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3.1. Zatrudnienie w jednostkach naukowych

2014 — obecnie Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja

Kopernika w Toruniu

= adiunkt w Katedrze Mikrobiologii

2008 —2014  Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja

Kopernika w Toruniu

= asystent w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii

3.2. Zatrudnienie w innych jednostkach

2021 — obecnie Szpital Uniwersytecki nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy

= starszy asystent diagnostyki laboratoryjnej w Zakfadzie Mikrobiologii Klinicznej
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2014 -2021  Szpital Uniwersytecki nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy

= miodszy asystent diagnostyki laboratoryjnej w Zaktadzie Mikrobiologii Klinicznej

2012 -2014  10. Wojskowy Szpital Kliniczny z Poliklinikg w Bydgoszczy

= miodszy asystent diagnostyki laboratoryjnej w Zaktadzie Patomorfologii



4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R.
O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE
SZTUKI (DZ. U. 2016 POZ. 882 ZE ZM. W DZ. U. 2016 POZ. 1311)

4.1. Tytut osiagniecia

Aktywnosc substancji pochodzenia naturalnego i antybiotykow
wobec biofilmu pateczek Proteus spp.

4.2. Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia

Osiggniecie naukowe zostato udokumentowane cyklem 5 prac opublikowanych w latach 2013-2020
w czasopismach ujetych w bazach: Journal Citation Reports (JCR), Web of Science i Scopus. We
wszystkich wymienionych pracach jestem pierwszym autorem. tgczny wspdtczynnik Impact Factor
cyklu tych prac wynosi IF 13,992, a wartos¢ punktacji MEIN - 205.

H1: Kwiecinska-Pirdg J, Skowron K, Zniszczol K, Gospodarek E (2013): The assessment of Proteus
mirabilis susceptibility to ceftazidime and ciprofloxacin and the impact of these antibiotics at
subinhibitory concentrations on Proteus mirabilis biofilms. BioMed Res Int 2013: 930876,
doi:10.1155/2013/930876; IF 2,706, MEiN 30

Mdoj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu
badan, analizie uzyskanych wynikow, przygotowaniu artykutu oraz zredagowaniu tresci
manuskryptu. Udziat procentowy szacuje na 85%.

H2: Kwiecinska-Pirog J, Skowron K, Bartczak W, Gospodarek-Komkowska E (2016): The
ciprofloxacin impact on biofilm formation by Proteus mirabilis and P. vulgaris strains. Jundashapur J
Microbiol, 9 (4): 32656, doi: 10.5812/jjm.32656; IF 1,017, MEIN 15

Modoj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu
badan, analizie uzyskanych wynikdw, przygotowaniu artykutu oraz zredagowaniu tresci
manuskryptu. Udziat procentowy szacuje na 85%.

H3: Kwiecinska-Pirég J, Skowron K, Bogiel T, Biatucha A, Przekwas J, Gospodarek-Komkowska E
(2019): Vitamin C in the presence of sub-inhibitory concentration of aminoglycosides and
fluoroquinolones alters Proteus mirabilis biofilm inhibitory rate. Antibiotics (Basel) 11; 8 (3): 116; doi:
10.3390/antibiotics8030116; IF 3,983, MEIN 70

Mdj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu
badan, analizie uzyskanych wynikdéw, przygotowaniu artykutu oraz zredagowaniu tresci
manuskryptu. Udziat procentowy szacuje na 75%.

H4: Kwiecinska-Pirdg J, Przekwas J, Majkut M, Skowron K, Gospodarek-Komkowska E (2020):
Biofilm formation reducing properties of Manuka honey and propolis in Proteus mirabilis rods isolated
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from chronic wounds. Microorganisms 19; 8 (11): 1823, doi: 10.3390/microorganisms8111823; IF
4,128, MEIN 20

Moj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu
badan, analizie uzyskanych wynikow oraz zredagowaniu tresci manuskryptu. Udziat
procentowy szacuje na 80%.

H5: Kwiecinska-Pirég J, Skowron K, Sniegowska A, Przekwas J, Balcerek M, Zatuski D, Gospodarek-
Komkowska E (2019): The impact of ethanol extract of propolis on biofilm forming by Proteus mirabilis
strains isolated from chronic wounds infections. Nat Prod Res 33 (22): 3293-3297, doi:
10.1080/14786419.2018.1470513; IF 2,158, MEIN 70

Mdoj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu
badan, analizie uzyskanych wynikéw, przygotowaniu artykutu oraz zredagowaniu tresci
manuskryptu. Udziat procentowy szacuje na 70%.

4.3. Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omdéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Drobnoustroje w toku swojej ewolucji wyksztatcity wiele form adaptacyjnych do zmieniajgcych sie
warunkéw sSrodowiska. Jedng z nich jest biofilm, ktéry jest preferencyjnie tworzony przez
drobnoustroje bytujgce w niemal kazdym Srodowisku [8]. Biofilm definiowany jest jako zespot
komunikujgcych sie ze sobg komdrek drobnoustrojéw, ktére otoczone sg pozakomdérkowa macierza.
Przylegajg do powierzchni biotycznych lub abiotycznych, lub do siebie wzajemnie, tworzgc biomase
komorek [10].

Pierwsze naukowe informacje o biofilmie ujete sg w pracach Anthony’ego van Leeuwenhoek’a,
ktory w listach publikowanych od wrzesnia 1683 roku do czerwca 1708 roku przedstawiat ryciny
zagregowanych drobnoustrojow. Pochodzity one z zeskrobin jego jezyka i dzigset, a dzi$ okreslane s3
ptytka nazebna.

Poczatkowo zjawisko nienazwanego jeszcze biofilmu wykazywano wyfacznie w obszarze
przemystowym. Pod koniec XIX wieku Ludwik Pasteur przypisywat skupiskom komadrek bakteryjnych
wiasciwosci fermentacji octowej. W mikrobiologii wéd morskich, w pierwszej potowie XX wieku,
terminem ,,film” okreslano komarki zagregowane na zewnetrznej powierzchni fodzi [32].

Chociaz sam termin ,biofilm” byt znany w mikrobiologii Srodowiskowe] juz w 1935 roku, to

w medycynie zaczat funkcjonowac dopiero w drugiej potowie XX wieku. Byto to wynikiem wspodtpracy
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dotyczacej sposobdw ograniczania zakazen wywotanych przez pateczki Pseudomonas aeruginosa
u pacjentdw z mukowiscydozg, zespotéw dwdch mikrobiologdw: Nielsa Hgiby i Billa Costertona [32].
Termin ,biofilm” w 1985 roku zastgpit wykorzystywane przez Costertona okreslenia: “glikokaliks” lub
,Sluz”.

Pierwsze badania dotyczace biofilméw opieraty sie na obserwacjach z wykorzystaniem
mikroskopéw swietlnych optycznych i elektronowych. Dostarczyly one podstawowych informacji
dotyczacych ich fizjologii, sktadu i etapdw tworzenia. Rozwdj metod badawczych pozwala na
pozyskiwanie nowych i bardziej szczegdétowych informacji, m.in., na temat ich budowy.

Obecnie wiadomo, ze grubos¢ biofilmu nie przekracza 10-30 nm [13]. Sktada sie on z wody,
macierzy pozakomoérkowej oraz komérek drobnoustrojéw. W objetosciowym sktadzie biofilmu
dominuje woda, stanowigca, w zaleznosci od rodzaju, a nawet gatunku drobnoustroju, od 70 do 97%
masy biofilmu [38]. Przyjmuje ona dwie postacie: wody wolnej i wody zwigzanej z powierzchnig
komoérek drobnoustrojow oraz macierzg biofilmu. Woda wolna wypetnia kanaty i pory biofilmu.
W kanatach petni funkcje transportujaca sktadniki odzywcze do wewnetrznych warstw biofilmu oraz
produkty przemian metabolicznych do srodowiska. Rolg wody wystepujgcej w porach biofilmu jest
utrzymywanie optymalnego ciSnienia osmotycznego oraz magazynowanie, m.in.,, materiatu
genetycznego, czy enzymow wydzielanych pozakomérkowo [38].

Sktadnikami budujgcymi macierz biofilmu sg zewnatrzkomdrkowe polimery (ang. extracellular
polymeric substances, EPS). EPS jest mieszaning polisacharydéw, biatek, kwaséw nukleinowych
i lipidow, pochodzacych z wydzielanych przez drobnoustroje zewnatrzkomoérkowo enzymoéw,
materiatu genetycznego i sktadnikow wewnatrzkomdrkowych uwalnianych z rozpadajacych sie
komorek. Rolg macierzy biofilmu jest stabilizacja komdrek drobnoustrojéw, tworzenie Srodowiska
wzajemnych interakcji, umozliwienie komunikacji miedzykomdrkowej, horyzontalnego transferu
gendéw czy ochrona przed szkodliwymi czynnikami Srodowiska wzrostu [10]. Macierzy biofilmu
przypisuje sie istotng role w patogenezie zakazen. Niektore z jej sktadnikow, np. lipazy, fibrynolizyny,
Dnazy, sg uznanymi czynnikami wirulencji [16]. Macierz okreslana jest takie jako ,archiwum”
genetyczne [10].

Komorki drobnoustrojow w biofilmie zajmujg jego najmniej liczny procentowo sktadnik.
Objetosciowo stanowig pomiedzy 0,2 a 0,4 komorki bakteryjnej na 1 um= biofilmu [39]. W zaleznoéci
od potozenia w obrebie biofilmu rdznig sie pomiedzy sobg, m.in., cechami fenotypowymi czy
poziomem ekspresji gendéw. Komarki warstwy powierzchniowej majg najszybsze tempo metabolizmu,
ale sg najbardziej narazone na dziatanie czynnikéw pochodzacych ze Srodowiska zewnetrznego. Im
komoérki drobnoustrojow sg blizej powierzchni przylegania, tym wolniejszy jest ich metabolizm,

zaczyna dominowac¢ metabolizm fermentacyjny, dochodzi do zmian w ekspresji gendw, np. kodujgcych
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struktury odpowiedzialne za ruch. Jest to uwarunkowane mniejszg dostepnoscig do sktadnikéw
odzywczych i tlenu oraz gromadzeniem sie produktéw przemian metabolicznych [8].

Tworzenie biofilmu jest procesem kilkuetapowym. Jego zapoczatkowanie jest zwigzane ze
wstepnym przyleganiem drobnoustrojow do powierzchni biotycznej lub abiotycznej [6].

