter         

Delftia         

Enterobacter         

Escherichia         

Klebsiella         

Moraxella         

Neisseria         

Pantoa        11,80% 

Pseudomonas         

Proteus         

Raoultella         

Roseateles         

Serratia         



 

42 

 

Stenotrophomonas            
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Aneurinibacillus            

Alkalihalobacillus         

Aerococcus         

Actinomyces         

Bacillus        0,00% 

Brevibacillus         

Corynebacterium         

Dolosigranulum         

Enterococcus         

Gemella         

Granulicatella         

Jeotgalicoccus         

Kocuria         

Lacticaseibacillus         

Limosilactobacillus         

Lactococcus         

Macrococcus         

Micrococcus         

Microbacterium         

Paenibacillus         

Pediococcus         

Rhodococcus         

Rothia         

Staphylococcus         

Streptococcus         

Weissella            

G
rz

y
b

y
 

Candida            

Clavispora         

Kluyveromyces         

Meyerozyma         

Saccharomyces            

 

W badanych próbkach skład mikrobioty charakteryzował się dominacją bakterii Gram-

dodatnich, takich jak Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, oraz obecnością 

grzybów, z przewagą rodzaju Candida. Zróżnicowane interakcje pomiędzy tymi 

mikroorganizmami, w tym konkurencja o zasoby, produkcja substancji 

przeciwdrobnoustrojowych oraz regulacja wzrostu, wpływają na stabilność ekosystemu błon 

śluzowych, co jest kluczowe dla zdrowia gospodarza. 

Bakterie z rodzaju Staphylococcus stanowiły 51,4% mikroorganizmów wyizolowanych z 

nosa, 50,8% z nosogardzieli oraz 16,7% ze śliny, natomiast Streptococcus odpowiednio 3,4%, 

3,7% i 22,4%. Najczęściej identyfikowanym gatunkiem był S. epidermidis, ogólnie stanowiący 

12,37% wszystkich wyizolowanych mikroorganizmów. Ten gatunek, będący elementem 

fizjologicznej mikrobioty skóry, w warunkach obniżonej odporności może prowadzić do 
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zakażeń oportunistycznych, szczególnie w środowiskach szpitalnych [78]. W badanej populacji 

pacjentów S. epidermidis występował u 71 osób. W zależności od lokalizacji, jego procentowy 

udział w poszczególnych próbkach wynosił: 28,9% w nosie, 31,7% w nosogardzieli oraz 8,4% 

w ślinie. Innymi identyfikowanymi przez mnie gatunkami z rodzaju Staphylococcus były 

Staphylococcus haemolyticus (4,36%), Staphylococcus hominis (2,09%) oraz S. 

aureus (1,92%). Choć częstość występowania tych drobnoustrojów była niższa, ich obecności 

nie należy bagatelizować, ponieważ stanowią one potencjalne zagrożenie jako patogeny w 

infekcjach dróg oddechowych, zwłaszcza u pacjentów z chorobami współistniejącymi, takimi 

jak cukrzyca, przewlekła obturacyjna choroba płuc - POChP czy nowotwory. Pacjenci cierpiący 

na te schorzenia wykazują osłabioną odpowiedź immunologiczną, co zwiększa ich podatność 

na zakażenia wywołane przez wspomniane bakterie. Dodatkowo, upośledzenie funkcji układu 

odpornościowego, często towarzyszące tym chorobom, w połączeniu z innymi czynnikami 

ryzyka, takimi jak hospitalizacja czy stosowanie urządzeń medycznych, sprzyja kolonizacji 

dróg oddechowych przez bakterie z rodzaju Staphylococcus, co może prowadzić do poważnych 

powikłań klinicznych [103,104]. S. aureus, choć mniej licznie reprezentowany w tej próbie, 

jest znanym patogenem odpowiedzialnym za szeroki zakres infekcji, od zapalenia płuc po 

sepsę. Szczególną uwagę należy zwrócić na szczepy MRSA, które mogą komplikować leczenie 

ze względu na ograniczone możliwości terapeutyczne [105]. Warto zauważyć, że udział S. 

haemolyticus i S. hominis w mikrobiocie nosa i nosogardzieli był wyższy niż w innych 

próbkach, co sugeruje ich większe znaczenie w zakażeniach tych obszarów. Natomiast S. 

aureus, choć rzadziej identyfikowany niż inne gatunki, również pojawiał się w nosie i 

nosogardzieli, co potwierdza jego rolę jako potencjalnego patogenu w infekcjach dróg 

oddechowych. Z uzyskanych danych wynika, że dominacja S. epidermidis w badanych 

próbkach, zwłaszcza z nosogardzieli, wskazuje na jego kluczową rolę w kolonizacji tych 

obszarów, a także na jego potencjał w wywoływaniu zakażeń, zwłaszcza u osób z obniżoną 

odpornością.  

Streptococcus salivarius (5,05%) oraz Streptococcus parasanguinis (3,14%) były 

najczęściej identyfikowanymi przedstawicielami rodzaju Streptococcus, co potwierdza ich rolę 

jako dominujących bakterii w jamie ustnej i gardle. Ich obecność w próbkach sugeruje migrację 

mikroorganizmów do dolnych dróg oddechowych w trakcie infekcji. Podobnie, Rothia 

mucilaginosa (6,5%) i Micrococcus luteus (7,3%) są istotnymi składnikami mikrobioty dróg 

oddechowych, zdolnymi do adaptacji w tym środowisku. Oba gatunki należą do komensalnej 

mikrobioty błon śluzowych, które w warunkach immunosupresji mogą wywoływać infekcje 

oportunistyczne, takie jak zapalenia płuc czy bakteriemie [106,107]. Co więcej bakterie te 

wykazują zdolność do przetrwania w trudnych warunkach środowiskowych, a ich potencjalna 
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rola w patogenezie infekcji wymaga dalszych badań, zwłaszcza nad mechanizmami przejścia z 

mikrobioty komensalnej w patogenną. 

W grupie bakterii Gram-ujemnych często identyfikowano K. pneumoniae (1,0%) oraz 

Moraxella osloensis (1,6%), które są znane ze swojej zdolności do wywoływania infekcji dróg 

oddechowych, szczególnie u pacjentów hospitalizowanych. E. coli oraz inne enterobakterie, 

takie jak Enterobacter cloacae i Citrobacter freundii, były izolowane z mniejszą 

częstotliwością (0,3%-0,5%), co wskazuje na ich potencjalne znaczenie w zakażeniach 

oportunistycznych. 

Grzyby z rodzaju Candida stanowiły 15,1% wszystkich wyizolowanych drobnoustrojów 

w ślinie, ale ich obecność potwierdziłam także na błonach śluzowych nosa (0,6%) i 

nosogardzieli (0,5%). Wśród nich najczęściej identyfikowanym gatunkiem był Candida 

albicans, stanowiący 0,5% wszystkich innych mikroorganizmów błon śluzowych nosa i 

nosogardzieli oraz 10,2% śliny. Gatunki Candida pełnią rolę komensalnych kolonizatorów 

ludzkiego ciała, a jednocześnie są najczęściej występującymi oportunistycznymi patogenami 

grzybiczymi [108]. Ich nadmierny wzrost może być hamowany przez bakterie kolonizujące te 

same środowiska. Szczególnie istotne w tym kontekście są bakterie Gram-dodatnie, takie jak 

Streptococcus i Staphylococcus, które konkurują z Candida o miejsca adhezji na komórkach 

nabłonkowych. Gatunki obu rodzajów bakterii wykazują zdolność do produkcji bakteriocyn i 

innych substancji przeciwdrobnoustrojowych, które ograniczają rozwój Candida, jednocześnie 

wspomagając utrzymanie równowagi mikrobiologicznej [109,110]. Z drugiej jednak strony 

dane literaturowe wskazują, że Streptococcus spp. W warunkach in vitro zwiększają ekspresję 

genów wirulencji, rozwój strzępek oraz biofilmu C. albicans [111].  

Bakterie Corynebacterium również odgrywają ważną rolę w interakcjach z Candida. W 

obrębie nosa Corynebacterium stanowiło 12,8% mikroorganizmów, a w nosogardzieli 10,1%, 

podczas gdy Candida odpowiednio 0,6% i 0,5%. Takie proporcje sugerują, że bakterie te mogą 

pełnić rolę w hamowaniu kolonizacji Candida, co przyczynia się do utrzymania równowagi 

mikrobiologicznej w tych obszarach. Potwierdzają to dane literaturowe wskazujące, że 

Corynebacterium uczestniczy w regulacji przemiany drożdżaków w bardziej inwazyjną postać 

strzępkową poprzez wytwarzanie metabolitów hamujących tę transformację [112]. Warto 

również zauważyć, że bakterie Gram-ujemne, w tym Pseudomonas (1,4%) i Klebsiella (1,1%), 

mogą tworzyć biofilmy mieszane z Candida, co zwiększa odporność mikroorganizmów na 

mechanizmy obronne gospodarza oraz na leczenie przeciwdrobnoustrojowe. Tego rodzaju 

interakcje mogą prowadzić do rozwoju przewlekłych zakażeń i utrudniać leczenie [113,114]. 

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowałam trudności w jednoznacznej 

identyfikacji gatunków z rodzajów Neisseria i Streptococcus, zwłaszcza w przypadku blisko 
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spokrewnionych taksonów, takich jak N. subflava, N. flava, N. perflava oraz S. mitis i S. oralis. 

Powtórne analizy tej samej próbki często prowadziły do rozbieżnych wyników 

identyfikacyjnych, co sugeruje podobieństwa w profilach mas cząsteczek białek między tymi 

gatunkami.  

Analiza jakościowa uzyskanych widm wykazała, że różnice w identyfikacji Neisseria 

spp. są związane z liczbą oraz intensywnością sygnałów białkowych. Chociaż detekcja 

sygnałów obejmowała zakres 2–20 kDa, na zarejestrowanych widmach widoczne były jedynie 

sygnały w przedziale 2–16 kDa, a średnia liczba wykrytych sygnałów wynosiła 21,4 ± 6 (przy 

S/N ≥ 10). Ograniczenie zakresu uwidocznionych sygnałów może wynikać z niskiej 

intensywności pików w wyższych przedziałach masowych, co uniemożliwiało ich skuteczną 

rejestrację, lub z niskiej obfitości białek o większej masie cząsteczkowej. W przypadku bakterii 

z rodzaju Streptococcus zaobserwowałam średnio 47,2 ± 7,6 sygnałów (przy S/N ≥ 10) i 

pomimo wysokich wartości stosunku sygnału do szumu dla pików odpowiadających białkom 

rybosomalnym, profil białkowy S. mitis i S. oralis pozostaje wysoce zbliżony. Sygnały o 

odpowiadające białkom konserwatywnym, takim jak jak np. białko L34 dużej podjednostki 

rybosomalnej, występują w widmach obu gatunkach bakterii Streptococcus, co utrudnia ich 

jednoznaczną identyfikację przy zastosowaniu MALDI-TOF MS. 

Istotnym ograniczeniem w analizie była także szerokopasmowa zdolność rozdzielcza 

masy spektrometru, która wynosiła 15 000 (w trybie liniowym dla modelu Microflex LT). Taka 

rozdzielczość mogła utrudniać jednoznaczne rozróżnienie gatunków o zbliżonych profilach 

białkowych, zwłaszcza w przypadku bakterii, które wykazują podobieństwo w masach 

cząsteczek białek. W przypadku bardziej wymagających analiz, takich jak identyfikacja 

mikroorganizmów o bliskich taksonomicznie profilach, spektrometr o wyższej rozdzielczości, 

jak UltrafleXtreme, który osiąga rozdzielczość do 40 000 w trybie reflektronowym, mógłby 

znacząco poprawić precyzję identyfikacji, umożliwiając lepsze rozróżnianie białek o bardzo 

zbliżonych masach. W celu zwiększenia dokładności identyfikacji, konieczne jest dalsze 

doskonalenie baz danych referencyjnych oraz optymalizacja parametrów akwizycji widm, w 

tym poprawa stosunku sygnału do szumu oraz dokładności kalibracji. 

Podsumowanie 

Wyniki przeprowadzonych badań wskazują na dominację bakterii Gram-dodatnich, 

takich jak Staphylococcus, Streptococcus i Corynebacterium, a także na obecność grzybów z 

rodzaju Candida, w mikrobiocie badanych próbek. Interakcje między tymi mikroorganizmami, 

obejmujące konkurencję o zasoby, produkcję substancji przeciwdrobnoustrojowych oraz 

regulację wzrostu, mają kluczowe znaczenie dla utrzymania homeostazy mikrobioty błon 
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śluzowych, co w konsekwencji wpływa na zdrowie gospodarza. W szczególności, bakterie z 

rodzaju Staphylococcus i Streptococcus stanowiły dominujący składnik mikrobioty w próbkach 

z nosa, nosogardzieli oraz jamy ustnej, gdzie ich obecność może przyczyniać się do rozwoju 

infekcji oportunistycznych, szczególnie u pacjentów z obniżoną odpornością. Ponadto, 

identyfikacja grzybów z rodzaju Candida, w tym Candida albicans, podkreśla ich rolę jako 

patogenów oportunistycznych, których nadmierny wzrost może być hamowany przez bakterie 

Gram-dodatnie, wspomagając tym samym utrzymanie równowagi mikrobiologicznej w 

badanych środowiskach. 

W toku analiz, stwierdziłam również istotne trudności w jednoznacznej identyfikacji 

gatunków z rodzaju Neisseria oraz Streptococcus, szczególnie w przypadkach 

bliskopokrewnych gatunków. Powtarzane analizy tych samych próbek prowadziły do 

uzyskania różnych wyników identyfikacyjnych, co wskazuje na istotne wyzwania związane z 

precyzyjnym rozróżnianiem tych gatunków, w kontekście ich podobieństw fenotypowych i 

molekularnych, szczególnie w odniesieniu do zastosowania technologii MALDI-TOF MS. 