Adhezja bakterii lub grzybow do powierzchni, lub do siebie nawzajem, jest procesem ztozonym,
na ktéry ma wptyw szereg czynnikow [53]. Do czynnikdw zwigzanych z drobnoustrojami nalezg: czas
wstepnej adhezji, poczatkowe zageszczenie drobnoustrojow i cechy morfologiczne komodrek, np.
sktadniki sciany komdrkowej, obecnos$é rzesek czy fimbrii. Jezeli biofilm tworzy sie na powierzchni
statej, to adhezje wyznaczajg rowniez wtasciwosci powierzchni, na ktérej dochodzi do osiedlania sie
drobnoustrojow, m.in., jej fadunek, porowatosé czy zdolno$é do zatrzymywania wody [53].

W kolejnym etapie formowania biofilmu dochodzi do namnazania komdrek drobnoustrojow
i ich réznicowania sie. Wytwarzane sg duze ilosci EPS. Zaczynajg tworzy¢ sie mikrokolonie, pomiedzy
ktérymi formuja sie kanaty i pory. Biofilm osigga dojrzatosc.

Komorki bakteryjne dojrzatego biofilmu wykazujg znacznie wyzszy poziom opornosci na
czynniki $Srodowiskowe, m.in., na leki przeciwdrobnoustrojowe, niz komérki planktoniczne [22].
Opornosé ta jest uwarunkowana budowgq biofilmu. Komérki gtebszych warstw sg chronione przed
dostepem antybiotykdow i sktadnikéw uktadu immunologicznego gospodarza przez struktury
powierzchniowe biofilmu. Leki przeciwdrobnoustrojowe sg wigzane przez macierz biofilmu, co
ogranicza ich dyfuzje do powierzchni, na ktérej zapoczatkowana zostata adhezja. Zmniejszenie
dostepnosci tlenu i sktadnikdw odzywczych w gtebokich warstwach biofilmu powoduje spadek tempa
metabolizmu obecnych tam komédrek drobnoustrojéw, przez co oddziatywanie lekow
przeciwdrobnoustrojowych, skutecznych wobec komodrek dzielgcych sie, jest niewystarczajace do
uzyskania sukcesu terapeutycznego. Ograniczenie sktadnikéw odzywczych jest czynnikiem stresowym
dla drobnoustrojéw, powodujgcym zmiany w ekspresji gendw, w tym tych, ktére warunkujg wzrost
opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe. Antybiotyki sg réwniez hydrolizowane przez enzymy
obecne w kanatach i porach biofilmu. Ponadto stres oksydacyjny w potaczeniu z duzg gestoscia
komoérek sprzyja horyzontalnemu przekazywaniu gendw opornosci na antybiotyki oraz zwiekszone;j
czestosci mutacji punktowych. W konsekwencji tych wszystkich czynnikdw pojawia sie w biofilmie
populacja komérek okreslanych mianem komaérek przetrwatych (ang. persister cells) [21]. Komérki te
odpowiadajg za nawrotowy charakter zakazen zwigzanych z wystepowaniem biofilmu po zakonczonej
antybiotykoterapii.

Jednym z mechanizméw opornosci biofilmu na leki przeciwdrobnoustrojowe jest zdolnosé
komunikowania miedzykomérkowego (ang. quorum sensing, QS) [17]. Proces ten opiera sie na
wytwarzaniu i wydzielaniu przez komérki chemicznych czastek, nazywanych autoinduktorami, ktére

po osiggnieciu odpowiedniego stezenia w srodowisku, przytgczajg sie do odpowiednich biatkowych
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receptorow innych komoérek. Efektem tego dziatania sg skoordynowane zmiany w ekspresji
okreslonych gendw [17]. QS bakterii Gram-dodatnich opiera sie na aktywnosci kroétkich sygnatéw
oligopeptydowych jako autoinduktoréw i uktadéw dwusktadnikowych zbudowanych z receptoréw
kinaz sensorowych potgczonych z btong cytoplazmatyczng bakterii oraz cytoplazmatycznych czynnikéw
transkrypcyjnych odpowiedzialnych za zmiane ekspresji genéw. U bakterii Gram-ujemnych role
autoinduktoréw petnig N-acylowane laktony homoseryny (ang. acyl-homoserine lactones, AHL),
bedace produktem enzyméw typu Luxl [36].

Za pomocg QS moga byé przekazywane sygnaty dotyczace ostatniego etapu tworzenia
biofilmu, tj. dyspersji. Odrywanie sie komérek warstw powierzchniowych biofilmu moze stanowic
poczatek kolonizacji drobnoustrojéw w innym miejscu.

Specyficzna, warstwowa budowa biofilmu, opisana powyzej, oraz jego zdolnos¢ do dyspersji sg
czynnikami warunkujgcymi jego opornos¢ na leki przeciwdrobnoustrojowe czy sktadniki ukfadu
immunologicznego gospodarza, czego konsekwencjg sg niepowodzenia w leczeniu zakazen.

Wedtug Amerykanskiego Narodowego Instytutu Zdrowia (ang. The National Institutes of
Health, NIH) zakazenia zwigzane z biofilmem stanowig 65% wszystkich zakazen i 80% zakazen
o charakterze przewlektym [wg 13]. Zakazenia zwigzane z obecnoscig biofilmu dzielg sie na zakazenia
przy nieobecnosci wszczepdw oraz na zakazenia zwigzane z ciatem obcym (biomateriatem) [7].

Zakazenia przewlekte bez obecnosci biomateriatu, to: zapalenia przyzebia, zakazenia ran
przewlektych i zapalenie kosci i szpiku. Zakazenia zwigzane z biomateriatem to gtéwnie zakazenia
powigzane z obecnoscig: cewnikdw naczyniowych, w tym przede wszystkim cewnikéw centralnych
i dializacyjnych, protez stawdéw, cewnikéw do pecherza moczowego, sztucznych zastawek serca,
rozrusznikéw serca, soczewek kontaktowych czy implantow piersi [13].

Obecnie uwaza sie, ze kazdy gatunek bakterii i grzybdw ma zdolnosé tworzenia biofilmu,
a wiec, teoretycznie kazdy z nich moze stanowi¢ czynnik etiologiczny wymienionych zakazen. Wyniki
badan prowadzonych w tym temacie pozwalajg stwierdzi¢, ze rézne gatunki drobnoustrojéw moga
tworzy¢ biofilm z rézng intensywnoscia, co przektada sie na ich udziat w patogenezie zakazen,
szczegoblnie o charakterze przewlektym lub zwigzanych ze stosowaniem biomateriatu.

W zakazeniach powigzanych z tworzeniem biofilmu, tj. zakazeniach ran przewlektych, jak
i w zakazeniach uktadu moczowego (ZUM) u pacjentéw z wprowadzonym cewnikiem do pecherza
moczowego (ang. catheter-associated urinary tract infection, CAUTI), istotne znaczenie wsréd
czynnikéw etiologicznych majg pateczki Gram-ujemne, m.in., P. aeruginosa i Proteus mirabilis. Ocena
zdolnosci tworzenia biofilmu przez pateczki P. mirabilis stanowi przedmiot badan przedstawianych
w pracach skfadajacych sie na wnioskowane osiggniecie habilitacyjne.

Pateczki rodzaju Proteus nalezg taksonomicznie do wyodrebnionej w latach 2016-2017 z rzedu

Enterobacteriales rodziny Morganellaceae [31]. W obrebie rodzaju wyrdzniono obecnie 11 nazwanych
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gatunkéw: P. alimentorum, P. cibi, P. columbae, P. faecis, P. hauseri, P. inconstans, P. mirabilis,
P. myxofaciens, P. penneri, P. terrae i P. vulgaris [58]. Ich wspdlng charakterystyczng cechg jest
dimorfizm morfologiczny, ktéry polega na zdolnosci zmiany ksztattu komérki w zaleznosci od
Srodowiska wzrostu. Cecha ta stanowita podstawe nadania nazwy dla catego rodzaju, ktéry ma swojg
etymologie w literaturze starozytnej. W ,,0dysei” Homera Proteus zostat opisany jako bostwo morskie,
posiadajgce zdolnosé przepowiadania przysztosci. Warunkiem byto jego schwytanie, co byto bardzo
trudne ze wzgledu na jego zdolno$¢ do przybierania réznych postaci [4].

Dimorfizm bakterii rodzaju Proteus polega na wystepowaniu dwdch postaci morfologicznych,
tj. ,swimming cells” i ,swarming cells”. Formy te sg zalezne od warunkéw srodowiska wzrostu;
,Swimming cells” wystepujg w srodowisku ptynnym, zas ,,swarming cells” — na podtozach statych.

,Swarming cells” mogg wystepowaé u wielu gatunkéw bakterii, ale zwykle jest to cecha
nielicznej populacji komérek danego rodzaju lub gatunku, wymagajaca wilgotnego podtoza do wzrostu
[12]. U pateczek Proteus spp. jest to cecha charakterystyczna dla rodzaju i wyraznie zaznaczona [40].
Komorki ,swarming cells” powstajg z pofaczenia kilku — kilkunastu komoérek ,swimming cells”.
Poruszajg sie szybko po powierzchni podtoza statego dzieki zwielokrotnionej liczbie rzesek obecnych
na powierzchni komorek w poréwnaniu do ,swimming cells”. Réznicowanie sie komérek Proteus spp.
do ,swarming cells” jest regulowane aktywacjg ekspresji operonu flhDC, na ktérg wptyw ma szereg
produktéw innych gendéw, np. umo, WosA, RppAB czy mrp [30].

Zaréwno ,swarming cells”, jak i ,swimming cells” sg zwigzane ze wzrostem mgtawicowym
(rozpetztym) Proteus spp. i zjawiskiem ,,rojenia sie” widocznego jako centrycznie rozchodzace sie kregi
na powierzchni podfoza statego. Wzrost mgtawicowy jest waznym czynnikiem wirulencji bakterii tego
rodzaju.