Zjawisko to podkreśla potrzebę dalszej optymalizacji baz danych oraz udoskonalenia metod 

diagnostycznych, w celu zapewnienia dokładnej identyfikacji mikroorganizmów, zwłaszcza w 

przypadku gatunków blisko spokrewnych, które mogą wykazywać niewielkie różnice w 

profilach białkowych. 

Przeprowadzone analizy stanowią istotny wkład w rozwój zaawansowanych metod 

diagnostycznych, a także w pogłębienie wiedzy na temat roli mikrobioty błon śluzowych w 

utrzymaniu zdrowia oraz w patogenezie chorób infekcyjnych. Wyniki te mogą także stanowić 

podstawę do przyszłych badań nad udoskonaleniem narzędzi identyfikacyjnych, w tym za 

pomocą technologii masowej spektrometrii, w celu zwiększenia precyzji diagnoz klinicznych. 

3.1.2. Badania dotyczące zastosowania testów MBT-STAR-BL oraz MBT-ASTRA, 

opartych na technice MALDI-TOF MS, do analizy antybiotykooporności bakterii 

[B2] 

Materiały i metodologia 

Aby sprostać wyzwaniom długotrwałych analiz, podjęłam się opracowania i doboru 

parametrów szybkich testów do analizy antybiotykooporności opartych na technice MALDI-

TOF MS. W moich badaniach skupiłam się na zastosowaniu podejścia MBT-STAR-BL, 

wykorzystując dostępny komercyjnie zestaw MBT-STAR-Carba IVD, oraz metody MBT-

ASTRA. W ramach prowadzonych badań przeprowadziłam walidację oraz opracowanie nowej 

metody detekcji antybiotykooporności z zastosowaniem spektrometrometru Zybio EXS2600 

znajdującego się w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w 
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Toruniu, co stanowiło pionierskie podejście w tym zakresie. W celu oceny skuteczności tej 

metody opracowałam układ testowy do walidacji, który obejmował analizę wybranych 

szczepów bakteryjnych, warunki eksperymentalne oraz porównanie wyników uzyskanych na 

Zybio z referencyjnym systemem BrukerMicroflex LT/SH.  

Układ testowy został przeze mnie zaprojektowany w oparciu o zestaw szczepów 

referencyjnych o znanym profilu wrażliwości lub oporności na antybiotyki, co umożliwiło 

ocenę zgodności uzyskanych wyników oraz szczepów klinicznych. W badaniach uwzględniłam 

52 szczepy referencyjne K. pneumoniae pochodzące z kolekcji dr Michała Złocha z 

Interdyscyplinarnego Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w Toruniu, a także 14 

szczepów S. aureus wyizolowanych w wyżej opisanych badaniach z próbek klinicznych [B1]. 

Próby przygotowywano zgodnie z protokołem dostarczonym przez producenta, a szczegóły 

procedury przedstawiono na Rysunku 5. 

 

Rysunek 5. Schemat przedstawiający protokoły dla przebiegu testów: A. MBT-STAR-BL oraz B. 

MBT-ASTRA opartych na technice MALDI-TOF MS. 

W pierwszym etapie badania oceniłam aktywność bakteryjnego enzymu beta-laktamazy 

wobec imipenemu dla szczepów K. pneumoniae za pomocą metody MBT-STAR-BL. Zgodnie 

z protokołem dostarczonym przez producenta (Rysunek 5A), zawiesiłam jedno oczko ezy (1 µl) 

zawierające od 1 do 5 czystych kolonii bakteryjnych, w roztworze antybiotyku o końcowym 

stężeniu 0,5 mg/ml. Oprócz bakterii badanych przygotowałam także zawiesiny bakteryjne 

szczepu z potwierdzoną opornością (kontrola pozytywna - K. pneumoniae ATCC BAA-1705) 

oraz szczepu wrażliwego na imipenem (kontrola negatywna - E. coli ATCC 25922). 

Przygotowane w ten sposób bakterie inkubowałam w temperaturze 35 ± 2°C przez 30 minut, 
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przy stałym mieszaniu z prędkością 900 obr./min, z wykorzystaniem wirówki z blokiem 

grzewczym Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg, Niemcy). Po zakończeniu inkubacji 

próbki odwirowałam przez 2 minuty z prędkością 13 000 obr./min w celu oddzielenia komórek 

od supernatantu. Następnie 1 µl supernatantu nanosiłam na stalową płytkę MALDI w dwóch 

powtórzeniach, suszyłam płytkę na powietrzu, a próbki pokrywałam 1 µl matrycy MBT-STAR-

BL. Dodatkowo dla każdej analizy przygotowałam wzorzec masy kalibracyjnej antybiotyku, 

MBT STAR-ACS, dedykowany dla mas poniżej 1000 m/z, który aplikowałam w dwóch 

powtórzeniach na płytkę. 

Analiza spektrometryczna przeprowadzona została za pomocą spektrometru mas 

Microflex LT/SH MALDI-TOF MS w dodatnim trybie liniowym. Widma zbierano 

automatycznie, korzystając z trybu AutoXecute, przy użyciu oprogramowania flexControl 

(BrukerDaltonik GmbH, Brema, Niemcy). Proces kalibracji przeprowadzano metodą kalibracji 

kwadratowej za pomocą oprogramowania flexAnalysis (BrukerDaltonik GmbH, Brema, 

Niemcy), co zapewniało precyzyjne dopasowanie wyników. Dla każdej próbki uzyskano 

łącznie cztery widma, które następnie analizowano za pomocą oprogramowania MBT 

BiotyperPrototype. Wyniki wyrażano jako znormalizowane wartości logRQ, które obliczano 

na podstawie stosunku intensywności sygnałów form zhydrolizowanego antybiotyku do 

sygnałów form niezhydrolizowanych. Proces normalizacji wyników uwzględniał odpowiednie 

kontrole negatywne i pozytywne. Wyższe wartości logRQ wskazywały na wyższy poziom 

hydrolizy antybiotyku przez enzymy bakteryjne. Znormalizowane wartości logRQ ≤ 0,2 

oznaczały wyniki ujemne, wartości ≥ 0,4 wyniki dodatnie, natomiast wartości w przedziale 

pomiędzy progami były klasyfikowane jako wskazujące na niejasną hydrolizę. 

Dodatkowo uzyskane widma analizowano z zastosowaniem oprogramowania 

CloverBioSoft, we współpracy z dr Oleksandrą Pryshchepą z Interdyscyplinarnego Centrum 

Nowoczesnych Technologii UMK w Toruniu. Pozwoliło to na szczegółowe porównanie 

wyników i ich dodatkową weryfikację za pomocą alternatywnego narzędzia analitycznego. 

Ze względu na kompatybilność płytek MALDI (identyczny kształt, rozmiar i 

rozmieszczenie spotów) pomiędzy aparatami MALDI BrukerMicroflex LT oraz Zybio 

EXS2600 możliwe było wykonanie analiz na dokładnie tych samych próbkach. Taka procedura 

pozwoliła na bezpośrednie porównanie wyników uzyskanych z obu platform, co zwiększyło 

wiarygodność przeprowadzonej analizy i umożliwiło ocenę zgodności między stosowanymi 

metodami. Widma, za pomocą spektrometru firmy Zybio, również zbierane były w trybie 

automatycznym za pomocą oprogramowania EX-Accuspec, a następnie kalibrowane względem 

zastosowanej matrycy. Celem analizy widm i detekcji antybiotykooporności zastosowałam 

oprogramowanie do analizy hydrolizy antybiotyków EX-AHA, które określa, czy bakteria jest 
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oporna na antybiotyk, poprzez wykrywanie masy cząsteczkowej produktu powstałego w 

wyniku inkubacji bakterii z tym antybiotykiem. W przypadku oprogramowania stosowanego w 

spektrometrze MALDI wartości graniczne wykrywania sygnałów odpowiednich dla 

zhydrolizowanych i niezhydrolizowanych form antybiotyku są stałe i nie mogą być zmieniane 

przez użytkownika. Z kolei oprogramowanie Zybio pozwala na manipulację wartościami m/z 

identyfikowanych sygnałów. W celu dostosowania metody zmodyfikowano wartości m/z 

sygnałów pochodzących od jonów 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 pozwoliła na 

zwiększenie precyzji i dokładności detekcji, co jest szczególnie istotne w przypadku próbek o 

niskiej intensywności sygnału. Wynikiem takiej analizy jest informacja o obecności lub braku 

sygnału pochodzącego od enzymu hydrolizującego antybiotyk beta-laktamowy.  

W drugim etapie przeprowadziłam analizę z zastosowaniem testu MBT-ASTRA oraz 

systemu MALDI Microflex LT, którego schemat przedstawiłam na Rysunku 5B. Wykonałam 

analizy dla K. pneumoniae oraz S. aureus wobec antybiotyków beta-laktamowych (imipenem 

- IMI, cefotaksym - CTX, piperacylina - PIP), chinolonowych (ciprofloksacyna - CIP, 

lewofloksacyna - LEV) oraz makrolidowych (azytromycyna - AZI) tylko dla S. aureus, gdyż 

K. pneumoniae wykazuje naturalną oporność na ten antybiotyk. Izolaty bakteryjne 

przechowywałam w temperaturze –80 °C w probówkach Microbank (Pro-Lab Diagnostics, 

Richmond Hill, Kanada).Celem przywrócenia wzrostu bakterii z przechowywanej próbki 

bakterie zaszczepiłam na agarze z 5% krwią baranią, a następnie inkubowałam w temperaturze 

37°C przez 24 godziny. Antybiotyki w formie proszku rozpuściłam w sterylnej wodzie o 

jakości HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy), uzyskując roztwory robocze o końcowych 

stężeniach odpowiadających wartościom MIC dla szczepów bakteryjnych wykazujących 

oporność. Dane dotyczące MIC pozyskałam z bazy danych Europejskiego Komitetu ds. 

Testowania Wrażliwości na Leki Przeciwdrobnoustrojowe (ang. European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) [115]. Wartości stężeń końcowych 

przygotowanych roztworów roboczych antybiotyków przedstawiłam w Tabeli 4. 

Tabela 4. Stężenia końcowe antybiotyków użytych w badaniu dla szczepów K. pneumoniae  

i S. aureus, odpowiadające wartościom MIC szczepów opornych. 

Antybiotyk K. pneumoniae (mg/L) S. aureus (mg/L) 

Imipenem 8 4 

Cefotaksym 2 4 

Piperacylina 16 16 

Ciprofloksacyna 0,5 4 

Lewofloksacyna 2 4 

Azytromycyna - 2 
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Bakterie zawieszono w płynnej pożywce BHI Broth (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy) 

do uzyskania gęstości optycznej odpowiadającej 0,5 w skali McFarlanda. Następnie 

odmierzoną objętość 100 µl przygotowanej zawiesiny przeniosłam do dwóch probówek typu 

Eppendorf: jednej zawierającej 100 µl sterylnej wody (próba kontrolna), a drugiej zawierającej 

100 µl roztworu odpowiedniego antybiotyku (próba badana). Bakterie inkubowałam w 35 oC 

przez 2,5 godziny przy stałym mieszaniu z prędkością 700 obr./min, z wykorzystaniem wirówki 

z blokiem grzewczym Thermomixer. Po tym czasie próby zwirowałam (5 min, 14000 obr./min), 

przemyłam wodą, a następnie wysuszyłam otrzymany osad na powietrzu. Następnie do każdej 

z probówek dodałam równe objętości kwasu mrówkowego oraz acetonitrylu z dodatkiem 

wzorca wewnętrznego, którym, według zaleceń producenta, jest RNAza B.  

Standard wewnętrzny w analizie MBT-ASTRA odgrywa kluczową rolę w zapewnieniu 

dokładności i wiarygodności wyników, kompensując zmienność warunków 

eksperymentalnych oraz różnice w wydajności analitycznej. Wykorzystanie RNAzy B jako 

standardu wewnętrznego wynika z jej wysokiej stabilności chemicznej i fizycznej, co czyni ją 

idealnym odniesieniem w procesach analitycznych. Białko to generuje charakterystyczne i 

dobrze zdefiniowane widmo w technice MALDI-TOF MS, umożliwiając precyzyjną kalibrację 

urządzenia i porównywanie wyników między próbkami. Dodatkowo RNAza B, dzięki swojej 

neutralności w analizach mikrobiologicznych, nie zakłóca wyników badanych próbek, a jej 

dostępność i niski koszt czynią ją praktycznym wyborem w zastosowaniach rutynowych. W 

efekcie wykorzystanie RNAzy B znacząco zwiększa powtarzalność i jakość wyników, co ma 

szczególne znaczenie w kontekście badań naukowych i diagnostyki klinicznej. 

Wyniki badań 

W przeprowadzonych badaniach skupiłam się na ocenie antybiotykooporności oraz 

identyfikacji charakterystycznych sygnatur białkowych w próbkach poddanych działaniu 

antybiotyku. W tym celu uzyskałam widma masowe, które następnie porównałam pod kątem 

obecności i intensywności wybranych pików. Analiza pozwoliła mi określić różnice pomiędzy 

badanymi próbkami oraz ocenić skuteczność zastosowanego podejścia w detekcji 

mechanizmów oporności. Poniżej, na Rysunku 6, przedstawiłam porównanie uzyskanych widm 

dla przykładowych szczepów oraz ich interpretację w kontekście mechanizmów działania 

imipenemu i bakteryjnych mechanizmów obronnych. 
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Rysunek 6. Widma uzyskane dla K. pneumoniae po inkubacji z imipenemem dla testu MBT-STAR-

CARBA (A1, B1) w równaniu do widm referencyjnych uzyskanych dla bakterii nie poddanej 

działaniu antybiotyku (A, B) 

Widma A1 i B1 uzyskałam dla podejścia MBT-ASTRA, które pozwala na ocenę profilu 

białkowego bakterii i identyfikację zmian związanych z działaniem antybiotyku. Widma A i B 

na Rysunku 6 to widma referencyjne uzyskane dla bakterii bez dodatku antybiotyku. 

Porównując widmo referencyjne A z widmem uzyskanym po inkubacji z antybiotykiem 

bakterii opornej A1, można wykazać liczne intensywne sygnały w zakresie od 2000 do 10000 

m/z, co odpowiada obecności białek bakteryjnych. Brak istotnych zmian w profilu białkowym 

wskazuje na brak odpowiedzi komórkowej na imipenem, co stanowi potwierdzenie oporności 

bakterii na ten antybiotyk. Zanik kilku sygnałów, takich jak np. 8310,5 m/z czy 9850,4 m/z, co 

może sugerować obniżony metabolizm komórki bakteryjnej. Tego typu zmiany w widmach są 

często związane z adaptacyjnymi odpowiedziami bakterii na działanie antybiotyku, szczególnie 

w przypadku bakterii opornych, które zmieniają swoje mechanizmy metaboliczne, aby 

zminimalizować skutki działania leku. Zanik tych sygnałów może wskazywać na zmniejszoną 

produkcję określonych białek lub zredukowaną aktywność enzymatyczną, co jest 

charakterystyczne dla oporności, w której bakteria przechodzi w stan "spoczynkowy" lub 
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obniża tempo metabolizmu, aby przetrwać w obecności antybiotyku. Takie zmiany w profilach 

białkowych mogą być wykorzystywane jako wskaźnik skuteczności antybiotyków oraz w 

badaniach mechanizmów oporności na leki. 

Z kolei widmo B1 odpowiadające szczepowi wrażliwemu, wykazuje znaczące 

zmniejszenie liczby sygnałów, względem widma referencyjnego oznaczonego jako B, co 

wskazuje na degradację białek w wyniku działania imipenemu. Dominującym sygnałem w tym 

widmie jest pik o wartości 6841,6 m/z, który prawdopodobnie odzwierciedla obecność 

lipoproteiny, co ustaliłam na podstawie analizy porównawczej z danymi dostępnymi w bazie 

UniProt. Obecność sygnału lipoproteiny może sugerować, że błona zewnętrzna bakterii 

pozostaje w dużej mierze nienaruszona, co koreluje z jej wrażliwością na imipenem, wskazując 

na brak aktywności enzymatycznej rozkładającej karbapenemy [116]. Brak całkowitej lizy 

komórkowej może natomiast wskazywać na ograniczoną degradację błony zewnętrznej, 

pomimo oddziaływania antybiotyku na ścianę komórkową. Dodatkowo na obu widmach 

obserwuje się charakterystyczny sygnał w rejonie ~14000 m/z, pochodzący od standardu 

wewnętrznego RNAzy B. Standardy wewnętrzne, takie jak RNaza B, są stosowane w 

spektrometrii mas w celu zapewnienia precyzyjnej kalibracji wartości m/z, co pozwala na 

kompensację ewentualnych odchyłek instrumentalnych. Dodatkowo umożliwiają normalizację 

intensywności sygnałów, co jest kluczowe przy porównywaniu wyników różnych analiz, oraz 

monitorowanie jakości pomiaru, wskazując, czy analiza została przeprowadzona prawidłowo. 

Obecność sygnału standardu wewnętrznego w widmie potwierdza poprawność uzyskanych 

danych i pozwala na bardziej wiarygodną interpretację wyników. co stanowi potwierdzenie 

prawidłowości przeprowadzonej analizy [98]. 



 

53 

 

 

 

Rysunek 7. Widma dla bakterii K. pneumonie uzyskane dla metody MBT-STAR-BL za pomocą 

spektrometru Bruker Microflex LT (widma C, D) oraz Zybio EXS 2600 (widma E, F). 

Powyższe widma zostały uzyskane przy zastosowaniu testu MBT-STAR-BL, której 

głównym celem jest identyfikacja produktów degradacji imipenemu, stanowiących wskaźnik 

obecności enzymów 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 

sygnały w przypadku obu spektrometrów mieszczą się w zakresie niskocząsteczkowym 100–

1000 m/z. 

Analiza widm wykazała istotne różnice w profilach m/z, wskazujące na aktywność 

enzymatyczną charakterystyczną dla bakterii produkujących karbapenemazy. W widmie 

szczepu wrażliwego (widmo D i E) obserwowany jest sygnał o m/z ~ 300.20, odpowiadający 

E 

F 

C 

D 
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nienaruszonemu imipenemowi [101]. W widmie szczepu opornego (widmo C i E) 

intensywność tego sygnału ulega znacznemu osłabieniu lub całkowitemu zanikowi, co 

jednoznacznie wskazuje na enzymatyczną hydrolizę antybiotyku. Jednocześnie na widmie 

bakterii opornej pojawia się intensywniejszy sygnał pochodzący od produktu hydrolizy 

imipenemu o m/z ~ 254, co potwierdza aktywność enzymatyczną karbapenemaz. Sygnał ten 

został przezem nie zidentyfikowany jedynie na widmie uzyskanym za pomocą spektrometru 

Bruker microflex LT. Należy również zaznaczyć, że obecność sygnału o m/z ~ 254 w widmie 

szczepu wrażliwego może wynikać ze spontanicznej hydrolizy imipenemu w warunkach 

analizy [117]. Niestabilność tego antybiotyku beta-laktamowego w środowisku wodnym może 

prowadzić do jego abiotycznego rozpadu, skutkując obecnością produktów degradacji 

niezależnie od działania enzymów bakteryjnych. Jednak znacznie większa intensywność tego 

sygnału w widmie szczepu opornego wskazuje, że w tym przypadku jego występowanie jest 

efektem katalitycznej hydrolizy przez karbapenemazy [118]. 

W Tabeli 5 przedstawiłam wyniki analiz antybiotykooporności dla K. pneumoniae wobec 

imipenemu i porównanie wszystkich zastosowanych metod. 

Tabela 5. Zestawienie uzyskanych wyników dla oceny antybiotykooporności K. pneumoniae wobec 

imipenemu. 

K. pneumoniae 
Mechanizm 

oporności 
Zybio 

CLOVER 

BioSoft 

MBT-STAR-BL MBT-ASTRA 

logRQ GR 

1M OXA-48 niepewny pozytywny 1,730 1,544 

2M OXA-48 istnieje pozytywny 1,450 0,010 

3M OXA-48 istnieje pozytywny 1,318 0,790 

4M OXA-48 nie istnieje niepewny 0,950 0,006 

5M OXA-48 istnieje pozytywny 1,840 0,086 

6M KPC-3 istnieje pozytywny 1,985 1,492 

51 OXA-245 istnieje pozytywny 1,593 0,446 

52 OXA-245 istnieje pozytywny 1,663 0,009 

66 IMP-22-like  istnieje pozytywny 2,158 1,223 

71 IMP-22-like istnieje pozytywny 1,408 0,993 

90 VIM istnieje pozytywny  0,980 1,084 

91 VIM nie istnieje pozytywny 1,148 1,084 

92 VIM istnieje pozytywny 1,733 1,146 

94 VIM istnieje pozytywny 1,170 0,554 

130 CTX-M-15 nie istnieje negatywny -0,083 0,006 

132 CTX-M-15 nie istnieje negatywny 0,058 0,004 

133 CTX-M-15 nie istnieje negatywny -0,280 0,006 

134 NDM-7 istnieje pozytywny 1,335 0,881 

135 NDM-7 istnieje pozytywny 1,753 0,856 

261M OXA-48 niepewny pozytywny 0,685 0,010 

262M OXA-48 nie istnieje niepewny 0,298 0,010 
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268M OXA-48 istnieje pozytywny 0,863 Niepewny 

271M OXA-48 istnieje pozytywny 1,808 1,061 

306M OXA-48 istnieje pozytywny 1,248 Niepewny 

369M OXA-48 istnieje pozytywny 1,718 0,698 

372M OXA-48 istnieje pozytywny 1,650 0,021   

398M OXA-48 istnieje pozytywny 1,455 0,007 

409M OXA-48 istnieje pozytywny 1,460 0,920 

429M OXA-48 istnieje pozytywny 1,910 1,461 

440M OXA-48 istnieje pozytywny 1,460 0,008 

539 KPC-2 istnieje pozytywny 2,045 0,900 

540 KPC-2 istnieje pozytywny 2,120 1,147 

542 KPC-2 istnieje pozytywny 1,765 1,080 

547 KPC-3 istnieje pozytywny 1,430 0,794 

548 KPC-3 istnieje pozytywny 1,315 0,988 

1024 - nie istnieje negatywny -0,233 0,006 

1027 - nie istnieje negatywny 0,070 0,006 

1028 - nie istnieje negatywny -0,088 0,129 

1030 - nie istnieje negatywny -0,173 0,018 

1031 - nie istnieje niepewny 0,225 0,005 

1049 - nie istnieje negatywny -0,330 0,060 

1050 - nie istnieje negatywny -0,060 0,018 

1053 - nie istnieje negatywny -0,018 0,005 

1055 - nie istnieje negatywny -0,190 0,006 

1056 - nie istnieje negatywny -0,068 0,010 

A ESBL nie istnieje negatywny -0,153 0,009 

B KPC istnieje pozytywny 1,750 1,060 

C NDM, OXA-48 istnieje pozytywny 1,320 1,487 

D NDM istnieje pozytywny 1,448 0,861 

E   nie istnieje negatywny -0,295 0,006 

A - KP_ESBL; B - KP_KPC_BAA_1705; C - KP_NDM_OXA48; D - KP_NDM; E - KP_ATCC_1031 
 

2,158 

pozytywny 

enzym istnieje 

0,900 -0,330 

negatywny 

enzym nie istnieeje 

OXA – Oxacillinaza (ang. Oxacillinase); KPC - K. pneumoniaeprodukująca karbapenemazy(ang. K. 

pneumoniaecarbapenemase); BAA – aktywność 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 

rozszerzonymspektrumdziałania (ang. Extended-Spectrum Beta-Lactamases) 

Przeprowadzona przeze mnie analiza wyników dotyczących szczepów K. pneumoniae z 

wykorzystaniem metod Zybio, CLOVER BioSoft, MBT-STAR-BL oraz MBT-ASTRA 

pozwala na ocenę ich zgodności, różnic w interpretacji wyników oraz powiązania z obecnością 

genów oporności i mechanizmów beta-laktamaz. Należy dodać, że jako jedna z pierwszych 

wykazałam możliwość zastosowania spektrometru MALDI produkowanego przez firmę Zybio 
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do analizy antybiotykooporności. Obecnie w literaturze naukowej istnieje jedynie jedna 

pozycja przedstawiająca zastosowanie tego urządzenia w analizie mechanizmów oporności na 

antybiotyki [119]. Wyniki wskazują na dużą spójność metod w klasyfikacji szczepów jako 

opornych lub wrażliwych, szczególnie w odniesieniu do genotypów wykazujących obecność 

enzymów takich jak OXA-48, KPC czy NDM. 

Metoda Zybio bazuje na detekcji enzymów beta-laktamaz, gdzie obecność enzymu 

(„enzym istnieje”) jednoznacznie wskazuje na oporność, natomiast jego brak na wrażliwość 

szczepu. Wyniki tej metody są w dużej mierze zgodne z metodą CLOVER BioSoft, która 

klasyfikuje szczepy na podstawie wyników pozytywnych (oporność) lub negatywnych 

(wrażliwość). Przykładem jest szczep 2M z mechanizmem OXA-48, który w obu metodach 

został jednoznacznie uznany za oporny. W niektórych przypadkach Zybio wskazuje wyniki 

niepewne, co może wynikać z granicznej detekcji enzymu lub niejednoznacznych wyników 

analitycznych, jak w przypadku szczepu 1M, gdzie wynik różni się od jednoznacznej 

klasyfikacji w CLOVER BioSoft. 

Metody MBT-STAR-BL i MBT-ASTRA, bazujące na wartościach logRQ i GR, 

pozwalają na bardziej szczegółową interpretację oporności. Wartości logRQ powyżej 0,4 oraz 

GR powyżej 0,4 wskazują na oporność, natomiast wartości poniżej 0,2 na wrażliwość. Wyniki 

graniczne (pomiędzy 0,2 a 0,4) są jednak trudniejsze do interpretacji, co prowadzi do różnic 

między metodami, szczególnie w przypadkach takich jak szczep 261M (OXA-48), który w 

MBT-STAR-BL uzyskał logRQ=0,685 (oporność), podczas gdy wynik GR=0,010 w MBT-

ASTRA sugeruje brak jednoznacznej klasyfikacji. Przykłady takie podkreślają potencjalne 

ograniczenia tych metod w przypadku wyników granicznych, co może wymagać potwierdzenia 

za pomocą dodatkowych testów genotypowych. 

Wszystkie metody wykazują dużą zgodność w przypadkach szczepów wysoce opornych, 

takich jak te posiadające mechanizmy KPC-3 (np. szczep 6M), gdzie wartości logRQ=1,985 i 

GR=1,492 jednoznacznie wskazują na oporność. Podobnie w przypadku mechanizmów NDM, 

jak u szczepów 134 i 135, obecność enzymu oraz wyniki pozytywne w CLOVER BioSoft 

potwierdzają fenotypową oporność na karbapenemy. W przypadku szczepów, dla których brak 

jest genów oporności (np. szczepy 1024 i 1030), wszystkie metody zgodnie klasyfikują je jako 

wrażliwe, co jest widoczne zarówno w wynikach negatywnych CLOVER BioSoft, jak i w 

wartościach logRQ poniżej 0,2 oraz GR poniżej 0,4. 

Różnice między metodami uwidaczniają się głównie w przypadkach wyników 

granicznych lub niepewnych. Metoda CLOVER BioSoft nie przewiduje wyników niepewnych, 

co odróżnia ją od Zybio oraz MBT-ASTRA, gdzie tego typu klasyfikacja występuje. MBT-

STAR-BL i MBT-ASTRA wyróżniają się większą szczegółowością w analizie fenotypowej, 
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jednak różnice w przyjętych progach klasyfikacji mogą prowadzić do rozbieżności w ocenie 

wyników. Przykładem jest szczep 369M (OXA-48), który w MBT-STAR-BL uzyskał logRQ 

= 1,718 (oporność), natomiast w MBT-ASTRA GR = 0,698, co sugeruje niższy poziom 

oporności w porównaniu z wynikami logRQ. 