Chorobotwérczosé pateczek Proteus spp. jest wynikiem wytwarzania przez komérki bakteryjne
szeregu enzymoéw pozakomodrkowych, np. ureazy, inwazyn, deaminaz aminokwaséw, hemolizyn czy
proteaz immunoglobulin, jak réwniez wigze sie z obecnoscig struktur sciany komoérkowej, tj. fimbrii czy
pecherzykdw btonowych (ang. outer membrane vesicles, OMV) [40]. Innym uznanym czynnikiem
wirulencji pateczek Proteus spp. jest biofilm [40, 50]. Tworzenie biofilmu przez szczepy Proteus spp.
jest Scisle powigzane z obecnoscig innych czynnikéw wirulencji, w szczegdlnosci: ruchu mgtawicowego,
fimbrii, rzesek, ureazy, otoczki polisacharydowej czy katalazy [50, 51].

Biofilm tworzony przez pateczki Proteus spp. w uktadzie moczowym, z powodu swojego sktadu
chemicznego jest charakterystyczny, gdyz zawiera fosforany magnezowo-amoniowe (MgNH4PO4 x
6H,0; struwit) oraz fosforany wapnia (Ca1o(PO4)s x COs3; apatyt). Powstajg one w wyniku podwyzszenia
pH moczu przez amoniak, bedacy produktem rozktadu mocznika przez ureaze wytwarzang przez
opisywane bakterie [50]. Wykazano [49], ze jesli pateczki rodzaju Proteus stanowig istotny skfadnik

mikrobioty jelitowej pacjenta, biofilm na powierzchni cewnika umieszczonego w pecherzu moczowym
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zaczyna tworzy¢ sie juz w kilka minut po jego wprowadzeniu do drég moczowych. W ciggu kilku dni
moze to doprowadzi¢ do zamkniecia jego Swiatta [18, 45]. Proces intensywnej inkrustacji cewnikéw
wprowadzonych do pecherza moczowego jest czestym zjawiskiem i dotyczy nawet 50% pacjentow
dtugotrwale cewnikowanych [27].

U wiekszosci chorych dtugotrwale cewnikowanych, u ktérych stwierdzono bakteriurie
o etiologii Proteus spp., wystepuja kamienie moczowe [45]. W ich wewnetrznych strukturach,
chronione przed dziataniem antybiotykéw, znajdujg sie komérki bakteryjne, odpowiedzialne za
nawracajacy charakter zakazen umiejscowionych w uktadzie moczowym.

Badania Mathur i wsp. [28] wskazujg, ze proces inkrustacji cewnikéw jest zalezny od pH moczu.
Aktywnos¢ ureazy pateczek P. mirabilis obecnych na powierzchni cewnika wprowadzonego do
pecherza moczowego prowadzi do wzrostu pH moczu do wartosci okofo 8,0. Wykazano, ze zmiana pH
moczu ogranicza inkrustacje cewnikéw [28]. Proces ten w przypadku pateczek P. mirabilis jest zalezny
od stezenia sktadnikdw mineralnych w moczu, m.in., jonéw Mg?*, Ca? lub fosforanéw [47].

Kliniczne znaczenie biofilmu, jako czynnika ryzyka rozwoju lub utrzymywania sie i nawrotéw
zakazenia, nie jest w duzej mierze okreslone. Jest to wynikiem rozbieznosci pomiedzy naukowcami,
ktdrzy badajg sam biofilm a klinicystami, ktdrzy czesto nie znajg lub nie doceniajg jego roli
w patogenezie choréb cztowieka. Dowodem na to mogg by¢ chociazby wyniki wyszukiwania tytutow
publikacji w bazie PubMed na dzient 18.10.2022 roku z zakresu badan dotyczacych biofilmu (21 700),
czynnikéw ryzyka (26 804) oraz obu tych zagadnien badanych razem (8 wynikow).

Dotychczas nie opracowano skuteczniej metody eradykacji biofilmu in situ. Najpewniejszg
metoda trwatego pozbycia sie biofilmu z powierzchni biomateriatu, jest jego usuniecie podczas zabiegu
lub operacji, cho¢ moze on oderwaé sie i rozwingc¢ zakazenie o innym umiejscowieniu lub doprowadzi¢
do uogdlnienia procesu chorobowego. Stosuje sie réwniez nieliczne antybiotyki o potencjalnych
wtasciwosciach przeciwbiofilmowych (rifamycyny, gentamicyna) lub tez biomateriaty ze specjalnymi
powtokami ograniczajacymi przyleganie drobnoustrojéw [1].

Ograniczeniem skutecznej antybiotykoterapii zakazen z udziatem biofilmu jest przede wszystkim
utrudniona penetracja antybiotykéw do jego gtebokich warstw. Wobec tego komérki drobnoustrojow
gtebszych warstw biofilmu poddawane sg z reguty nizszym stezeniom antybiotykdow czy zwigzkow
o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym niz komérki warstwy powierzchniowej i komaorki planktoniczne.
Stezenia te okresla sie mianem stezen sub-inhibicyjnych. Poddawanie komérek drobnoustrojéw
dziataniu stezen sub-inhibicyjnych ogranicznia skutecznosé lekéw przeciwdrobnoustrojowych. Moze
rowniez prowadzi¢ do selekcji szczepdw opornych na stosowany antybiotyk, a nawet generowac
opornos¢ na inne grupy chemiczne lekow przeciwdrobnoustrojowych badz tez sprzyjaé tworzeniu

w populacji bakterii nowych cech — waznych w ich przezyciu i istotnych w patogenezie zakazen [20,
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37]. Opornosé generowana sub-inhibicyjnymi stezeniami antybiotykéw moze by¢ wynikiem zdolnosci
bakterii do rekombinacji homologicznych sekwencji materiatu genetycznego [23].

Prowadzone sg liczne badania nad mozliwosciami eradykacji lub zahamowania tworzenia sie
biofilméw przez rézne substancje, zarédwno naturalne, jak i te o charakterze leczniczym. Ocena
aktywnosci substancji pochodzenia naturalnego i antybiotykéw wobec biofilmu pateczek Proteus spp.

byta celem badan sktadajacych sie na przedstawione osiggniecie naukowe.

4.3.2. Cel naukowo-badawczy

Przez ostatnie dekady uwaga badaczy koncentrowata sie giéwnie na antybiotykach
i chemioterapeutykach oraz ich oddziatywaniu wobec komdrek planktonicznych. Zostaty poznane,
m.in., mechanizmy dziatania poszczegdlnych grup antybiotykdw oraz wprowadzone modyfikacje
chemiczne antybiotykéw naturalnych, ktére poszerzajg ich zakres dziatania. Jednak obecnie, nawet
w odniesieniu do komdrek planktonicznych, skutecznos¢ antybiotykow jest czesto niewystarczajgca.
Izolowane sg od pacjentéw szczepy, ktére w badaniach in vitro wykazujg opornos¢ na wszystkie
dostepne leki przeciwdrobnoustrojowe. Zwigzane jest to przede wszystkim z horyzontalnym
transferem gendw i klonalnym rozprzestrzenianiem sie szczepdw z nabytymi mechanizmami opornosci
na antybiotyki. Oba te mechanizmy sg nasilone, gdy komaérki bakteryjne utworzg biofilm.

Obecnosc¢ biofilmu wptywa niekorzystnie na proces diagnostyczny, jak i leczenie zakazenia.
Skutecznos¢ antybiotykéw jest ograniczana nie tylko selekcjg szczepdw opornych, ale tez samg budowg
biofilmu. Czesto zalecany czas prowadzonej terapii przeciwdrobnoustrojowej nie jest wystarczajacy,
aby usungé¢ komorki warstw wewnetrznych biofilmu, co powoduje tylko tymczasowe ustgpienie
objawéw klinicznych zakazenia, a nastepnie odpowiada za jego nawrotowy charakter. Konieczne
wobec tego jest okreslenie sposobdw eradykacji biofilmu lub metod zapobiegajacych jego tworzeniu.
Obecnie dostepne sposoby s niewystarczajgce lub ich dziatanie jest jeszcze niedostatecznie
udowodnione.

W mojej pracy badawczej skupiono sie na ocenie zdolnosci pateczek rodzaju Proteus do
tworzenia biofilmu, jak i do sposobdw ograniczenia formowania tej struktury przez dostepne leki
przeciwdrobnoustrojowe oraz substancje pochodzenia naturalnego, np. miody czy witaminy. Sg to
zwigzki, ktére majg udowodnione dziatanie wobec komérek planktonicznych i sg powszechnie
dostepne. Ocena ich dziatania przeciwbiofilmowego jest istotnym zagadnieniem w kontekscie

wspotczesnych wyzwan w leczeniu zakazen.
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W przedstawionym cyklu prac mozna wyrdzni¢ dwa podstawowe kierunki badan:

A. ocena wptywu sub-inhibicyjnych stezen cefalosporyn, aminoglikozyddw i fluorochinolondéw
oraz ich pofaczen z antyoksydantami na zdolnosé tworzenia biofilmu przez szczepy Proteus
spp.,

B. ocena wptywu produktéw naturalnych pochodzenia pszczelego na ograniczenie tworzenia

biofilmu przez pateczki P. mirabilis izolowane z zakazen ran przewlektych.

4.3.3. Omowienie wynikow badan

Gtéwnym tematem moich badan jest biofilm tworzony przez pateczki rodzaju Proteus. Bakterie tego
rodzaju majg istotne znaczenie w etiologii ZUM u pacjentéw z cewnikiem wprowadzonym do pecherza
moczowego, jak réwniez w kolonizacji i w zakazeniach ran przewlektych. Obie postaci tych zakazen
najczesciej przebiegajg z udziatem biofilmu. Z tego powodu szczepy Proteus spp., wykorzystywane
w badaniach stanowigcych niniejszy cykl, pochodzg z moczu oraz z wymazéw z ran przewlektych
pobieranych od pacjentéw z rozpoznanym, odpowiednio: ZUM lub niegojagcym sie zakazeniem

skéry/tkanki podskdrne;.

A. Ocena wptywu sub-inhibicyjnych stezen cefalosporyn, aminoglikozydéw i fluorochinolonéw
oraz ich potaczen z antyoksydantami na zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez pateczki Proteus
spp.

Pierwsze z badan przedstawionych w niniejszym cyklu [H1] dotyczg wptywu antybiotykéw oraz

zwigzkéw o potencjale antyoksydacyjnym wobec biofilmu pateczek rodzaju Proteus. Do badan zostaty

wybrane antybiotyki z dwéch réznych grup chemicznych, tj. ceftazydym (cefalosporyna Ill generacji)
oraz ciprofloksacyna (fluorochinolon) o réznych mechanizmach dziatania na komérke bakteryjna

i stosowanych w leczeniu ZUM. Cefalosporyny hamuja synteze s$ciany komodrkowej, natomiast

fluorochinolony — hamujg aktywnos¢ topoizomerazy, wptywajac na synteze materiatu genetycznego

komoérki bakteryjne;j.