Związek wyników z obecnością genów oporności jest wyraźny. Szczepy wykazujące 

obecność genów OXA-48, KPC-3 czy NDM są konsekwentnie klasyfikowane jako oporne we 

wszystkich metodach, co potwierdza zależność pomiędzy genotypem a fenotypem oporności. 

Na przykład szczep 6M z mechanizmem KPC-3 uzyskał pozytywne wyniki w CLOVER 

BioSoft, wysokie wartości logRQ oraz GR, co jednoznacznie wskazuje na oporność. Podobnie 

w przypadku szczepów NDM-7, takich jak 134 i 135, wyniki wszystkich metod są spójne i 

jednoznaczne. 

Zastosowane metody wykazują wysoką zgodność w klasyfikacji szczepów opornych, 

szczególnie w przypadku szczepów z potwierdzonymi genami oporności. MBT-STAR-BL i 

MBT-ASTRA, dzięki szczegółowej analizie fenotypowej, oferują większą precyzję w ocenie 

oporności, choć różnice w interpretacji wyników granicznych podkreślają konieczność 

komplementarnych testów genotypowych. Metody Zybio i CLOVER BioSoft są prostsze w 

interpretacji, ale mogą być mniej precyzyjne w przypadkach wyników niejednoznacznych. 

Podsumowując, zastosowanie różnych technik pozwala na uzyskanie pełniejszego obrazu 

fenotypu oporności i podkreśla znaczenie wielokierunkowego podejścia w diagnostyce 

mikrobiologicznej. 

Na Rysunku 7 przedstawiłam widma uzyskane techniką MALDI-TOF MS dla testu MBT-

ASTRA ilustrujące profile masowe szczepu S. aureus SA.73.1 hodowanego zarówno w 

warunkach kontrolnych, jak i w obecności antybiotyków o zróżnicowanych mechanizmach 

działania, obejmujących imipenem, cefoksytynę, piperacylinę, cyprofloksacynę, 

lewofloksacynę oraz azytromycynę. Analiza jonów molekularnych pozwala na wyróżnienie 

kilku charakterystycznych sygnałów m/z, które można przypisać konkretnym biomolekułom 

występującym w komórkach 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 ciprofloksacyną, E-z lewofloksacyną, F-z piperacyliną, G-z 

azytromycyną. 
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Analizowane widma charakteryzują się obecnością trzech kluczowych grup sygnałów, 

które na podstawie bazy danych UniProt zostały przeze mnie przypisane do określonych klas 

molekuł: sygnały w zakresie m/z ~ 4306-4396, to przypuszczalnie pochodzi od białka dużej 

podjednostki rybosomalnej L36, którego znacznie obniżona intensywność lub zanik, jak w 

przypadku widma B, C, F i G, pod wpływem działania antybiotyku stanowi istotny wskaźnik 

zakłócenia procesów translacyjnych oraz globalnych zaburzeń metabolizmu białkowego 

komórki bakteryjnej, co może sugerować podatność bakterii na stosowane antybiotyki. Sygnały 

w zakresie m/z ~ 6841–6885, które zostały zidentyfikowane jako lipoproteiny, prawdopodobnie 

pochodzą od bakteryjnych lipoprotein. Ich obecność sugeruje, że są to białka związane z błoną 

komórkową S. aureus. Co istotne, w szczepach wrażliwych na antybiotyk obserwowany jest 

zanik wszystkich innych sygnałów, a jedynym widocznym pozostaje ten w zakresie m/z ~ 

6841–6885. Może to wynikać z metabolicznego efektu antybiotyku, zahamowania syntezy 

innych białek lub degradacji komórek, przez co w widmie dominuje sygnał tej konkretnej 

lipoproteiny [120]. Aby potwierdzić to przypuszczenie, należałoby przeprowadzić analizę LC-

MS/MS i sprawdzić ekspresję białek w warunkach z i bez antybiotyku. Ostatnie sygnały, 

zaznaczone na bordrowo, odpowiadają sygnałowi standardu wewnętrznego – RNazy B.  

Co więcej, zastosowanie piperacyliny i lewofloksacyny przeciwko szczepom S. aureus 

skutkowało zmniejszoną intensywnością sygnałów uzyskiwanych na widmach masowych. Oba 

te antybiotyki mają silne działanie bakteriobójcze, które prowadzi do lizy bakterii, syntezowane 

białka bakteryjne są ograniczane, co prowadzi do zmniejszenia liczby molekuł 

identyfikowanych w spektrometrii masowej [28,38,121].  

Oprogramowanie MBT-ASTRA wykorzystuje algorytm oparty na analizie obszaru pod 

krzywą dla zakresu m/z 2000 – 10 000, który stanowi miarę ilościową sygnału generowanego 

przez komórki bakteryjne. Wartości AUC uzyskane dla próbek inkubowanych w obecności i 

braku antybiotyku są poddawane automatycznej normalizacji względem kontroli wewnętrznej, 

co pozwala na eliminację zmienności wyników wynikającej z parametrów instrumentalnych 

lub warunków przygotowania próbki. Istotnym elementem analizy jest obliczenie względnego 

współczynnika wzrostu (ang. Growth Ratio, GR), który wyznacza stosunek wartości AUC dla 

warunków z i bez antybiotyku. Wstępne analizy wykazały, że wartość GR = 0,4 stanowi próg 

klasyfikacyjny, pozwalający na odróżnienie izolatów wrażliwych od opornych [98,102]. 

Walidacja metody obejmowała porównanie wyników uzyskanych z MBT-ASTRA z 

wynikami testu krążkowego. Przeprowadzona analiza wykazała wysoką zgodność między 

wynikami uzyskanymi metodą spektrometrii mas a metodami referencyjnymi, jednak 

wymagała optymalizacji algorytmów przetwarzania danych dla różnych szczepów 

bakteryjnych oraz klas antybiotyków [98].  
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W Tabeli 6A i 6B zamieściłam wartości GR dla wszystkich stosowanych antybiotyków 

odpowiednio dla K. pneumoniae i S. aureus. 

Tabela 6.Wartości 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 1,51 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 działania (ang. Extended-Spectrum Beta-

Lactamases); KPC – K. pneumoniae produkująca karbapenemazy(ang. K. 

pneumoniaecarbapenemase); BAA – aktywność 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_73_1 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_81_1 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. 

aureusopornynametycylinę (ang. Methicillin-Resistant S. aureus); _1, _2 – szczep 

wyziolowany z nosogardzieli; _3, _4 – szczep wyizolowany z nosa; S – szczep wyizolowany 

ze śliny 
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Uzyskane wyniki analizy fenotypowej z wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI 

zostały zweryfikowane za pomocą testu krążkowego, który stanowi klasyczną metodę 

oznaczania wrażliwości bakterii na antybiotyki. Test krążkowy, oparty na metodzie dyfuzyjnej 

Kirby-Bauera [122], umożliwia ocenę stref zahamowania wzrostu wokół krążków nasączonych 

określonymi antybiotykami, co pozwala na porównanie wyników z uzyskanymi metodami 

spektrometrycznymi. Zbieżność wyników obu metod potwierdza wiarygodność zastosowania 

spektrometru MALDI do analizy antybiotykooporności, jednocześnie podkreślając jego 

potencjał jako szybszej i bardziej zaawansowanej alternatywy dla testów konwencjonalnych. 

Podsumowanie 

Wyniki przeprowadzonej analizy wskazują na wysoką skuteczność techniki MALDI-

TOF MS w identyfikacji mikroorganizmów oraz analizy antybiotykooporności przy użyciu 

różnorodnych narzędzi, takich jak MBT-STAR-BL, MBT-ASTRA, CLOVER BioSoft i 

spektrometr Zybio. Jako jedna z pierwszych, niezależnie od badaczy z Austrii, 

przeprowadziłam szczegółowe analizy antybiotykooporności u K. pneumoniae na imipenem z 

zastosowaniem spektrometru Zybio EXS2600 oraz porównałam otrzymane wyniki z wynikami 

testu MBT-STAR-BL Co więcej, jako pierwsza porównałam wyniki uzyskane na Zybio z 

testem MBT-ASTRA oraz oprogramowaniem CLOVERBioSoft. Jako pierwsza również 

zastosowałam test MBT-ASTRA do identyfikacji antybiotykooporności u S. aureus, w tym 

szczepów opornych na metycylinę. Moje badania były również pionierskie pod względem 

analizy antybiotykooporności na lewofloksacynę i azytromycynę u tych bakterii z 

wykorzystaniem tego innowacyjnego narzędzia. Moje badania stanowią cenny wkład w rozwój 

metod diagnostycznych służących do monitorowania oporności bakterii nie tylko na 

antybiotyki beta-laktamowe, co ma kluczowe znaczenie w walce z zakażeniami 

wielolekoopornymi. 

W zakresie analizy antybiotykooporności, zastosowanie narzędzi takich jak MBT-STAR-

BL i MBT-ASTRA umożliwiło ocenę fenotypowej aktywności enzymatycznej szczepów 

opornych na antybiotyki, takich jak karbapenemy. MBT-STAR-BL, dzięki wartościom logRQ, 

pozwolił na dokładną klasyfikację szczepów jako wrażliwych, opornych lub o niepewnym 

statusie. Z kolei MBT-ASTRA, wykorzystując współczynnik wzrostu wykazał wysoką 

zgodność w identyfikacji szczepów opornych, przy czym w przypadkach granicznych 

wymagane było potwierdzenie wyników innymi metodami. Jako pierwsza wykazałam 

możliwość zastosowanie tego podejścia do analizy antybiotykooporności S. aureus w tym 

szczepów MRSA. Test MBT-ASTRA został również niedawno zastosowany w kilku badaniach 

mających na celu wykrywanie oporności bakterii zarówno w izolatach klinicznych, jak i 



 

63 

 

bezpośrednio w dodatnich posiewach krwi [102,123]. Analizie poddano bakterie Gram-ujemne, 

takie jak Enterobacteriaceae, Pseudomonas sp. oraz Acinetobacter sp., w połączeniu z 

różnymi klasami antybiotyków, w tym penicylinami, cefalosporynami, karbapenemami, 

fluorochinolonami i aminoglikozydami [98,124]. 

CLOVER BioSoft, dzięki swojej prostocie interpretacyjnej, dostarczył wyników 

zgodnych z narzędziami fenotypowymi, ale brak wyników niepewnych wskazuje na mniejszą 

szczegółowość analizy. Spektrometr Zybio okazał się obiecującą alternatywą w analizie 

antybiotykooporności, jednak wyniki wskazały na pewne ograniczenia. Uitz i współpracownicy 

w swoich badaniach skupili się na analizie bakterii Enterobacterales opornych na 

karbapenemazy porównując testy firmy Bruker oraz te produkowane przez Zybio [119]. 

Badacze wskazują na istotne różnice między systemami, a test MBT-STAR dał mniej fałszywie 

dodatnich wyników, co również potwierdzają wyniki badań zamieszczone w niniejszej 

rozprawie. Wykrycie enzymów o niskiej aktywności, takich jak OXA-48, również pozostaje 

wyzwaniem, co podkreśla konieczność dalszej optymalizacji protokołów dla tego systemu. 

Analiza porównawcza metod wskazuje na dużą zgodność w klasyfikacji szczepów opornych, 

szczególnie w przypadku mechanizmów takich jak KPC, NDM i VIM. Narzędzia MBT-STAR 

i MBT-ASTRA, dzięki możliwości szczegółowej oceny fenotypowej, wyróżniają się precyzją 

w analizie oporności, natomiast spektrometr Zybio i CLOVER BioSoft zapewniają prostszą, 

choć mniej szczegółową ocenę. Technika MALDI-TOF MS jako całość umożliwia szybkie i 

precyzyjne wykrywanie mechanizmów oporności, co czyni ją niezastąpionym narzędziem w 

diagnostyce mikrobiologicznej. Wyniki wskazują także na konieczność stosowania 

komplementarnych metod, zwłaszcza w przypadkach wyników granicznych lub niepewnych. 

Dalsze badania z większą liczbą próbek, uwzględniające różnorodność mechanizmów 

oporności i gatunków bakterii, są niezbędne do dalszego udoskonalenia narzędzi 

diagnostycznych i zapewnienia ich szerokiej użyteczności w rutynowej diagnostyce klinicznej. 

4. Terapeutyczne monitorowanie leków 

4.1. Oznaczanie i identyfikacja antybiotyków oraz ich antybiotyków w płynach 

ustrojowych 

Podejście terapeutycznego monitorowania leków (ang. Therapeutic Drug Monitoring, 

TDM) opiera się na precyzyjnym oznaczeniu stężenia leków w próbkach biologicznych, 

najczęściej w surowicy krwi, moczu lub ślinie, co umożliwia optymalizację dawkowania i 

dostosowanie terapii do indywidualnych potrzeb pacjenta [125]. TDM jest szczególnie istotne 

w przypadku leków charakteryzujących się wąskim indeksem terapeutycznym, znacznym 

ryzykiem działań niepożądanych, długim czasem trwania terapii, indywidualnymi różnicami w 
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odpowiedzi na dawkę oraz trudnościami w odróżnieniu skutków terapeutycznych od 

niepożądanych. Monitorowanie wymaga również uwzględnienia czynników takich jak wiek 

pacjenta, budowa ciała, stan metaboliczny, zaburzenia funkcji wątroby lub nerek oraz 

potencjalne interakcje z innymi [126]. W kontekście antybiotykoterapii, monitorowanie 

stężenia leków jest szczególnie istotne w terapii długoterminowej, gdzie na efektywność 

leczenia wpływa szereg czynników, takich jak interakcje lekowe, stan narządów (np. nerek i 

wątroby), ogólny stan zdrowia pacjenta oraz różnice w farmakokinetyce wynikające z 

indywidualnych predyspozycji. Kluczowym elementem TDM w przypadku antybiotyków jest 

analiza ich metabolizmu, który zachodzi głównie w wątrobie. Proces ten obejmuje reakcje fazy 

I (oksydacja, redukcja, hydroliza) oraz fazy II (sprzęganie z kwasem glukuronowym, 

siarczanem lub glutationem), prowadząc do powstania metabolitów o zróżnicowanej 

aktywności biologicznej. Produkty biotransformacji mogą być całkowicie nieaktywne, 

toksyczne lub farmakologicznie aktywne, co wpływa na skuteczność leczenia i potencjalne 

ryzyko działań niepożądanych [127]. Zrozumienie tych procesów pozwala nie tylko na ocenę 

biodostępności leku i jego dystrybucji w organizmie, ale także na lepsze dostosowanie terapii 

do zmiennych warunków fizjologicznych pacjenta, takich jak niewydolność narządów czy 

polimorfizm enzymów metabolizujących. Włączenie monitorowania metabolitów do TDM 

dostarcza dodatkowych informacji, które mogą być kluczowe dla modyfikacji terapii, 

zwiększając jej efektywność przy jednoczesnej minimalizacji ryzyka działań niepożądanych 

[128]. 