Ocene wptywu przedstawicieli obydwu wymienionych lekéw przeciwbakteryjnych, tj.
ceftazydymu i ciprofloksacyny wobec biofilmu pateczek P. mirabilis przedstawiono w pracy H1.
Badaniem objeto 50 szczepdw pateczek z gatunku P. mirabilis izolowanych z moczu (25; 50,0%) i ran
przewlektych (25; 50,0%) chorych leczonych w Szpitalu Uniwersyteckim nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza
w Bydgoszczy (SU1). Kazdy szczep wyosobniono od innego chorego. Wrazliwos$¢ szczepow na
ceftazydym (Sigma Aldrich) i ciprofloksacyne (Sigma Aldrich) okre$lano metodg mikrorozcienczen
w podtozu ptynnym zgodnie z metodologig Instytutu Standarddw Klinicznych i Laboratoryjnych (ang.

the Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) [56]. Oceniono obecnos¢ u badanych szczepéw
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beta-laktamaz o rozszerzonym zakresie substratowym (ang. extended spectrum beta-lactamases,
ESBL) metodg synergizmu dwéch krgzkéw (ang. double disc synergy test, DDST).

Wedtug aktualnych woéwczas kryteridw interpretacji wartosci minimalnego stezenia
hamujacego wzrost (ang. minimal inhibitory concentration, MIC) ustalonych przez Europejski Komitet
Oznaczania Antybiotykowrazliwosci Drobnoustrojow (ang. the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST) [57], wrazliwos¢ na ceftazydym stwierdzono u 32 (64,0%) badanych
szczepdw, a na ciprofloksacyne — u 20 (51,3%). Zastosowanie metody DDST pozwolito wykazac
obecnos¢ ESBL u 11 (22,0%) szczepow.

W pierwszym etapie badan nad biofilmem oceniano mase biofilmu tworzonego przez badane
szczepy stosujac metode wybarwiania komérek drobnoustrojow i macierzy zewnatrzkomorkowej
fioletem krystalicznym. Biofilm P. mirabilis zostat utworzony w studzienkach 96-dotkowej ptytki
polistyrenowej (Profilab). Na podstawie uzyskanych wynikdw pomiaru absorbancji przy dtugosci fali

470 nm zaszeregowano szczepy do kategorii: stabo, umiarkowanie i silnie tworzgcych biofilm (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Zrdznicowanie intensywnosci wybarwienia fioletem krystalicznym biofilmu tworzonego przez pateczki P. mirabilis
w studzienkach ptytki 96-dotkowej (zdj. wtasna). T — suma absorbancji kontroli ujemnej i jej trzech odchylen
standardowych

Najliczniejszg grupe (25; 50,0%) stanowity szczepy, ktérych biofilm wybarwit sie najbardziej
intensywnie, tj. absorbancja préby badanej wynosita wiecej niz czterokrotnos$¢ sumy sredniej
absorbancji kontroli ujemnej i jej trzykrotnego odchylenia standardowego. Nie stwierdzono natomiast
istotnej statystycznie réznicy w sile tworzenia biofilmu mierzonej stopniem wybarwienia fioletem
krystalicznym a pochodzeniem szczepdw (p>0,05; Bonferroni test).

Whptyw ceftazydymu i ciprofloksacyny byt oceniany wzgledem 12- i 24-godzinnego biofilmu
utworzonego w studzienkach 96-dotkowych ptytkach polistyrenowych (Profilab), ktory poddawano

dziataniu antybiotykéw w stezeniach /s MIC, /4 MIC, */, MIC i 1 MIC. Wptyw antybiotykéw na mase
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biofilmu oceniano zmianami wartos¢ absorbancji fioletu krystalicznego wybarwiajacego biofilm (Ryc.
2).

Poréwnujac wartosci absorbancji dostrzezono, ze ciprofloksacyna skuteczniej eradykuje 24-
godzinny biofilm P. mirabilis niz ceftazydym, a uzyskane réznice w wartosciach absorbancji sg istotne
statystycznie (p<0,005; test Kruskal-Wallisa). Uzyskane dla kazdego z badanych stezen antybiotykéw
wartosci absorbancji byty nizsze w odniesieniu do 24-godzinnego biofilmu niz biofilmu 12-godzinnego,
bez wzgledu na pochodzenie szczepu. Dla ceftazydymu wykazano odwrotng zaleznos¢ i antybiotyk ten
wydaje sie by¢ skuteczniejszy w ograniczaniu biofilmu P. mirabilis na wczes$niejszym etapie jego
tworzenia.

W przypadku najnizszych badanych stezeri ciprofloksacyny (/s i /2 MIC) udokumentowano
nizsze (0,8029 i 0,4634) srednie wartosci absorbancji fioletu krystalicznego zwigzanego z biofilmem dla
szczepow izolowanych z moczu niz dla szczepdw izolowanych z wymazdw z ran przewlektych (0,6292

i 0,3407). Jednak uzyskane rdznice nie byly istotne statystycznie (p>0,05).
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Ryc. 2. Wptyw stezen sub-inhibicyjnych ciprofloksacyny i ceftazydymu na 12- i 24-godzinny biofilm P. mirabilis (n=50).

Roznymi literami alfabetu tacinskiego oznaczono wartosci réznigce sie miedzy sobg istotnie statystycznie (test post-
hoc Bonferroni przy alfa 0,05)

Poszerzeniem tematu o zréznicowanie gatunkowe bakterii rodzaju Proteus byty wyniki badan
przedstawione w pracy H2, dotyczgcej oceny wptywu ciprofloksacyny na tworzenie biofilmu przez
szczepy z gatunkdéw P. mirabilis i P. vulgaris. W pracy tej badano po 20 szczepdw klinicznych obydwu
gatunkéw izolowanych od réznych pacjentéw SU1, oceniajac aktywnosé metaboliczng tworzonego
przez nie biofilmu poddawanego dziataniu ciprofloksacyny. Szczegdlne istotne jest wigczenie do puli
szczepdw badanych pateczek z gatunku P. vulgaris. Jest to zdecydowanie stabiej niz P. mirabilis
poznany gatunek tego rodzaju, majacy réwniez wiele czynnikdw wirulencji [14]. Publikacja H2 jest

jedna z nielicznych na Swiecie, w ktérej przedstawiono wyniki badan w zakresie oceny tworzenia
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biofilmu przez szczepy gatunku P. vulgaris. Wartosciag dodang tej publikacji jest analiza wrazliwosci
komérek planktonicznych szczepdw P. vulgaris na ciprofloksacyne.

Badane szczepy obydwu wymienionych gatunkéw izolowano z moczu (5; 25,0%) oraz
zwymazow z ran przewlektych (15; 75,0%). Do oceny tworzenia biofilmu wykorzystano zdolnos¢
redukcji chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego (TTC, Avantor™) do formazanu. TTC, oprdcz 2,3-bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-carboxanilide-2H-tetrazolium (XTT) czy 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) nalezy do zwigzkdw tetrazoliowych, ktére sg redukowane
przez aktywne metabolicznie komorki. Wykorzystanie TTC do oceny biofilmu P. mirabilis byto
przedmiotem wczesniejszych badan wtasnych [19]. Wyniki absorbancji biofilméw barwionych fioletem
krystalicznym i TTC, poréwnywano z wynikami posiewdw ilo$ciowych. Uzyskano zbieznosé wynikéw
obydwu metod w klasyfikacji szczepdw na podstawie poziomu absorbancji z metoda ilosciowg, co
pozwala na zastosowanie obydwu metod w badaniach biofilmu tworzonego przez pateczki Proteus spp.
[19]. W niniejszych badaniach wykorzystanie w pomiarze aktywnosci metabolicznej biofilmu Proteus
spp., mierzonej przyrostem absorbancji formazanu, byto jednym z pierwszych na swiecie.

Biofilm badanych pateczek tworzono w dotkach ptytki polistyrenowej, poddajgc go dziataniu
antybiotyku w gradiencie stezen. Na podstawie uzyskanych wartosci absorbancji obliczano
wspotczynniki redukcji  biofilmu, ktére postuzyty do okreslenia wartosci minimalnych stezen
eradykujgcych biofilm (ang. minimal biofilm eradication concentration, MBEC) przez 50% i 90%
badanych szczepéw, odpowiednio: MBECso i MBECqo.

Na podstawie uzyskanych wynikdw absorbancji oceniano wartosci MBECso i MBECq
ciprofloksacyny i poréwnywano je z wartosciami MICso i MICy tego leku uzyskanymi dla komodrek
planktonicznych. Wartosci MBECso sg 16-krotnie wyisze niz wartosci MICso dla szczepéw obu
gatunkdw, zas wartosci MBECsg s 512 razy wyzsze niz wartosci MICqo dla szczepdw P. mirabilis i 128
razy wyzsze dla P. vulgaris. Niewielkie réznice w wartosciach MBECso i MICso potwierdzaja, ze
ciprofloksacyna wydaje sie by¢ skuteczna w eradykacji biofilméw Proteus spp.

Kontynuacjg badan dotyczacych wptywu antybiotykdw na zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez
pateczki rodzaju Proteus byta ocena wptywu innych lekéw przeciwbakteryjnych i witaminy C.
W publikacji H3 przedstawiono wyniki dotyczagce wptywu sub-inhibicyjnych stezen dwadch
aminoglikozyddw (gentamicyny i amikacyny) i trzech fluorochinolonéw (norfloksacyny, ciprofloksacyny
i lewofloksacyny) oraz witaminy C na tworzenie biofilmu przez szczepy P. mirabilis.

Wsrdd antyoksydantow kwas askorbinowy ma szczegdlne znaczenie, a jego suplementacja jest
powszechna. Witamina C zostata po raz pierwszy opisana w latach 20-tych XX wieku przez wegierskiego
biochemika, Alberta Szent-Gyo6rgyi. Jej dzienna podaz przez dorostego cztowieka wynosi 75-1000 mg
/dobe. Jest wchtaniana w jelicie cienkim z udziatem transporteréw sodowo-zaleznych witaminy C (ang.

sodium-depend vitamin C transporters, SVCT). Jej stezenie w surowicy wynosi okoto 50-70 uM, zas
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w tkankach — od 200 do 2300 uM i jest silnie zalezne od rodzaju tkanki i stezenia w surowicy [35].
Wiekszos$¢ autoréw podaje, ze dawka do 100 mg/dobe okreslana jest jako suplementacja niskimi
dawkami, zas powyzej 100 mg — wysokimi dawkami. Witamina C suplementowana w nadmiarze jest
wydalana przez nerki [35].

Niedobdr witaminy C jest stwierdzany w przebiegu licznych choréb. Moze on wptywaé na
modyfikacje dziatania ukfadu immunologicznego poprzez wzmocnienie wytwarzania interferonu,
zmniejszenie stresu oksydacyjnego, bgdz na trombocytoze. Wykazano takze jej dziatanie hamujace
burze cytokinowa. Rozwaza sie pozytywny wptyw suplementacji wysokimi dawkami witaminy C
u pacjentdw w stanie krytycznym, rowniez w przebiegu zakazen wirusem SARS-CoV-2 [11].

Kwas askorbinowy ma powszechne zastosowanie jako suplement diety u pacjentéw
z nawracajgcym ZUM. Korzystne dziatanie witaminy Cw tych przypadkach wigze sie z przede wszystkim
zjej wptywem na pH moczu, co skutkuje zmiang Srodowiska wzrostu bakterii uropatogennych
i ograniczeniem ich namnazana. Wyniki badan w tym temacie sg rozbiezne, na co wskazujg wnioski
z meta-analizy przedstawione przez Noureldin [33]. Wykazano, ze u pacjentow z wyjsciowym wysokim
pH moczu, suplementacja diety wysokimi dawkami witaminy C znaczgco obniza pH moczu [33].
Zakazenie lub kolonizacja w obrebie uktadu moczowego pateczkami P. mirabilis, jako jednego
z istotnych gatunkdw bakterii nalezgcych do grupy uropatogendw, przebiega ze wzrostem pH moczu,
co jest zwigzane z aktywnoscig ureazy [42]. Wobec tego dziatanie witaminy C w ZUM o etiologii
P. mirabilis moze by¢ kluczowe dla osiggniecia korzystnego efektu terapeutycznego.

Obecnie poszukuje sie metod zapobiegania lub nawet leczenia zakazen za pomocg innych
zwigzkow niz antybiotyki. Obiecujace w leczeniu ZUM wydaja sie by¢ substancje lecznicze zawierajgce
w swoim sktadzie bakterie probiotyczne Lactobacillus spp. oraz zurawine z propolisem [24]. Dziatanie
witaminy C w monoterapii nie zostato potwierdzone wynikami badan klinicznych, uniemozliwiajac
wtaczenie jej jako substancji leczniczej w ZUM. Z tego powodu w badaniach wiasnych skoncentrowano
sie na ocenie wptywu dziatania witaminy C na biofilm pateczek P. mirabilis, jak rowniez na ocenie
oddziatywania witaminy C oraz antybiotykdw majacych zastosowanie w leczeniu ZUM.

W pracy H3 przedstawiono wyniki badan dotyczace wptywu sub-inhibicyjnych stezen
aminoglikozydéw (amikacyna i gentamicyna) i fluorochinolonéw (norfloksacyna, ciprofloksacyna,
lewofloksacyna) na biofilm pateczek P. mirabilis. Do badan zostaty wtgczone cztery szczepy izolowane
od pacjentéw z objawami ZUM leczonych w klinikach SU1, ktérzy byli poddawani dtugotrwatemu
cewnikowaniu pecherza moczowego. W pierwszym etapie badan oceniano warto$¢ MIC badanych
antybiotykéw oraz kwasu askorbinowego wykorzystujgc metode referencyjng, tj. metode
mikrorozcienczen w podtozu ptynnym, wykonang zgodnie z zaleceniami CLSI. Aminoglikozydy i
fluorochinolony wybrano ze wzgledu na ich czeste stosowanie w leczeniu ZUM, zaréwno w lecznictwie

zamknietym, jak i w  pozaszpitalnym  (fluorochinolony). W  zakresie  dziatania
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przeciwdrobnoustrojowego tych lekéw sg bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne. Ponadto czesto
oceniane jest ich dziatanie przeciwbiofilmowe [52]. Wspomniane leki s stosowane w leczeniu
skojarzonym z innymi antybiotykami albo aktywnymi formami leczenia zakazen, ktérymi sg, np.
substancje powlekajgce cewniki do pecherza moczowego czy suplementacja diety witaminami.
Aminoglikozydy (gentamicyna) w potgczeniu z niektérymi metabolitami, np. glukozg, pirogronianem,
moga wykazywac aktywnos¢ wobec komdrek przetrwatych biofilmu [2].

W badaniach wtasnych, na podstawie wartosci MIC i kryteriéw interpretacji EUCAST, komorki
planktoniczne wszystkich badanych szczepdw P. mirabilis zakwalifikowano jako szczepy wrazliwe na
fluorochinolony iaminoglikozydy. Wartos¢ MIC kwasu askorbinowego dla kazdego z badanych
szczepdw wynosita 10,0 mg/ml.

Do oceny wtasciwosci przeciwbiofilmowych wybrano stezenia réwne wartosci MIC
antybiotykdw wobec komdrek planktonicznych oraz stezeniom sub-inhibicyjnym, tj. */16 MIC, */s MIC,
/4 MIC i Y/, MIC. Dla kwasu askorbinowego uwzgledniono stezenie 400 ug/ml, gdyz, wedtug
dostepnego pismiennictwa [43], takie stezenie jest mozliwe do osiggniecia w moczu u o0sdb
suplementujacych diete doustnymi dawkami witaminy C.

W pierwszym etapie badan oceniano wptyw kwasu askorbinowego w ww. stezeniu na zdolnos¢
tworzenia biofilmu przez badane szczepy. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w aktywnosci
metabolicznej biofilmu wyrazonej absorbancjg formazanu u szczepdw klinicznych poddanych dziataniu
kwasu askorbinowego. Dla szczepu referencyjnego P. mirabilis pochodzacego z Amerykanskiej Kolekcji
Szczepow Referencyjnych (ang. American Type Culture Collection®, ATCC®) zarchiwizowanego pod
numerem 29906™ uzyskano wyzszg aktywnos¢ metaboliczng biofilmu poddanego dziataniu kwasu
askorbinowego (wartos$¢ absorbancji: 0,643) niz biofilmu, ktory byt tworzony w podtozu bez substancji
suplementujacych (wartos¢ absorbancji: 0,438), ale uzyskane réznice nie byty istotne statystycznie
(p>0,05).

W kolejnym etapie oceniano wptyw uwzglednionych w badaniu antybiotykéw na tworzenie
biofilmu przez oceniane szczepy. W tym celu zostat wprowadzony wspodfczynnik ograniczenia
tworzenia biofilm (ang. biofilm inhibitory ratio, BIR), ktory obliczano na podstawie pomiaru absorbancji
proby badanej i kontroli dodatniej. Zastosowanie tego wspdtczynnika pozwala na poréwnywanie
uzyskiwanych wynikéw niezaleznie od tempa metabolizmu poszczegdlnych szczepdw. Wspdtczynnik
BIR przyjmowat wysokie wartosci, bliskie 100%, w przypadku antybiotykdw dodawanych do
Srodowiska wzrostu w stezeniach odpowiadajgcych wartosciom 1 MIC. Sposréd ujetych w ocenie
aminoglikozyddw, amikacyna w stezeniach sub-inhibicyjnych silniej hamowata tworzenie biofilmu niz
gentamicyna. Wartosci BIR byty niemal trzykrotnie wyzsze w srodowisku badanych stezert amikacyny

niz gentamicyny. Moze to miec zwigzek z wiekszg aktywnoscig amikacyny w stosunku do bakterii Gram-
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ujemnych niz bakterii Gram-dodatnich, w przeciwienstwie do gentamicyny, ktéra zastosowanie ma
przede wszystkim w leczeniu zakazen z udziatem bakterii Gram-dodatnich.

Sposrdd zastosowanych fluorochinolonéw, norfloksacyna silniej hamowata tworzenie biofilmu
przez szczepy ujete w badaniu. Wartos¢ wspdtczynnika BIR norfloksacyny, nawet przy najnizszym
z uwzglednionych stezen, wynosita powyzej 70%, co S$Swiadczy o skutecznym dziataniu tego
chemioterapeutyku w ograniczeniu rozwoju biofilmu P. mirabilis. W zakresie tej aktywnosci mniej
skuteczna wydaje sie by¢ ciprofloksacyna. Wartosci wspétczynnika BIR przy stezeniach /16 MIC — 1/,
MIC przyjmowaty wartosci ujemne, co sSwiadczy o potencjalnej aktywnosci probiofilmowej niskich
stezen tego chemioterapeutyku.

W ostatnim etapie badan przedstawionych w pracy H3 oceniano wptyw aminoglikozyddw
i fluorochinolonéw oraz kwasu askorbinowego na aktywno$é metaboliczng biofilmu. W przypadku
aminoglikozyddw wykazano nizsze wartosci wspotczynnikdw BIR dla biofilméw poddawanych dziataniu
samych antybiotykdw niz antybiotykdw w potgczeniu z kwasem askorbinowym. Dla najwyzszych
uwzglednionych w ocenie stezen uzyskane rdznice bylty istotne statystycznie. Pozwala to na istotne
stwierdzenie, ze witamina C w moczu pacjentdw moze ograniczaé¢ skutecznos¢ dziatania samych
antybiotykow.

Wartosci wspotczynnikéw BIR biofilméw wystawionych na dziatanie fluorochinolonéw i kwasu
askorbinowego byty podobne do wartosci uzyskanych dla biofilméw poddawanych dziataniu samych
fluorochinolondéw. Moze to $wiadczy¢ o braku korzysci wynikajgcych z obecnosci witaminy C w moczu
pacjentéw leczonych fluorochinolonami w przypadku, gdy zakazenie przebiega ze spodziewanym
udziatem biofilmu P. mirabilis. Uzyskane wyniki wymagaja w przysztosci potwierdzenia w ramach

badan klinicznych.

B. Ocena wplywu produktéw naturalnych pochodzenia pszczelego na ograniczenie tworzenia
biofilmu przez pateczki Proteus mirabilis izolowane z zakazen ran przewlektych

Kolejnym kierunkiem podjetych przeze mnie badan w stosunku do mozliwosci eradykacji biofilmoéw,

byta ocena wptywu produktéw pochodzenia pszczelego, tj. miodu Manuka i propolisu na proces

zahamowania tworzenia lub eradykacji biofilmu formowanego przez pateczki P. mirabilis.