Strategie TDM coraz częściej opierają się na precyzyjnych i niezawodnych metodach 

analitycznych, co jest szczególnie istotne przy analizie próbek o niskich stężeniach. 

Automatyzacja procesów, urządzenia o dużej przepustowości, solidność oraz niskie koszty 

operacyjne są kluczowymi kryteriami przy wyborze odpowiednich technik analitycznych. 

Tradycyjnie w TDM stosowano metody immunoenzymatyczne, jednak ich ograniczenia, takie 

jak podatność na interferencje ze strony związków pokrewnych, metabolitów czy składników 

matrycy, zmniejszają ich wiarygodność. Obecnie coraz częściej wykorzystuje się bardziej 

zaawansowane techniki analityczne, takie jak chromatografia cieczowa sprzężona z 

detektorami UV, detekcją fluorescencyjną (ang. FluorescenceDetector, FLD) czy 

spektrometrią mas [129]. Chromatografia cieczowa (ang. Liquid Chromatography, LC) 

wyróżnia się zdolnością do skutecznego oddzielania docelowych analitów od innych leków 

oraz ich metabolitów obecnych w złożonych matrycach biologicznych. Połączenie tej techniki 

z selektywnymi metodami detekcji, takimi jak MS, zapewnia wysoką czułość i specyficzność 

oznaczeń. Kluczowymi aspektami w TDM są odpowiedni wybór techniki przygotowania 

próbek, technologii kolumn chromatograficznych, wzorców wewnętrznych oraz warunków 
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detekcji, aby uniknąć interferencji pochodzących z matrycy lub metabolitów leków [98]. 

Obecnie metodą referencyjną w terapii monitorowanej stężeniem leku we krwi czy innych 

płynach ustrojowych jest chromatografia cieczowa w połączeniu z tandemową spektometrią 

mas (LC-MS/MS) (Rysunek 8) [130-133]. 

 
Rysunek 8. Bioanalityczne podejście w terapeutycznym monitorowaniu leków. 

Monitorowanie stężenia leków w płynach ustrojowych jest szeroko stosowane w wielu 

specjalnościach klinicznych, na przykład neurologii, kardiologii, psychiatrii. Najczęściej 

monitorowane są stężenia takich leków jak antybiotyki, leki przeciwpadaczkowe, leki 

antyarytmiczne, leki przeciwbólowe, związki immunosupresyjne, leki przeciwnowotworowe 

czy trójpierścieniowe leki antydepresyjne [134-136]. Terapia celowana polega na doborze 

odpowiedniego leku, dostosowanego do rodzaju infekcji i charakterystyki patogenu. W 

przypadku antybiotykoterapii, dobór leku możliwy jest na podstawie wyników badania 

mikrobiologicznego, takiego jak posiew z materiału pobranego od pacjenta (np. mocz, krew, 

wydzielina przyranna). Optymalnym rozwiązaniem jest sytuacja, w której wskazania kliniczne 

są potwierdzone wynikami badań bakteriologicznych, co jednak nie zawsze jest możliwe w 
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praktyce. Dodatkowym utrudnieniem jest oporność na antybiotyki, czyli zjawisko 

ograniczające skuteczność leczenia, co stanowi wyzwanie w diagnostyce biomedycznej [134, 

137]. 

W przypadkach, gdy stężenia leków w płynach biologicznych są stosunkowo wysokie, 

detekcja UV może być wystarczająca, pod warunkiem, że selektywność metody została 

odpowiednio zweryfikowana, a potencjalne interferencje pochodzące z współpodawanych 

leków i składników matrycy zostały wykluczone. W ostatnich latach chromatografia cieczowa 

sprzężona ze spektrometrią mas (LC-MS) lub tandemową spektrometrią mas (LC-MS/MS) 

zyskała miano złotego standardu w TDM. Techniki te zapewniają wyjątkową czułość i 

selektywność, umożliwiając precyzyjne oznaczanie leków należących do różnych klas. LC-MS 

zmniejsza również ryzyko koelucji interferentów, co jest szczególnie istotne przy oznaczaniu 

leków w niskich stężeniach. Dodatkowo zastosowanie wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej (ang. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) lub wysokociśnieniowej 

chromatografii cieczowej (ang. Ultra High-Performance/Pressure Liquid Chromatography, 

UHPLC) sprzężonej ze spektrometrią mas zapewnia wyjątkowo niską granicę wykrywalności, 

wysoką selektywność, precyzję, dokładność pomiarów oraz możliwość jednoczesnego 

oznaczania wielu analitów w złożonych matrycach biologicznych. Dzięki temu opisane 

techniki stają się niezastąpionym narzędziem w badaniach farmakokinetycznych i 

farmakodynamicznych, które dostarczają danych niezbędnych do optymalizacji terapii 

lekowej. 

W ostatnich latach opublikowane zostały liczne opracowania dotyczące metod 

analitycznych wykorzystywanych w TDM, ze szczególnym uwzględnieniem chromatografii 

cieczowej. Większość z tych publikacji skupia się na metodach opracowanych dla konkretnych, 

często wąsko zdefiniowanych grup leków. W jednym z przeglądów omówiono zastosowanie 

LC-MS/MS w TDM różnych leków przeciwzakaźnych, z naciskiem na bioanalityczne 

wyzwania związane z ich oznaczaniem [138]. W pracy P4 opisałam współczesne metody 

badania metabolizmu antybiotyków beta-laktamowych, uwzględniając podejścia in silico, in 

vitro oraz in vivo. Szczegółowo przedstawiłam mechanizmy biotransformacji tych związków, 

w tym procesy enzymatyczne fazy I i II, oraz techniki analityczne, takie jak LC-MS/MS, 

stosowane do identyfikacji i oznaczania metabolitów. Uzyskane podczas badań 

eksperymentalnych wyniki pozwoliły na opracowanie alternatywnej metody badania 

metabolizmu leków należących do różnych grup terapeutycznych wykorzystującej 

elektrochemiczne utlenianie za pomocą reaktora elektrochemicznego połączonego on-line/off-

line z tandemowym spektrometrem mas (EC MS/MS). Podczas badania procesów utleniania 

zaobserwowałam tworzenie się produktów elektrochemicznych (potencjalnych metabolitów), 
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które były zgodne z danymi literaturowymi, jak również powstających przez utlenienie za 

pomocą izoenzymów cytochromu P450 obecnych we frakcji mikrosomalnej ludzkich komórek 

wątroby (HLMs). Podczas badań przetestowałam cztery rodzaje elektrod pracujących: 

elektrodę platynową (Pt), złotą (Au), węglową (GC) oraz diamentową (MD). Elektrody 

platynowa i węglowa przystosowane są do pracy w zakresie wartości potencjałów 0-2000 mV. 

Zakres potencjału elektrody MD jest wyższy i wynosi 0-3000 mV. Procesy elektrochemiczne 

badanych analitów prowadziłam przy wzrastającej wartości potencjału (10 mV/s) oraz 

przepływie fazy ruchomej 10 µl/min. Kryterium wyboru elektrody roboczej opierało się na 

liczbie oraz intensywności sygnałów zarejestrowanych w widmie masowym. W ramach próby 

symulacji ludzkiego metabolizmu założono, że eksperyment będzie przeprowadzany w 

środowisku o pH fizjologicznym (pH = 7,4). Niemniej jednak, część badanych związków nie 

wykazała reakcji utleniania w tym obojętnym środowisku, co można przypisać ich strukturze 

oraz właściwościom fizykochemicznym analitów. Procesy utleniania badanych związków w 

celi elektrochemicznej monitorowałam za pomocą woltamogramów masowych. Potencjał 

elektrody roboczej zwiększałam w sposób liniowy, co umożliwiło mi rejestrację zmian 

sygnałów widma masowego w zależności od wartości przyłożonego napięcia oraz uzyskanie 

charakterystycznych woltamogramów masowych. W celu dalszej analizy struktur produktów 

utlenienia badanych związków, przeprowadziłam fragmentację potencjalnych metabolitów 

uzyskując odpowiednie widma fragmentacyjne. Otrzymane widma fragmentacyjne produktów 

utlenienia badanych związków porównywałam z widmem fragmentacyjnym związku 

macierzystego. Struktury chemiczne dla zidentyfikowanych produktów elektrochemicznych 

zostały przeze mnie zaproponowane na podstawie eksperymentów EC/ESI-MS/MS oraz 

programu komputerowego Mass Hunter Metabolite ID, jak również informacji dostępnych w 

literaturze. Za pomocą tego narzędzia analitycznego sygnały pochodzące od badanego analitu 

w odniesieniu do próbek kontrolnych określałam poprzez porównanie ich czasów retencji, 

widm MS oraz pól powierzchni. Przy dobranych wcześniej warunkach analizy za pomocą 

spektrometru mas, sygnały dla badanych leków zidentyfikowałam jako [M+H]+ o 

charakterystycznych wartościach m/z oraz współczynnikach retencji (k).Oznaczenia analitów 

za pomocą spektrometru mas przebiegały w polaryzacji dodatniej w tzw. trybie pełnego 

przemiatania widma (Full Scan), monitorowania pojedynczego jonu (SIM), poszukiwania 

jonów potomnych (Product Ion) oraz monitorowania reakcji następczych fragmentacji (MRM). 

Skanowanie w pełnym trybie przeprowadziłam celem wyznaczenia wartości ilorazu m/z jonu 

pseudomolekularnego, czyli cząsteczki analitu o masie powiększonej o masę przyłączonego 

protonu. Za pomocą trybu monitorowania wybranego jonu dobrałam wartość napięcia na 

fragmentorze, czyli napięcia na końcu kapilary kierującej jony do analizatora Q1. Z kolei za 
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pomocą trybu Product Ion dla każdego jonu macierzystego na skutek jego fragmentacji 

uzyskałam jony potomne. Na tym etapie skorzystałam z wcześniej dobranej wartości napięcia 

na fragmentorze, temperatury gazu suszącego oraz dobrałam odpowiednie wartości energii 

zderzeń w zależności od badanego związku. Wielostopniową fragmentację badanych leków 

przeprowadziłam celem uzyskania danych do interpretacji widm MS/MS dla potencjalnych 

metabolitów wybranych związków. Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, iż 

metoda ta może być skutecznie stosowana w celu przewidywania procesów utleniania, które 

zapoczątkowane zostają utlenieniem jednoelektronowym, takim jak N-dealkilacja, S-

oksydacja, P-oksydacja, utlenienie alkoholi, hydroksylacja układów aromatycznych oraz 

dehydrogenacja. Nie jest korzystna w przypadku reakcji zapoczątkowanych przez bezpośrednie 

pozyskiwanie atomu wodoru, jak na przykład O-dealkilacja czy alifatyczna hydroksylacja 

niepodstawionych pierścieni aromatycznych, z powodu zbyt wysokiego potencjału 

utleniającego wymaganego dla reakcji elektrochemicznego utlenienia. Ponadto, dokonałam 

korelacji otrzymanych wyników z danymi uzyskanymi dla próbek rzeczywistych pobranych od 

pacjentów z oddziałów klinicznych. Poznanie szlaków przemian metabolicznych mogących 

mieć miejsce w organizmie różnych pacjentów jest niezbędne dla każdego związku 

biologicznie aktywnego. Wynika to ze zjawiska polimorfizmu genu enzymu metabolizującego, 

który powoduje, że metabolizm leków u każdego pacjenta przebiega w sposób odmienny i 

specyficzny [139]. Przeprowadzone badania in vitro oraz in vivo nad metabolizmem wybranych 

leków zachodzących wobec enzymu metabolizującego obecnego w komórkach wątroby, a 

także implementacji elektrochemicznego reaktora do generowania potencjalnych metabolitów 

stwarzają podstawy do poznania możliwych kierunków przemian aktywacyjnych i/lub 

detoksykacyjnych jakim związki te ulegają in vivo w organizmie pacjenta. 

Dane literaturowe opisują także metody bioanalityczne służące do monitorowania leków 

terapeutycznych z grupy antybiotyków beta-laktamowych u pacjentów w stanie krytycznym 

[140]. Patel i Kothari dokonali przeglądu metod analitycznych stosowanych do ilościowego 

oznaczania statyn i ich metabolitów w próbkach biologicznych [141]. W 2019 roku 

opublikowano przegląd dotyczący techniki LC-MS/MS stosowanej w TDM leków 

przeciwgruźliczych [142], natomiast Zheng i Wang przeanalizowali postępy w zastosowaniu 

LC-MS do oznaczania leków przeciwgrzybiczych w próbkach biologicznych [143]. 

Zastosowanie LC-MS/MS w TDM leków immunosupresyjnych zostało szczegółowo opisane 

w artykule przeglądowym z 2016 roku [144]. W tym samym roku ukazał się również przegląd 

dotyczący różnych metod analitycznych, takich jak immunoanaliza, chromatografia cieczowa 

i spektrometria mas, w kontekście monitorowania leków immunosupresyjnych. Autorzy 

przeanalizowali zalety i wady każdej z tych technik [145]. Przeglądy obejmowały również 
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nowoczesne techniki chromatograficzne i elektroforetyczne stosowane do analizy leków 

przeciwdepresyjnych i ich metabolitów w płynach biologicznych. Do zalet tych metod 

zaliczono szybkość analizy, wysoką czułość, swoistość oraz możliwości miniaturyzacji. 

Porównano także chromatografię gazową i elektroforezę kapilarną w kontekście analizy leków 

przeciwdepresyjnych i ich metabolitów [146]. Saleem i współautorzy opisali metody HPLC 

stosowane do oznaczania beta-blokerów w próbkach biologicznych [147].  

Niektóre przeglądy obejmowały szeroki zakres leków monitorowanych w TDM. Na 

przykład w 2012 roku opisano zastosowanie LC-MS/MS w analizie leków przeciwgrzybiczych, 

przeciwwirusowych, immunosupresyjnych, przeciwdrgawkowych, przeciwdepresyjnych, 

antybiotyków, leków przeciwnowotworowych oraz substancji wpływających na układ 

sercowo-naczyniowy [129]. 

Współczesne podejście do TDM, obejmujące zarówno analizę stężenia leku, jak i jego 

metabolitów, podkreśla interdyscyplinarny charakter tego procesu, który łączy farmakologię, 

biochemię i chemię analityczną w celu zapewnienia precyzyjnego i bezpiecznego leczenia 

pacjenta. Rozwój wysoce czułych i szybkich technik detekcji antybiotykooporności stanowi 

jedno z kluczowych wyzwań współczesnej mikrobiologii i chemii analitycznej. Precyzyjne 

diagnozowanie oporności bakteryjnej oraz szybka identyfikacja patogenów umożliwiają 

bardziej efektywne dopasowanie terapii antybiotykowej, co jest szczególnie istotne w obliczu 

rosnącej liczby zakażeń wywołanych przez szczepy wielolekooporne. 

W ostatnich latach podjęto intensywne poszukiwania alternatywnych metod badawczych, 

które umożliwiłyby symulację metabolizmu leków bez konieczności stosowania zwierząt 

doświadczalnych. W ramach tych działań szczególną uwagę poświęcono elektrochemii, 

dziedzinie nauki, która od dawna znajduje zastosowanie w badaniach właściwości utleniająco-

redukujących farmaceutyków z różnych grup terapeutycznych. W latach osiemdziesiątych 

odkryto, że połączenie elektrochemii ze spektrometrią mas (ang. Electrochemical Mass 

Spectrometry, EC/MS) jest odpowiednią techniką do badań dla potrzeb analizy ilościowej i 

jakościowej, która pozwoliłaby na symulacje metabolizmu leków, peptydów, białek czy DNA 

w organizmie żywym. Wprowadzenie techniki elektrochemii pozwala na transformacje leków 

w potencjalne metabolity, a wykorzystanie czułej metody oznaczania związków organicznych, 

jaką jest spektrometria mas, pozwala na ich identyfikację i oznaczenie. Dodatkowo 

wprowadzenie różnych modyfikacji, między innymi połączenie EC/MS z metodami 

separacyjnymi, takimi jak chromatografia cieczowa oraz elektroforeza kapilarna (ang. 

Capillary Electrophoresis, CE) on-line lub off-line, powoduje zwiększenie wydajności procesu 

oraz skrócenie czasu pomiędzy wytworzeniem a detekcją danego metabolitu. Pozwala to na 

szybką identyfikację związków reaktywnych o krótkim czasie życia [148-152]. 
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Aparatura stosowana do symulacji przemian fazy Ii II, składa się z pompy 

strzykawkowej, która w strzykawce zawiera tzw. fazę ruchomą (Rysunek 9). 

 

 

Rysunek 9. Schemat układu pomiarowego (off-line/on-line EC LC-MS/MS). 

Faza ruchoma to ciecz, która zawiera analizowany związek (np. lek), bufor oraz 

rozpuszczalnik organiczny w odpowiednim stosunku objętościowym bufor/rozpuszczalnik. 

Detekcja poprzez spektrometrię mas narzuca stosowanie odpowiednich buforów takich jak: 

octan amonu lub mrówczan amonu. Ustalenie wartości pH dla danego buforu, oraz jego 

stosunek do rozpuszczalnika organicznego determinuje stopień przemiany elektrochemicznej, 

który jest indywidualny dla każdego pojedynczego związku. Pompa strzykawkowa tłoczy fazę 

ruchomą w określonym przepływie bezpośrednio do celki elektrochemicznej wewnątrz 

reaktora elektrochemicznego. Reaktor elektrochemiczny utrzymuje stałą określoną temperaturę 

oraz ustala odpowiedni potencjał dla celki elektrochemicznej. W celce elektrochemicznej 

zachodzą wszystkie przemiany redoks. Wykorzystuje się dwa typy celek elektrochemicznych: 

kulometryczną i amperometryczną. Oba te typy są wyposażone w zestaw trzech elektrod, 

składający się z elektrody pracującej, elektrody odniesienia i przeciwelektrody. Potencjał 

utleniania jest ustalany między przeciwelektrodą a elektrodą roboczą. Główną zaletą 

amperometrycznej celki jest zastosowanie różnych materiałów elektrody roboczej, między 

innymi elektrody: złote (Au), platynowe (Pt), wykonane z porowatego szklistego węgla (GC) 

oraz posiadające ultracienką warstwą krystalicznego diamentu naniesionego na krzemie 

(MD/BDD). 

Metoda ta jest klasyfikowana jako technika instrumentalna, w której nie wykorzystuje się 

układów biologicznych. Umożliwia ona identyfikację zarówno produktów końcowych, jak i 
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pośrednich reakcji elektrochemicznych badanych związków. Główną zaletą tej metody jest 

możliwość natychmiastowej detekcji produktów utleniania tuż po ich powstaniu. Jest to 

skuteczna technika do przewidywania procesów utleniania, które rozpoczynają się od 

jednoelektronowego utleniania, obejmującego takie reakcje jak N-dealkilacja, S-oksydacja, P-

oksydacja, utlenianie alkoholi, hydroksylacja układów aromatycznych oraz dehydrogenacja. 

Elektrochemiczne podejście okazuje się jednak mniej efektywne w przypadku reakcji, które 

wymagają bezpośredniego usunięcia atomu wodoru, takich jak O-dealkilacja czy alifatyczna 

hydroksylacja niepodstawionych pierścieni aromatycznych. Dzieje się tak z powodu zbyt 

wysokiego potencjału utleniającego, który jest wymagany do przeprowadzenia tych reakcji 

elektrochemicznych [153-157]. 

Elektrochemię wykorzystuje się w technikach „omicznych” takich jak: 

• Lipidomika - wykorzystywana, np. podczas utleniania cholesterolu do 

oksysteroli/symulacji produktów utlenienia lipidów w organizmie [153,154]; 

• Proteomika - wykorzystywana do: 

o oksydacyjnego cięcia peptydów i białek ("trawienie nieenzymatyczne"),  

o redukcji mostków dwusiarczkowych, 

o znakowania określonych reszt aminokwasowych (głównie cysteiny)  

z reaktywnymi związkami generowanymi poprzez elektrochemię 

[153,154,156]; 

• Genomika – zastosowaniemiędzy innymi w utlenianiu kwasów nukleinowych oraz 

tworzeniu potencjalnych produktów przyczyniających się do powstawania stresu 

oksydacyjnego, a także formowanie się adduktów DNA [153,157]. 

Jednak to w metabolomicetechnika ta jest najszerzej wykorzystywana. Metoda EC/MS 

jest szczególnie przydatna do naśladowania reakcji biotransformacji oraz badania właściwości 

redoks małych cząsteczek bioorganicznych. Liczne publikacje wskazują na to, że najczęściej 

używa się jej w celu symulacji metabolizmu leków [158-166]. 

4.2 Techniki przygotowania próbek w terapeutycznym monitorowaniu leków 

Biologiczne matryce charakteryzują się wysokim stopniem złożoności, zawierającym 

białka, lipidy, leki, sole, kwasy, zasady oraz różnorodne związki organiczne i nieorganiczne, 

które często wykazują podobne właściwości do analitów. Anality te często występują w 

próbkach w śladowych stężeniach. Chociaż rozwój zaawansowanych technik analitycznych, 

takich jak spektrofotometria UV–vis, fluorymetria, chromatografia gazowa i cieczowa oraz 

metody immunoenzymatyczne, znacząco zwiększył możliwości detekcji w próbkach 

biologicznych, większość z tych metod wymaga wcześniejszego przygotowania próbki, aby 
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skutecznie przeanalizować złożoną matrycę [167]. Proces ten odgrywa kluczową rolę w 

zapewnieniu dokładnych, precyzyjnych i wiarygodnych wyników, co jest niezbędne do 

efektywnego monitorowania stężeń leków w płynach ustrojowych. Obejmuje on etap 

oczyszczania, rozcieńczania, wzbogacania lub przekształcania analitu w stabilny produkt 

umożliwiający detekcję [168]. Wybór odpowiedniej techniki przygotowania próbki zależy od 

właściwości fizykochemicznych badanych substancji, rodzaju matrycy oraz wymagań 

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] 

pozwalają na efektywne usunięcie substancji zakłócających oraz wzbogacenie stężenia analitu, 

co ma szczególne znaczenie w analizach leków i ich metabolitów. Szczegółowe zastosowania 

wyżej wymienionych technik omówiłam w publikacji [P5], natomiast ich porównanie 

zawarłam w Tabeli 7. 

Tabela 7. Porównanie technik przygotowania próbek: ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE), ekstrakcji do fazy 

stacjonarnej (SPE) oraz mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME). 

Kryterium LLE SPE SPME 

Zasada działania 

Separacja na podstawie 

różnej rozpuszczalności 

analitów w dwóch 

niemieszających się 

cieczach. 

Adsorpcja analitów na 

stacjonarnej fazie, a 

następnie ich 

wymywanie 

rozpuszczalnikiem. 

Adsorpcja analitów na 

włóknie pokrytym 

odpowiednim sorbentem. 

Rodzaj fazy 
Faza wodna i 

organiczna. 

Stała faza sorbentowa 

np. C18, polimery, 

węgiel aktywny. 

Włókna pokryte 

sorbentami  

np. MIP, PDMS, DVB, 

CAR). 

Zużycie 

rozpuszczalników 

Wysokie – wymaga 

dużych objętości faz 

organicznych. 

Umiarkowane – wymaga 

rozpuszczalników do 

elucji analitów. 

Minimalne – zazwyczaj 

nie wymaga 

dodatkowych 

rozpuszczalników. 

Czas analizy 
Długi – zależny od 

liczby etapów mieszania 

i rozdziału. 

Średni – wymaga kilku 

etapów 

(kondycjonowanie, 

załadunek, elucja). 

Krótki – zazwyczaj 

jednoetapowy proces. 

Koszty 
Wysokie – kosztowne 

rozpuszczalniki i 

odpady. 

Umiarkowane – zależne 

od kosztu sorbentu i 

rozpuszczalników. 

Niskie – włókna mogą 

być wielokrotnie 

używane. 

Kompatybilność z 

matrycami 

Średnia – wymaga 

matryc o niewielkiej 

zawartości substancji 

zakłócających. 

Wysoka – szeroka gama 

sorbentów dostosowana 

do różnych matryc. 

Bardzo wysoka – szeroki 

wybór pokryć włókien. 

Selektywność 
Niska – wymaga 

optymalizacji faz 

organicznych. 

Umiarkowana – zależna 

od rodzaju sorbentu. 
Wysoka – szczególnie 

dla włókien MIP-SPME. 
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Powtarzalność 

wyników 

Średnia – zależna od 

precyzji procesu 

mieszania. 

Wysoka – kontrolowany 

przepływ przez fazę 

stałą. 

Wysoka – powtarzalność 

związana z jednolitą 

powierzchnią włókien. 

Granica 

wykrywalności 

(LOD) 

Zależna od 

zastosowanego 

rozpuszczalnika i 

warunków analizy. 

Zależna od sorbentu, 

zazwyczaj niskie LOD 

Bardzo niskie LOD – 

odpowiednie do analiz 

śladowych 

Przyjazność 

środowisku 

Niska – generuje duże 

ilości odpadów 

organicznych. 

Umiarkowana – 

mniejsze zużycie 

rozpuszczalników. 

Wysoka – niskie zużycie 

materiałów 

eksploatacyjnych. 

Przykłady 

zastosowań 

Pestycydy, związki 

organiczne, metabolity w 

wodach, próbkach 

biologicznych. 

Leki, pestycydy, 

składniki środowiskowe, 

analiza śladowych ilości 

zanieczyszczeń 

Lotne związki 

organiczne, śladowe 

ilości leków i 

biomarkerów. 

Elastyczność 

zastosowań 

Ograniczona – wymaga 

dostosowania 

rozpuszczalników do 

analitu i matrycy. 

Duża – możliwość 

stosowania różnych 

sorbentów w zależności 

od potrzeb 

analitycznych. 

Bardzo duża – szeroki 

zakres sorbentów i 

możliwość integracji z 

różnymi systemami. 

Szczególne uznanie zyskała technika SPME, łącząc procesy ekstrakcji i wzbogacania 

analitów w jednym etapie. Eliminuje to potrzebę stosowania dużych ilości rozpuszczalników 

organicznych, co czyni ją bardziej przyjazną dla środowiska w porównaniu z tradycyjnymi 

metodami ekstrakcji. SPME charakteryzuje się prostotą, efektywnością oraz 

wszechstronnością, dzięki czemu jest szczególnie przydatna w analizie złożonych matryc 

biologicznych, takich jak krew, osocze czy mocz, które powszechnie stosuje się w analizach 

klinicznych. 