Produkty pszczele majg witasciwosci prozdrowotne, ktore sg wykorzystywane od tysiecy lat.
Pierwsze informacje o ich leczniczych wtasnosciach pochodzg z epoki kamienia [9]. Do grupy
produktéw pszczelich nalezg przede wszystkim: midd, propolis, nektar, pierzga i mleczko pszczele.
W swoim sktadzie zawiejg one: weglowodany, biatka, peptydy, lipidy, witaminy, mineraty, polifenole,
flawonoidy i terpenoidy [25].

Miody wykazujg wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, co wigze sie z duzg zawartoscia cukréw,

niskim pH i obecnoscig nadtlenku wodoru powstajgcego w wyniku dziatania oksydazy glukozowe;j
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obecnej w ukfadzie pokarmowym pszczét [44]. Wiasciwosci mioddw sg Scisle powigzane z rodzajem
pozytku, lokalizacjg geograficzng czy warunkami pogodowymi [46]. Na wifasciwosci te wptyw maja
rowniez warunki przechowywania miodéw, a przede wszystkim temperatura. Wykazano to takze
w badaniach prowadzonych we wspdtpracy z Politechnikg Bydgoska (dawniej Uniwersytet
Technologiczno-Przyrodniczy im. J. i J. Sniadeckich w Bydgoszczy) [26].

W badaniach witasnych skoncentrowatam sie na ocenie dziatania przeciwbiofilmowego miodu
Manuka oraz etanolowego roztworu propolisu pochodzgcego z Nowej Zelandii [H4 i H5].

Midd Manuka jest powszechnie uznany jako produkt o silnych witasciwosciach hamujacych
namnazanie wielu drobnoustrojéw, m.in., Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
P. aeruginosa i Escherichia coli [15]. Wykazuje skutecznosé¢ w leczeniu uszkodzen skéry powstatych
w wyniku oparzen. Jego silne przeciwdrobnoustrojowe wtasciwosci sg wynikiem specyficznego sktadu,
w ktéorym wyrdinia sie, oprocz statych sktadnikdw miodéw, réwniez: metyloglioksal (ang.
methylglyoxal, MGO) i leptozyne. Miéd Manuka jest miodem kwiatowym, powstajgcym z nektaru
kwiatéw krzewu Leptospermum scoparium wystepujgcego w Nowej Zelandii. Dostepny, jako
substancja o wtasciwosciach medycznych, jest propolis, bedgcy produktem ubocznym w czasie pozytku
pszczét na kwiatach L. scoparium, chociaz jego wtasciwosci sg mniej zbadane [54].

W publikacji H4 przedstawiono wyniki badan dotyczace aktywnosci przeciwbiofilmowej miodu
Manuka oraz propolisu pochodzacych z Nowej Zelandii. Badania, pozwalajgce scharakteryzowa¢ midd
Manuka i etanolowy roztwor propolisu (ang. ethanol extract of propolis, EEP) byty prowadzone we
wspotpracy z Zaktadem Zoologii i Architektury Krajobrazu Politechniki Bydgoskiej.

Do badan wybrano 31 szczepdw P. mirabilis izolowanych z zakazen ran przewlektych pacjentéw
SU1. Na potrzeby pracy wykonano analize epidemiologiczng zakazen ran przewlektych pacjentéw
leczonych w latach 2016 — 2018 w wymienionej placéwce ochrony zdrowia. Wyniki posiewow 1142
wymazow/bioptatéw pobranych z ran przewlektych, ktére zgodnie z zaleceniami Konsultanta
krajowego ds. mikrobiologii lekarskiej i Konsultanta krajowego ds. chirurgii ogdlnej, pt. ,Stosowanie
antybiotykdw w wybranych zakazaniach skéry i tkanek miekkich” [55], interpretowano jako dodatnie.
W wiekszosci (857; 75,0%) byty to hodowle mieszane. Monokultura zostata stwierdzona w 285 (25,0%)
przypadkach. Dominujgcymi czynnikami etiologicznymi tych zakazen w przypadku izolacji jednego
patogenu w istotnym mianie w wymazie z rany przewlektej byty szczepy z nastepujacych gatunkdow:
S. aureus (51,2%), P. aeruginosa (28,4%) i P. mirabilis (4,2%). W zakazeniach ran przewlektych
z udziatem dwéch gatunkéw drobnoustrojéw, najczesciej byty to pary: S. aureus i P. aeruginosa (12,5%)
oraz P. aeruginosa i P. mirabilis (5,9%). taczna liczba izolatdw Proteus spp. z tego okresu wyniosta 122.
Uzyskane wyniki analizy epidemiologicznej potwierdzajg dane przedstawiane w pismiennictwie

dotyczgcym epidemiologii zakazen ran przewlektych [27].
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Niepublikowane dane dotyczace oceny wynikéw antybiotykowrazliwosci dostepnych (program
komputerowy Promic®, Mori, Marcin Bogucki; Zaktad Mikrobiologii Klinicznej SU1) dla 99 szczepdéw
P. mirabilis izolowanych w analizowanym okresie, wskazujg, ze wszystkie szczepy P. mirabilis byty
wrazliwe na piperacyline z tazobaktamem. Ponad 90% szczepdéw byto wrazliwych na cefalosporyny i
(ceftazydym, cefotaksym) i IV (cefepim) generacji, jak réwniez na karbapenemy. Najwiecej szczepéw
byto opornych na trimetoprim/sulfametoksazol (47,0%) i ciprofloksacyne (31,0%) — chemioterapeutyki
czesto stosowane w leczeniu ambulatoryjnym zakazen o réznym umiejscowieniu.

Do wstepnych badan wtaczono szczepy z ATCC® dobrane na podstawie normy PN-EN
1040:2006E, dotyczgcej oceny witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych zwigzkéw dezynfekcyjnych
i antyseptycznych: Escherichia coli ATCC® 25922™ (ECO 25922™), E. coli ATCC® 35218™ (ECO 35218™),
Enterococcus faecium ATCC® 29212™ (EFA 29212™), S. aureus ATCC® 25923™ (SAU 25923™), S. aureus
ATCC® 29213™ (SAU 29213™), and P. aeruginosa ATCC® 27853™ (PAE 27853™).

W badaniach wykorzystano dostepny komercyjnie miéd Manuka MGO 400+ (Manuka Health
New Zealand Limited).

W ramach podjetej wspotpracy badawczej z Zaktadem Zoologii i Architektury Krajobrazu
Politechniki Bydgoskiej metoda kolorymetryczng Folin-Ciocalteu w modyfikacji Keutgen i Pawelzik
wykazano, ze zawartos$¢ polifenoli w badanym miodzie wyniosta 764,3 mg/kg. Antyoksydacyjna
aktywnos¢ uzytego miodu Manuka, oceniana metodg pomiaru sity redukujgcej zelazo (ang. ferric
reducing antioxidant power, FRAP), wynosita 0,325 mmol/kg.

W badaniach wykorzystano rozciericzenia miodu w bulionie tryptozowo-sojowym (ang. Tryptic-
Soya Broth, TSB; Becton Dickinson), uzyskujgc koncowe stezenia: 1,9%, 3,8%, 7,5%, 15,0%, 20,0%
i 30,0%.

Propolis zostat przygotowany w postaci EEP poprzez 14-dniowg inkubacje 80 g propolisu w 100
ml etanolu w temperaturze pokojowej, w zaciemnieniu. Po tym czasie roztwér poddano sedymentacji,
przez 30 dni w temperaturze -20°C, ktdrej celem byto wytrgcenie nierozpuszczalnych sktadnikéw
propolisu. Tak przygotowany ekstrakt jatowiono poprzez filtracje (0,22 nm, ChemLand). Okreslono
mase aktywnej substancji w 1 ml EEP na poziomie 0,147 g. Rozcienczenia EEP przygotowywano,
podobnie jak w przypadku miodu Manuka, w podtozu TSB, uzyskujgc koficowe stezenia: 1,0%, 2,5%,
5,0%, 10,0%, 20,0% i 40,0%. Stezenia te odpowiadajg: 1,5 mg/ml, 3,7 mg/ml, 7,4 mg/ml, 14,7 mg/ml,
29,4 mg/mli58,8 mg/ml.

Prace doswiadczalne rozpoczeto od oceny wartosci minimalnego stezenia bakteriobdjczego
(ang. minimal bactericidal concentration, MBC) wobec komdrek planktonicznych i stezenia béjczego
wobec 24-godzinnego biofilmu (ang. biofilm bactericidal concentration, BBC) dla szczepéw
referencyjnych. Rdwnoczasowo oznaczano te same parametry dla etanolu jako rozpuszczalnika.

Wykorzystano metode mikrorozcienczen w bulionie Mueller-Hinton (ang. Mueller Hinton Broth, MHB;
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Becton Dickinson) opisang przez CLSI. Wykazano, ze najnizsze wartosci MBC miodu Manuka (15,0%)
wykazujg obydwa badane szczepy E. coli (ATCC® 25922™, ATCC® 35218™). Wyzsze wartosci, tj. 20,0%
stwierdzono dla ujetych w ocenie szczepdw ziarenkowcdw Gram-dodatnich (S. aureus ATCC® 25923™,
S. aureus ATCC®29213™ i E. faecalis ATCC® 29212™). Najwyzszg wartos¢ MBC, zaréwno miodu
Manuka, jak i EEP wykazano dla szczepu P. aeruginosa ATCC® 27853™, odpowiednio: 25,0% i 10,0%
(Tab. 1).

Tab. 1. Minimalne stezenia bojcze wobec komorek planktonicznych (ang. minimal bactericidal concentration, MBC) i biofilmu
(ang. biofilm bactericidal concentration, BBC) miodu Manuka i etanolowego ekstraktu propolisu (ang. ethanol extract
of propolis, EEP) otrzymane dla szczepow wzorcowych

MH (/v) EEF (z/v )
Reference Strains BBC BEC
MBC MBC
0.5 MF 1:100 Dilution * 0.5 MF 1:100 Dilution *
SAL 25923™ 20,0 20,0 15.0 5.0 20.0 40.0
SALI 29713 20.0 250 25.0 5.0 40.0 40.0
EFA 20272 20.0 250 25.0 5.0 20.0 20.0
ECO 25922™ 15.0 10.0 10.0 5.0 40.0 40.0
ECO 35218™ 15.0 10.0 10.0 5.0 20.0 40.0
PAE 27853™ 25.0 =25.0 15.0 10.0 40.0 40.0

21:100 (v;v) rozcienczenie zawiesiny w skali 0,5 MacFarlanda w TSB

SAU - Staphylococcus aureus, EFA — Enterococcus faecalis, ECO — Escherichia coli, PAE — Pseudomonas aeruginosa

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowa¢, ze zarowno midod Manuka, jak i EEP
moga by¢ stosowane miejscowo w rozciericzeniach zachowujgc wtasciwosci przeciwbiofilmowe. Jest
to istotne z punktu widzenia potencjalnego zastosowania klinicznego badanych produktow.
W praktyce substancje te czesto stosuje w postaci roztwordw, a wiec ich stezenia sg nizsze niz
w produktach wyjsciowych.

Oceniajgc wartosci BBC, wykazano, ze do osiggniecia efektu bdjczego miodu Manuka i EEP
wobec biofilmu wymagane sg z reguty wyzsze stezenia niz wobec komédrek planktonicznych. Jest to
zgodne z oczekiwanym fenotypem opornosci wynikajgcym z samej struktury i fizjologii biofilmoéw.

W celu oceny wptywu poczatkowego zageszczenia komdrek na wtasciwosci przeciwbiofilmowe
badanych zwigzkéw, doswiadczenia przeprowadzano stosujgc dwa poczatkowe inokulum badanych
szczepdw, tj. okoto 10% jednostek tworzacych kolonie (j.t.k.)/ml i 10° j.t.k./ml. Nie stwierdzono
znaczacych réznic pomiedzy wartosciami BBC w zaleznosci od poczatkowej gestosci komorek. Moze to
mieé duze znaczenie kliniczne w przypadku zastosowania badanych produktéw pszczelich w leczeniu
zakazen ran w réznym stopniu skolonizowanych przez bakterie. Wymaga to przeprowadzenia badan
klinicznych, ktdrych wyniki mogtyby potwierdzi¢ przedstawione zatozenie.

Do szczegdétowej analizy oceny wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych miodu Manuka i EEP
losowo wybrano 31 szczepdw P. mirabilis izolowanych od pacjentéw SU1, ktdre do czasu badan

przechowywano w bulionie mdzgowo-sercowym (ang. Brain-Heart Infusion, BHI; Becton Dickinson)

21



Dr n. med. Joanna Kwiecinska-Pirég

z 20% glicerolem (Avantor™) w temperaturze -70°C (Thermo Fisher Scientific™). Wartos¢ minimalnego
stezenia hamujacego biofilm (ang. minimal biofilm inhibitory concentration, MBIC) oceniano wizualnie
jako brak zmetnienia zawiesiny bakterii w dotkach ptytki polistyrenowej (GenoPlast) zawierajacych
uwzglednione stezenia miodu Manuka lub EEP. Stezenie zapobiegajgce tworzeniu sie biofilmu (ang.
biofilm prevention concentration, BCP) i minimalne stezenie eradykujgce biofilm (ang. minimal biofilm
eradication concentration, MBEC) okreslano metodg posiewu zawartosci biofilmu usunietego z dotkéw
ptytek polistyrenowych na state podtoze ubogie w elektrolity (ang. cystine-lactose-electrolyte-deficient
agar, CLED; Becton Dickinson), odpowiednio dla BCP — zawiesiny pobranej z dotka, dla MBEC —
zawartosci dotka po usunieciu z niego komarek planktonicznych i sonikacji (40 kHz przez 10 minut; DU-
4, Nickel-83 Electro). Okreslano réwniez wptyw badanych produktéw na aktywnos$¢ metaboliczng
biofilmu P. mirabilis metoda kolorymetryczng z TTC.

Midd Manuka w stezeniu 30,0% hamowat tworzenie biofilmu wiekszosci (28; 90,3%) badanych
szczepodw P. mirabilis. Tworzenie biofilmu przez pozostate trzy szczepy zostato zahamowane juz przy
stezeniu 20,0%.

Wartosci BCP byty wyzsze od wartosci MBIC. Miéd Manuka w stezeniu 20,0% i nizszym nie
wykazywat zdolnosci hamujgcych tworzenie biofilmu wobec zadnego z badanych szczepéw. Wykazano
natomiast, ze dla 20 (64,5%) szczepdw wartosci BPC miodu Manuka wyniosty 30,0%, a dla pozostatych
11 (35,5%) szczepdw — ponad 30% (v/v%).

Petnej eradykacji biofilmu pod wptywem miodu Manuka nie stwierdzono nawet przy jego
najwyzszym badanym stezeniu, tj. 30,0%.

Oceniajgc wartosci MBIC, BPC i MBEC EEP, rGwnoczasowo prowadzono ocene tych wartosci dla
etanolu w stezeniach odpowiadajgcych tym wystepujgcym w EEP. Celem tego badania byto okreslenie,
czy uzyskane wyniki sg efektem dziatania substancji czynnych zawartych w propolisie, czy tez samego
alkoholu.

Warto$¢ MBIC EEP wyniosty 5,0% lub ponizej i byly nizsze niz wartosci etanolu wystepujace
w tych samych stezeniach w EEP. Biofilm najwiekszej liczby ujetych w doswiadczeniu szczepdw (17;
54,8%) byt hamowany w stezeniu EEP 2,5%, a 10 (32,3%) innych szczepéw — w stezeniu 1,0%
i mniejszym. Tylko cztery (12,9%) szczepy P. mirabilis wymagaty zastosowania stezenia 5,0% EEP, aby
nie utworzyty biofilmu w dotkach ptytki polistyrenowe;j.

Wobec dojrzatego biofilmu utworzonego przez 21 (67,7%) szczepdw P. mirabilis, EEP wykazywat
wtasciwosci eradykujace w stezeniu 10,0%. Dla 7 (22,6%) szczepdw wartosé EEP wyniosta 5,0%, a dla
pozostatych trzech (9,7%) — 20,0%. Etanol eradykowat biofilm w znacznie szerszym przedziale stezen,
tj. od 1,0% (3; 9,7%) do 40,0% (6; 19,3%). Dla trzech (9,7%) szczepdw nie oceniono wartosci MBEC

etanolu, gdyz byta ona wyzsza niz najwyzsze oceniane stezenie, tj. ponad 40,0%.
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Innym celem tego obszaru badawczego byto okreslenie aktywnosci metabolicznej dojrzatego
biofilmu P. mirabilis poddanego dziataniu miodu Manuka i EEP. W celu poréwnania wynikéw pomiedzy
sobg postuzono sie wskaznikiem redukcji aktywnosci metabolicznej, obliczanym jako iloraz réznicy
wartosci absorbancji kontroli dodatniej i préby badanej do wartosci absorbancji kontroli dodatnie;j.

Aby okresli¢ istotnos¢ statystyczng rdéznic pomiedzy aktywnoscia metaboliczng biofilmu
poddawanego dziataniu badanego zwigzku a kontrolg dodatnig (biofilm tego samego szczepu,
tworzony w samym podtozu namnazajgcym), postuzono sie wartosciami absorbancji skorelowanymi
o wartosci tta. Wykazano, ze miéd Manuka w kazdym badanym stezeniu hamuje aktywnosc
metaboliczng dojrzatego biofilmu P. mirabilis i sg to rdznice istotne statystycznie (test Wilcoxona,
p=0,002 dla stezenia 1,9%, p<0,001 dla stezen z zakresu 3,6% - 30,0%).

Wykazano, ze EEP hamuje aktywnos$¢ metaboliczng biofilmu w stezeniach powyzej 2,5%.
W stezeniu 1,0% EEP wykazano spadek wspodtczynnika redukcji aktywnosci metabolicznej biofilmu
P. mirabilis do wartosci ujemnych. Oznacza to, ze te stezenia EEP stymulujg aktywnos¢ metaboliczng
komoérek biofilmu, chronigc biofilm przed dziataniem samego alkoholu, ktéry w stezeniu
odpowiadajgcym stezeniu w EEP wykazywat zdolnosé do redukcji aktywnosci metabolicznej biofilmu
P. mirabilis. Silniejsze niz EEP dziatanie etanolu na zahamowanie aktywnosci metabolicznej notowano
w stezeniach z zakresu 1,0% - 10,0% EEP. W stezeniach 20% i 40% EEP wykazywano wyzisze
wspotczynniki redukcji aktywnosci metabolicznej biofilmu pod wptywem EEP (odpowiednio: 105,0%;
116,9%) niz po dziataniu samego etanolu (odpowiednio: 93,1%; 90,7%), a uzyskane rdznice s3 istotne
statystycznie (odpowiednio: p<0,002; p<0,001).

Propolis i jego roztwory cechuje réznorodnosc wtasciwosci, co jest uwarunkowane jego sktadem
chemicznym, a przede wszystkim zawartoscig flawonoidéw. Mogg one stanowi¢ do 50% sktadu
propolisu, a ich réznorodnos¢ wigze sie ze specyficznymi cechami propoliséw. W badaniach tych
produktédw pszczelich pochodzgcych z odmiennych regiondw swiata wykazano, ze wszystkie jego
badane prébki zawierajg w sktadzie kwas p-kumarowy i kwas ferulowy [34].

W celu oceny sktadu chemicznego wykorzystywanego w badaniach wtasnych EEP nawigzatam
wspotprace z badaczami Katedry Botaniki Farmaceutycznej i Farmakognozji Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (CM UMK) [H5]. Za
pomocg cienkowarstwowej analizy chromatograficznej (ang. thin layer chromatography, TLC)
wykazano, ze analizowany EEP w swoim sktadzie zawiera 6 z 10 ocenianych flawonoiddw, tj. kwasy:
chlorogenowy, p-kumarowy, ferulowy, kawowy, wanilinowy i salicylowy. W $ladowych ilosSciach
wykazano réwniez obecnos$¢ kwasu hydroksycynamonowego. Natomiast nie stwierdzono obecnosci
kwasu galusowego, syryngowego i synapinowego. Flawonoidy mogg miec¢ zastosowanie w pielegnacji

i leczeniu miejscowym ran przewlektych [3].
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Aby oceni¢ dziatanie przeciwbiofilmowe sktadnikdw propolisu, eliminujgc wptyw alkoholu
stanowigcego rozpuszczalnik, przeprowadzono kolejne badanie, w ktédrym okreslano wptyw EEP
w stezeniach 1,56 — 100 mg/ml wobec tworzacego sie biofilmu przez 7 szczepow P. mirabilis
izolowanych od pacjentéw zrozpoznaniem klinicznym rany przewlektej, od ktérych do badan
mikrobiologicznych pobrano wymaz z zakazonej rany. Rdwnolegle oceniano wptyw na biofilm etanolu
stanowigcego rozpuszczalnik dla propolisu.