Jednym z najważniejszych aspektów techniki SPME jest możliwość jej zastosowania w 

warunkach in vivo, gdzie włókno ekstrakcyjne jest wprowadzane bezpośrednio do badanej 

matrycy biologicznej. Dzięki tej procedurze możliwe jest szybkie i efektywne pobieranie 

analitów bez konieczności stosowania agresywnych metod, które mogłyby wpłynąć na 

integralność badanego układu. Zdolność SPME do prowadzenia selektywnej ekstrakcji 

analitów w warunkach in vivo ma szczególne znaczenie w badaniach farmakokinetycznych, 

pozwalając na dynamiczne monitorowanie stężeń leków i ich metabolitów w czasie 

rzeczywistym [172]. Ponadto technika ta eliminuje potrzebę pobierania dużych objętości 

próbek biologicznych, co jest istotne w analizach prowadzonych u pacjentów pediatrycznych, 

osób w stanie krytycznym lub w badaniach przedklinicznych z wykorzystaniem zwierząt. 

Niewielkie wymagania dotyczące objętości próbki, minimalizacja interferencji matrycy oraz 

możliwość stosowania w szerokim zakresie matryc biologicznych, takich jak krew, osocze, 

mocz czy tkanki, czynią SPME niezwykle uniwersalnym narzędziem analitycznym. 

Dodatkowo, technika ta wyróżnia się wysoką selektywnością, którą można dalej zwiększać 

poprzez zastosowanie specjalistycznych powłok sorbentowych [173].  
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Pierwotne zastosowania tej techniki opierały się na wykorzystaniu włókna wykonanego 

z krzemionki topionej, pokrytego warstwą poliimidu, który pełnił funkcję fazy ekstrakcyjnej 

[174]. Rozwój nowych powłok o wysokiej selektywności idzie w parze z rozwojem materiałów 

adsorpcyjnych [172,173]. Mogą to być zarówno nowe materiały syntetyzowane po raz 

pierwszy, jak i materiały modyfikowane poprzez wprowadzenie docelowych grup funkcyjnych 

lub kompozytów z innymi materiałami. W porównaniu z tradycyjnymi adsorbentami, 

nowatorskie adsorbenty posiadają większą liczbę miejsc interakcji, co skutkuje wyższą 

efektywnością ekstrakcji [175]. Jednym z najczęściej stosowanych materiałów są 

nanomateriały węglowe, takie jak grafen, nanorurki jednościenne (ang. Single-Walled Carbon 

Nanotubes, SWCNTs) i wielościenne (ang. Multi-Walled Carbon Nanotubes, MWCNTs), które 

cechują się wysoką stabilnością termiczną, chemiczną i mechaniczną, a także dużą 

powierzchnią właściwą. Poprawa selektywności i stabilności jest możliwa dzięki 

funkcjonalizacji (np. aminowanie, karboksylowanie) oraz łączeniu z polimerami, co rozszerza 

ich zastosowanie, m.in. w oznaczaniu węglowodanów i farmaceutyków w organizmach 

wodnych [176-179]. 

Innym obiecującym materiałem są metal-organiczne sieci (ang. Metal-Organic 

Frameworks, MOFs), które dzięki dużej powierzchni właściwej, regulowanej porowatości i 

wysokiej selektywności są szeroko stosowane w technice SPME. Ograniczeniem MOFs jest 

ich niska stabilność w wodzie, co ogranicza ich praktyczne zastosowanie w analizach 

biologicznych [180-182]. 

W kontekście globalnej analizy związków technika SPME jest również wykorzystywana 

do systematycznego profilowania metabolitów. Powłoki o zrównoważonych właściwościach 

hydrofilowo-lipofilowych (ang. Hydrophilic-LipohilicBalance, HLB) umożliwiają 

jednoczesną ekstrakcję związków polarnych i niepolarnych, co znalazło zastosowanie w 

analizie neuroprzekaźników w tkance mózgowej czy metabolitów drobnoustrojów w systemach 

mikrobiologicznych [183-185]. Z kolei porowate polimery organiczne (ang. Porous Organic 

Polymers, POPs), dzięki wysokiej powierzchni właściwej i odpowiedniej porowatości, 

pozwalają na selektywną ekstrakcję hydrofobowych związków, takich jak wielopierścieniowe 

węglowodory aromatyczne czy estry ftalanowe [186-188]. 
Jako pokrycie włókien do SPME z powodzeniem wykorzystywane są także polimery z 

odciskiem molekularnym (ang. Moleculary Imprinted Polimers, MIP) [189,190]. MIP to 

syntetyczne polimery charakteryzujące się zaprogramowaną selektywnością i wysokim 

powinowactwem do związków docelowych, które są zazwyczaj otrzymywane przez 

polimeryzację monomerów funkcyjnych i sieciujących [191]. Zastosowanie MIP-SPME 

umożliwia ukierunkowaną ekstrakcję analitów o złożonych właściwościach 
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fizykochemicznych, co znajduje zastosowanie w monitorowaniu leków terapeutycznych, 

analizach farmakokinetycznych oraz badaniach toksykologicznych. Możliwość zastosowania 

SPME w warunkach in vivo otwiera nowe perspektywy w analizach bioanalitycznych, 

umożliwiając bardziej precyzyjne i dynamiczne badania, które mogą przyczynić się do rozwoju 

spersonalizowanej medycyny i lepszego zrozumienia mechanizmów farmakologicznych w 

organizmie. MIP-SPME jest metodą umożliwiającą precyzyjne monitorowanie leków 

terapeutycznych, zwłaszcza w kontekście farmakokinetyki i toksykologii, dzięki swojej 

wysokiej czułości i selektywności. Polimery z odciskiem molekularnym zapewniają efektywne 

wychwytywanie analitów w złożonych próbkach biologicznych, takich jak krew, mocz czy 

ślina, w których stężenia leków mogą być stosunkowo niskie. Dzięki zastosowaniu MIP-SPME 

możliwe jest zmniejszenie błędów analitycznych związanych z interferencjami, co pozwala na 

uzyskanie bardziej dokładnych i wiarygodnych wyników. W pracy [P6] przedstawiłam 

zastosowanie techniki MIP-SPME do analizy próbek biologicznych w kontekście 

terapeutycznego monitorowania leków. Publikacja ta koncentruje się na praktycznych 

aspektach wykorzystania włókien MIP-SPME w rutynowych badaniach klinicznych, z 

uwzględnieniem możliwości minimalizacji błędów analitycznych oraz poprawy czułości i 

selektywności oznaczeń. Podczas badań wykorzystałam włókna sorpcyjne ze stali medycznej 

(Ni-Cr) z naniesioną w wyniku polimeryzacji elektrochemicznej warstwą politiofenu (PTh) 

oraz poli(3-metylotiofenu) (PMeTh). Polimeryzację przeprowadziłam metodą 

potencjodynamiczną, opartą na cyklicznych zmianach potencjału w czasie, zgodnie z techniką 

woltamperometrii cyklicznej. Proces realizowano w układzie trójelektrodowym, składającym 

się z elektrody referencyjnej (Ag/AgCl), przeciwelektrody wykonanej z platynowej blaszki (Pt) 

oraz elektrody roboczej w postaci drutu ze stali medycznej (Ni-Cr). Metodę elektrochemicznej 

polimeryzacji zastosowałam w celu otrzymania włókien bez odcisku oraz z odciskiem 

molekularnych (NIP/MIP-SPME). Stąd, do elektrolitu podstawowego, obok odpowiedniego 

monomeru, dodawałam określone stężenie molekuły-szablonu, w tym przypadku 

odpowiedniego leku. W zsyntezowanej warstwie MIP znajdują się luki molekularne 

wypełnione wdrukowanym szablonem. Po jego usunięciu w polimerze pozostaje odciśnięty 

ślad w postaci luki molekularnej z miejscami wiążącymi. Odciśnięcie szablonu w polimerze 

jest przydatne z punktu widzenia zastosowania do selektywnego zminiaturyzowanego układu 

sorpcyjnego, jeżeli cząsteczka szablonu oddziałuje odwracalnie z miejscami wiążącymi luki 

molekularnej polimeru. Ponadto, podczas elektropolimeryzacji niekorzystnym jest proces 

utleniania analitów (molekuł do odciśnięcia), ponieważ może prowadzić to do wdrukowania 

produktów tego utlenienia, tzw. substancji przeszkadzających, zamiast pożądanego związku. 

Wówczas, mogą one tworzyć miejsca wiążące, które są niezdolne do skutecznego 



 

76 

 

oddziaływania z odpowiednim analitem. Z kolei, oddziaływanie substancji przeszkadzających 

z lukami molekularnymi MIP jest zróżnicowane w zależności od ich podobieństwa 

strukturalnego do wdrukowanego szablonu. Jeśli warunki etapu odciśnięcia cząsteczki 

szablonu (leku) są właściwie dobrane, wówczas luki molekularne warstwy MIP powinny być 

komplementarne pod względem kształtu oraz wielkości do cząsteczek tych szablonów, a nie do 

cząsteczek substancji przeszkadzających w ich oznaczaniu [192]. Uzyskane podczas pracy 

eksperymentalnej polimerowe włókna sorpcyjne z odciśniętą cząsteczką charakteryzują się 

wysoką selektywnością. Ocenę morfologii oraz właściwości fizykochemicznych nowo 

otrzymanych włókien MIP-SPME przeprowadziłam z 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 transformacją Fouriera (ang. Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy, FTIR), metod dyfrakcyjnych, np. technika rozpraszania 

promieniowania rentgenowskiego pod małymi (ang. Small-Angle X-ray Scattering, SAXS) i 

dużymi kątami (ang. Wide-Angle X-rayScattering, WAXS)oraz magnetycznego rezonansu 

jądrowego (ang. Nuclear Magnetic Resonance, NMR).Dodatkowo, zbadałam chemiczną oraz 

mechaniczną stabilność zsyntetyzowanych włókien SPME. Nie zaobserwowałam znaczących 

różnic w strukturze danego włókna sorpcyjnego SPME przed oraz po poddaniu działaniu 

danym medium wodno-organicznym. Doświadczenie wykonałam przy użyciu optycznego 

stereomikroskopu, model SZX16 (Olympus, Tokio, Japonia) wyposażonego w kamerę CCD 

oraz oprogramowanie CELL. 

Właściwy etap badań obejmował przeprowadzenie przeze mnie analizy ilościowej i 

jakościowej badanych leków i ich metabolitów w próbkach rzeczywistych pobieranych w 

różnych odstępach czasu od momentu podania leku. Przykładowo, w przypadku osocza lub 

krwi, próbki były pobierane w odstępach 0, 0,5, 1, 2, 4, 6 oraz 8 godzin. Analiza badanych 

próbek wykazała zróżnicowanie zawartości badanego leku oraz jego metabolitu. Na podstawie 

uzyskanych ekstraktów określiłam średnie stężenia leku i jego metabolitów. We wszystkich 

grupach pacjentów przyjmujących dany lek oznaczane substancje wykryłam na poziomach 

stężeń umożliwiających ich ilościową analizę. Różnice w oznaczonych wielkościach są 

najprawdopodobniej spowodowane indywidualnymi zdolnościami metabolizowania i 

wydalania powyższych substancji leczniczych przez organizmy pacjentów. Uzyskane wyniki 

wskazują, iż opracowane w ramach niniejszej rozprawy metody analityczne pozwalają 

wyznaczyć podstawowe parametry farmakokinetyczne na podstawie ilościowego oznaczania 

leku we krwi. Ponadto, opracowane metody chromatograficzne umożliwiają oznaczanie 

badanych leków wraz z ich metabolitami w jednym układzie chromatograficznym. Czas 
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potrzebny na wykonanie analizy chromatograficznej nie przekracza 15 minut, ponadto anality 

są dobrze rozdzielone. Co więcej, nie występują interferencje matrycowe, dzięki odpowiednio 

dobranej metodzie prekoncentracji. 

Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, iż technika MIP-SPME stwarza 

nowe możliwości w zakresie selektywnej ekstrakcji leków i ich potencjalnych metabolitów. 

Dodatkowo zastosowanie polimerowych włókien sorpcyjnych znacząco poprawia izolację 

związków biologicznie aktywnych na niskich poziomach stężeń w wyjściowych matrycach. 

Wysoka selektywność sorbentów SPME z nadrukiem molekularnym umożliwia ich 

wykorzystanie do izolacji związków z rzeczywistych próbek biologicznych. Podejście to skraca 

czas przygotowania próbki i minimalizuje ilość (objętość) potrzebnego materiału biologicznego 

do celów analitycznych. 

Od czasu pierwszej publikacji dotyczącej zastosowania MIP jako fazy ekstrakcyjnej w 

SPME w 2001 roku, technologia ta poczyniła znaczne postępy w efektywnej ekstrakcji analitów 

docelowych [193]. Moje badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej koncentrowały się 

na opracowaniu nowatorskich włókien MIP do techniki SPME przygotowanych metodą 

polimeryzacji elektrochemicznej z wykorzystaniempolitiofenu i poli(3-metylotiofenu). W 

ramach pracy przeprowadziłam szczegółową charakterystykę fizykochemiczną otrzymanych 

materiałów za pomocą różnorodnych technik instrumentalnych. Należy podkreślić, że 

dotychczas brak jest doniesień naukowych dotyczących mechanizmów rozpoznawania 

amoksycyliny, cefotaksymu i metronidazolu jako szablonów w procesie ekstrakcji za pomocą 

włókien SPME pokrytych MIP z rzeczywistych próbek biologicznych pochodzących od 

pacjentów. W prezentowanej pracy opisałam również zastosowanie metody SPME-LC-MS/MS 

do oznaczania i identyfikacji tych trzech antybiotyków w próbkach osocza ludzkiego 

pobranych od pacjentów hospitalizowanych na oddziale intensywnej terapii [P5 – P6].  

Inni badacze,na przykład Terzopoulou i współpracownicy opracowali nowatorskie 

włókno MIP-SPME do ekstrakcji leku przeciwwirusowego (Abacavir), osiągając wydajność 

ekstrakcji w zakresie od 88% do 99%, co wskazuje na wysoką selektywność i skuteczność 

oczyszczania [194]. Z kolei Mirzajani i współautorzy wykorzystali ciprofloksacynę jako 

szablon do syntezy MIP stosowanego jako powłoka włókna SPME i ocenili jego potencjał w 

oznaczaniu czterech fluorochinolonów (ofloksacyny, ciprofloksacyny, lewofloksacyny i 

norfloksacyny) na poziomach śladowych w próbkach biologicznych. Wyniki wskazały na 

wysoką wydajność ekstrakcji, selektywność i stabilność tego innowacyjnego włókna [195]. 

Prowadzone były również badania, w których [44] uproszczono proces syntezy MIP, 

wykorzystując pojedynczy monomer sieciujący jako fazę ekstrakcyjną w SPME do 

specyficznego rozpoznawania estrogenów. Następnie włókno to zostało połączone z ultra-



 

78 

 

wydajną chromatografią cieczową sprzężoną z tandemową spektrometrią mas (UHPLC-

MS/MS), co umożliwiło wykrywanie estrogenów na poziomach śladowych w próbkach mleka 

[196]. W innym badaniu trifenylofosforan (TPhP) MIP został bezpośrednio osadzony na filmie 

z tlenku grafenu (GO), tworząc monolityczne włókno SPME TPhP-MIP/GO. Włókno to 

okazało się praktyczne w wstępnym przygotowaniu skomplikowanych próbek wody 

środowiskowej dzięki wysokiej selektywności i wydajności ekstrakcji dla TPhP [197]. 

Rozwój powłok o wysokiej selektywności i zdolności specyficznego rozpoznawania 

analitów stanowi istotny przełom, umożliwiając efektywną analizę śladowych ilości substancji 

docelowych oraz poszerzając zakres analizy endogennych związków przy minimalnej 

interferencji matryc biologicznych. Dzięki integracji SPME z zaawansowanymi technikami 

detekcji, takimi jak LC-MS/MS, możliwe jest osiągnięcie wysokiej czułości i specyficzności 

oznaczeń nawet w przypadku śladowych ilości leków. Ponadto możliwość bezpośredniego 

zastosowania SPME w warunkach in vivo otwiera nowe perspektywy w monitorowaniu 

farmakoterapii w czasie rzeczywistym. SPME wyróżnia się również zdolnością do analizy 

szerokiego spektrum leków, w tym antybiotyków, leków przeciwpadaczkowych, 

immunosupresyjnych i przeciwnowotworowych. Jej zastosowanie w TDM wspiera 

optymalizację terapii poprzez dostosowanie dawkowania do indywidualnych potrzeb pacjenta, 

minimalizując ryzyko działań niepożądanych i zwiększając skuteczność leczenia. Dzięki 

ciągłym innowacjom w zakresie powłok i automatyzacji procesów, SPME ma potencjał, aby 

stać się standardową techniką w monitorowaniu leków i personalizowanej medycynie. 
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Podsumowanie i wnioski 

Praca [P1] stanowi przegląd literatury podkreślający znaczenie nowoczesnych technologii, 

takich jak MALDI-TOF MS, w identyfikacji mikroorganizmów i analizie 

antybiotykooporności. W pracy [P2] opracowano metodę szybkiej identyfikacji bakterii z 

próbek klinicznych, co umożliwiło efektywne określanie wrażliwości na antybiotyki. Praca 

[P3] skupiła się na przyspieszeniu diagnostyki mikroorganizmów przetrwalnikujących poprzez 

skrócenie czasu inkubacji. Badania [B1] dotyczyły identyfikacji bakterii z próbek od pacjentów 

z infekcjami dróg oddechowych, a [B2] oceny antybiotykooporności za pomocą testów MBT-

STAR-BL i MBT-ASTRA, obejmując nowe zastosowania dla lewofloksacyny i azytromycyny. 

Prace [P4 - P6] koncentrowały się na rozwoju techniki izolacji i analizy antybiotyków oraz ich 

metabolitów z próbek biologicznych.  

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania pozwoliły na sformułowanie następujących 

wniosków: 

1. Wykorzystanie techniki MALDI-TOF MS w identyfikacji mikroorganizmów: 

Technika MALDI-TOF MS została skutecznie zaadaptowana do identyfikacji 

mikroorganizmów izolowanych z trudno gojących się ran pooperacyjnych oraz próbek 

z górnych dróg oddechowych pacjentów cierpiących na infekcje. Zastosowanie tej 

technologii przyczyniło się do skrócenia czasu diagnostyki oraz zwiększenia jej 

precyzyjności w porównaniu do tradycyjnych metod. Wyniki te stanowią potwierdzenie 

walidacji metody w diagnostyce klinicznej, co pozwala na szybsze wdrożenie terapii 

antybiotykowej, szczególnie w przypadkach zakażeń trudnych do leczenia, zgodnie z 

celem [P2, B1]. 

2. Skrócenie czasu inkubacji bakterii przetrwalnikujących i adaptacja MALDI-TOF 

MS: Badania nad skróceniem czasu inkubacji mikroorganizmów przetrwalnikujących, 

takich jak Bacillus, oraz adaptacja systemu MALDI-TOF MS do ich identyfikacji 

pokazały, że innowacyjne podejścia mogą przyspieszyć proces diagnostyczny. 

Walidacja tych metod pozwala na szybsze wykrycie zagrożeń zarówno w kontekście 

infekcji klinicznych, jak i w przemyśle spożywczym. Dostosowanie systemu do 

identyfikacji tych mikroorganizmów wspiera szybszą diagnostykę, zmniejsza ryzyko 

rozprzestrzeniania się drobnoustrojów opornych i podnosi efektywność procesów 

przemysłowych, co wpisuje się w cel [P3]. 

3. Wykorzystanie MALDI-TOF MS w analizie mechanizmów oporności na 

antybiotyki: Zastosowanie MALDI-TOF MS w połączeniu z analizą widma 

białkowego oraz bazami danych, takimi jak UniProt, pozwoliło na precyzyjną 
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identyfikację białek związanych z mechanizmami oporności na antybiotyki. Walidacja 

tej metody wykazała jej skuteczność w skracaniu czasu analizy w porównaniu do 

tradycyjnych metod genotypowych, oferując wysoką specyficzność i umożliwiając 

identyfikację szerokiego zakresu patogenów. Integracja wyników masowych z bazami 

danych białkowymi stanowi nowoczesne narzędzie diagnostyczne, które wspiera 

szybkie określenie mechanizmów oporności i ułatwia dobór odpowiedniej terapii 

celowanej, zgodnie z celem [P2, B2]. 

4. Zastosowanie testu MBT-ASTRA w analizie oporności na antybiotyki: Po raz 

pierwszy zastosowano test MBT-ASTRA do analizy oporności Staphylococcus aureus 

na azytromycynę i lewofloksacynę, co stanowi istotny wkład w rozwój metod szybkiej 

diagnostyki, szczególnie w kontekście szczepów MRSA. Walidacja tej metody 

wykazała również różnice w skuteczności i precyzji narzędzi diagnostycznych, takich 

jak Zybio EX2600 i Bruker Microflex LT/SH. Badania te podkreślają znaczenie 

walidacji nowoczesnych narzędzi diagnostycznych i ich potencjał w precyzyjnym 

dostosowaniu terapii antybiotykowej, co wpisuje się w cel [B2]. 

5. Opracowanie selektywnej metody izolacji antybiotyków: Opracowana innowacyjna 

metoda selektywnej izolacji antybiotyków z osocza ludzkiego przy użyciu włókien 

SPME pokrytych polimerami z odciskiem molekularnym wykazała znaczną poprawę w 

selektywności i efektywności izolacji. Walidacja tej metody pozwala na precyzyjne 

monitorowanie stężenia leków, co jest kluczowe w kontekście personalizacji leczenia. 

Wyniki te otwierają nowe możliwości diagnostyczne i wspierają dostosowanie terapii, 

szczególnie w przypadkach wymagających dokładnego doboru dawki leku, zgodnie z 

celami [P5, P6]. 

6. Zastosowanie SPME-LC-MS/MS do oznaczania antybiotyków w próbkach osocza: 

Po raz pierwszy zastosowano technikę SPME-LC-MS/MS do oznaczania antybiotyków 

w próbkach osocza pobranych od pacjentów intensywnej terapii. Walidacja tej metody 

umożliwiła precyzyjne monitorowanie stężeń leków i ich metabolitów, co ma kluczowe 

znaczenie w personalizacji terapii antybiotykowej w krytycznych przypadkach. Wyniki 

tych badań wskazują na dużą skuteczność i bezpieczeństwo tej metody, a także jej 

potencjał w ograniczaniu ryzyka związanego z antybiotykoopornościami, zgodnie z 

celami [P5, P6]. 

Wnioski z przeprowadzonych badań podkreślają istotną rolę nowoczesnych technik 

spektrometrycznych, takich jak MALDI-TOF MS, w diagnostyce mikroorganizmów i analizie 

mechanizmów antybiotykooporności. Zastosowanie tej technologii umożliwiło szybką i 
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precyzyjną identyfikację patogenów, w tym bakterii przetrwalnikujących, oraz znacząco 

skróciło czas inkubacji, co ma kluczowe znaczenie zarówno w diagnostyce klinicznej, jak i w 

przemyśle spożywczym. Po raz pierwszy wykorzystano test MBT-ASTRA do analizy 

oporności szczepów MRSA na lewofloksacynę i azytromycynę, co otwiera nowe możliwości 

diagnostyczne w leczeniu zakażeń wywołanych przez szczepy wielolekooporne. Porównanie 

wyników uzyskanych z wykorzystaniem spektrometrów Zybio EX2600 i BrukerMicroflex 

LT/SH dostarczyło cennych danych na temat skuteczności tych narzędzi w analizie oporności 

na imipenem. 

Innowacyjnym osiągnięciem było opracowanie włókien SPME pokrytych polimerami z 

odciskiem molekularnym (MIP), które po raz pierwszy zastosowano w analizie antybiotyków 

w osoczu ludzkim z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS. Metoda ta pozwala na precyzyjne 

monitorowanie stężeń leków i ich metabolitów, wspierając personalizację terapii oraz 

zwiększając jej skuteczność i bezpieczeństwo, szczególnie w warunkach intensywnej terapii. 

Badania te potwierdzają ogromny potencjał technik spektrometrycznych w diagnostyce 

mikrobiologicznej i terapii antybiotykowej, wskazując na możliwość dalszego rozwijania i 

wdrażania tych narzędzi w praktyce klinicznej. Optymalizacja tych metod i ich integracja z 

bazami danych białkowych, takimi jak UniProt, umożliwia lepsze zrozumienie mechanizmów 

antybiotykooporności oraz opracowanie celowanych strategii terapeutycznych w odpowiedzi 

na globalne wyzwania zdrowotne. 
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Streszczenie 

Przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej jest zastosowanie zaawansowanych technik 

analitycznych, takich jak spektrometria MALDI-TOF MS w badaniu mechanizmów 

antybiotykooporności, identyfikacji drobnoustrojów klinicznych oraz monitorowaniu terapii 

antybiotykowej. W pracy połączono podejścia „-omiczne”, w tym proteomikę i metabolomikę, 

z nowoczesnymi narzędziami diagnostycznymi, co stanowi znaczący wkład w rozwój 

medycyny spersonalizowanej i diagnostyki mikrobiologicznej. 

Badania obejmowały zastosowanie techniki MALDI-TOF MS do szybkiej i precyzyjnej 

identyfikacji bakterii izolowanych z próbek klinicznych, takich jak trudno gojące się rany czy 

infekcje układu oddechowego. Wykorzystano techniki MBT-STAR-BL i MBT-ASTRA do 

analizy oporności na różne klasy antybiotyków, w tym beta-laktamy, makrolidy i chinolony. 

Szczególną uwagę poświęcono integracji techniki MALDI-TOF MS z innymi metodami 

analitycznymi, co umożliwia kompleksową ocenę patogenów, ich mechanizmów 

adaptacyjnych i właściwości biologicznych. 

Istotną częścią pracy było opracowanie nowatorskich włókien mikroekstrakcyjnych 

pokrytych polimerami z odciskiem molekularnym (MIP) do izolacji antybiotyków, takich jak 

amoksycylina, cefotaksym i metronidazol, z próbek osocza pacjentów intensywnej terapii. 

Zastosowanie tej technologii w połączeniu z chromatografią cieczową sprzężoną ze 

spektrometrią mas (SPME-LC-MS/MS) umożliwiło precyzyjną analizę stężeń leków i ich 

metabolitów w próbkach biologicznych. Po raz pierwszy zastosowano tę metodę w diagnostyce 

klinicznej, co stanowi znaczący postęp w personalizacji terapii farmakologicznej. 

Wyniki badań wykazały, że opracowane metody pozwalają na znaczące skrócenie czasu 

diagnostyki i zwiększenie precyzji w identyfikacji patogenów oraz ocenie ich oporności. 

Zaprezentowano również innowacyjne podejście do przygotowania próbek, wykorzystując 

nanocząstki srebra jako alternatywną matrycę w technikach laserowej desorpcji/jonizacji, co 

umożliwia bardziej efektywną analizę związków o niskiej masie cząsteczkowej. 

Opracowane narzędzia diagnostyczne mają potencjał zastosowania w rutynowej 

diagnostyce mikrobiologicznej oraz monitorowaniu terapii antybiotykowej. Dzięki 

interdyscyplinarnemu podejściu, łączącemu spektrometrię mas, metody „-omiczne” i 

nowoczesne techniki przygotowania próbek, badania te wspierają walkę z problemem 

antybiotykooporności. Stanowią również cenny wkład w rozwój nowoczesnej diagnostyki i 

terapii, przyczyniając się do poprawy jakości opieki zdrowotnej oraz skuteczności leczenia 

infekcji bakteryjnych. 



 

233 

 

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. 

 