Zastosowano metode iloSciowa. Zaletg tej metody jest jej wysoka czutos¢. Jest to jedno
z nielicznych dostepnych badan, w ktérych wykorzystano tak pracochtonng metode. W opisach
metodologii wielu badan, w ktérych substancjg badang jest propolis, wykorzystuje sie metody dyfuzji
badanych substancji z dotkéw wykonanych w podtozu lub metody krazkowo-dyfuzyjne, w ktérych
krazki nasgczano badanym zwigzkiem. Metody te charakteryzuje ryzyko btedu polegajgce na
ograniczeniach w dyfuzji niektérych sktadnikdw stosowanych substancji, jak tez w uzyskaniu
jednorodnego stezenia badanej substancji w bibutowym krazku.

W koncowym etapie kazdego badania dotki ptytki poddawano sonikacji (40 kHz przez 10 minut).
Po sonikacji zawartos¢ kazdego dotka ptytki, w ktérej biofilm traktowano EEP, przenoszono do
jatowego roztworu soli fizjologicznej zbuforowanego fosforanami (ang. phosphate buffered saline,
PBS) i wykonywano szereg 10-krotnych rozcieniczen. Kazde z rozciericzen wysiewano na podtoze CLED,
ktére umozliwia ocene j.t.k. przy zahamowaniu wzrostu mgtawicowego badanych szczepéw bakterii

(Ryc. 3).

’ 4 ¥
Kontrola (-)

.EM *' EEP 12595
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Ryc.3. Schemat przebiegu badan wykorzystanych w publikacji H5 (EEP — etanolowy rozwér propolisu) (zdj. wtasne)

Stwierdzono, ze EEP w stezeniach 25 — 100 mg/ml redukuje tworzenie biofilmu przez badane

szczepy P. mirabilis. Jest to cecha niezalezna od obecnosci rozpuszczalnika, gdyz liczba komérek
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izolowanych z biofilmu poddanego dziataniu wytgcznie etanolu byta wyzsza niz z biofilmu poddanego
dziataniu EEP (Ryc. 4 a).

W najnizszych stezeniach EEP wykazano promujacy wzrost P. mirabilis w postaci biofilmu. Jest
to prawdopodobnie zwigzane z obecnoscig sktadnikéw odzywczych zawartych w EEP, ktére s3
niewystarczajgce do uzyskania efektu bakteriostatycznego lub bakteriobdjczego, a sprzyjaja bardziej

intensywnemu namnazaniu sie komorek bakteryjnych w biofilmie.
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Ryc. 4. Wptyw EEP i jego rozpuszczalnika (etanol, EtOH) na a) tworzenie biofilm i b) redukcje biofilmu P. mirabilis

Badania przeprowadzono takze wobec dojrzatego biofilmu pateczek P. mirabilis utworzonego
w dotkach ptytki polistyrenowej. W tym celu, 200 pl zawiesiny bakterii w podfozu TSB o gestosci 6 x 10°
j.t.k./ml zostato umieszczone w dotkach ptytki i poddane namnazaniu w temperaturze 37°C. Po 24
godzinach inkubacji usunieto komorki planktoniczne, a biofilm zwigzany z powierzchnig dotkéw 5-
krotnie przemywano jatowym roztworem PBS (Avantor™). Przemyty z pozostatosci podtoza
odzywczego oraz komoérek planktonicznych biofilm poddawano dziataniu EEP w zakresie stezen 1,56 —
100 mg/ml przez dobe. Po tym czasie usuwano zawiesine bakterii z dotkdw ptytki, biofilm ponownie
przemywano jalowym roztworem PBS. W kolejnym etapie doswiadczenia dotki ptytek uzupetniano 200
ul jatowego roztworu PBS. Ptytki zaklejano jatowym parafilmem i poddawano sonikacji (40 kHz prze 10
minut). Uzyskany sonikat rozcienczano w PBS w szeregu rozcienczeniowym. Kazde z rozcienczen
wysiewano na podfoze CLED w objetosci 100 pl/ptytke. Hodowle posiewdéw prowadzono
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Po tym czasie zliczano kolonie, a wynik przeliczano na liczbe
j.t.k./ dotek ptytki.

W przypadku dojrzatego biofilmu stwierdzono, ze EEP skutecznie eradykuje biofilm w stezeniach

12,5 — 100 mg/ml (Ryc. 4b). Wykazano jednak, ze przy zastosowaniu najwyzszego z nich (100 mg/ml),

25



Dr n. med. Joanna Kwiecinska-Pirég

réznica pomiedzy dziataniem rozpuszczalnika a EEP jest nieistotna statystycznie. Zatem, nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze dziatanie przeciwbiofimowe EEP w tym stezeniu jest zalezne od
wtasciwosci propolisu. W stezeniach propolisu 25,0 i 50,0 mg/ml statystycznie istotnie mniej komadrek
izolowano zbiofilmu poddanego dziataniu EEP niz samego rozpuszczalnika w stezeniu
odpowiadajgcym stezeniu w EEP, co pozwala stwierdzié, ze skutecznosé EEP w tych stezeniach zalezy
od wtasciwosci propolisu.

Po spostrzezeniu, ze wyisze stezenia EEP ograniczajg tworzenie biofilmu i redukuja jego juz
powstatg mase, skoncentrowano sie na poréwnaniu dziatania najwyzszych stezen EEP i powszechnie
stosowanych lawaseptykow.

W publikacji H5 przedstawiono wyniki oceny wptywu EEP na biofilm szczepdw P. mirabilis
w odniesieniu do antyseptykdw powszechnie stosowanych w pielegnacji ran przewlektych.
Wiasciwosci przeciwbiofilmowe EEP poréwnano z dziataniem dwéch lawaseptykow stosowanych
w pielegnacji ran przewlektych: Prontosanu® (B. Braun Melsungen AG) i Octeniseptu® (Schiilke & Mayr
GmbH). Substancjami aktywnymi w Prontosanie® jest betaina i poliheksanidyna, a w Octenisepcie® —
chlorowodorek oktenidyny. Oba te zwigzki nalezg do grupy substancji, ktérym przypisuje sie dziatanie
przeciwbiofilmowe [40].

W badaniach wtasnych wykorzystano trzy stezenia lawaseptykéw, tj. stezenie dostepne
w preparacie komercyjnym oraz jego 2- i 4-krotne rozcieficzenie. Wykazano, ze uzyte preparaty
w dwdch najwyzszych ocenianych stezeniach silniej ograniczajg tworzenie biofilmu przez pateczki
P. mirabilis niz EEP, gdyz z biofilméw poddanych ich dziataniu, nie izolowano zywych komodrek
bakteryjnych. W przypadku 24-godzinnego biofilmu poddanego dziataniu lawaseptykow (Prontosan) z
biofilméw P. mirabilis izolowano podobna liczbe komérek, jak z biofilméw traktowanych EEP. Swiadczy
to o poréwnywalnym dziataniu EEP do badanych lawaseptykdw, co pozwala na postawienie hipotezy
o potencjalnym zastosowaniu EEP w praktyce klinicznej, tj. w pielegnacji rany przewlektej. Zaletg EEP
w odniesieniu od lawaseptykdw jest jego udowodnione dziatanie przeciwzapalne, co ma dodatkowo
istotne znaczenie w leczeniu zakazen o charakterze przewlektym. Potencjalne zastosowanie EEP
w leczeniu zakazen skéry potwierdzajg wyniki meta-analizy przeprowadzonej w 2021 roku przez
Carvalho i wsp. [5] i opartej na 55 publikacjach. Na podstawie wynikdw w nich przedstawionych
wyciggnieto wniosek, ze flawonoidy przyspieszajg gojenie sie ran, wptywajac na procesy angiogenezy
i stres oksydacyjny.

W badaniach wtasnych skupiono sie na wykazaniu samych wtasciwosci przeciwbiofilmowych
EEP, ktére sg opisane w niewielkim stopniu w pordwnaniu do ogdlnych wtasciwosci propolisu czy jego
ekstraktow. W bazie PubMed, na dzien 18.10.2022 rok, dostepnych jest 119 prac, w ktorych tytule lub
streszczeniu autorzy ujmujg okreslenia ,biofilm” i ,propolis” oraz 45 prac, w ktérych kryterium

wyszukiwania stanowity wyrazy ,antibiofilm” i ,propolis”.
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4.3.4. Podsumowanie wynikéw i ich potencjalne wykorzystanie

Przeprowadzone przeze mnie badania pozwolity wykaza¢, ze pateczki rodzaju Proteus intensywnie
tworzg biofilm. Ma to istotne znaczenie w zrozumieniu patogenezy zakazen z udziatem tych bakterii
i w podejmowaniu racjonalnych decyzji terapeutycznych. Leczenie zakazen, w ktérych czynnikiem
etiologicznym jest Proteus spp. musi koncentrowac sie na eradykacji nie tylko form planktonicznych
komérek bakteryjnych, ale przede wszystkim na ograniczaniu tworzenia przez te bakterie struktury
biofilmu.

W swoich badaniach wykazatam, ze stosowanie antybiotykdw z réznych grup chemicznych
(cefalosporyn Ill generacji, fluorochinolonéw) moze byé¢ skuteczne w hamowaniu tworzenia biofilmu
Proteus spp. w zaleznosci od stopnia jego dojrzatosci. Ciprofloksacyna wykazuje wiekszg aktywnos¢ niz
ceftazydym wobec biofilmu dojrzatego. Uzyskane wyniki sg istotne z klinicznego punktu widzenia, gdyz
mogg stanowi¢ wskazéwke przy doborze antybiotykoterapii w zaleznosci od tego, czy majg dziatac
profilaktycznie, hamujac tworzenie biofilmu, czy leczniczo — eradykujac biofilm juz utworzony. Przy
ryzyku rozwoju CAUTI z obecnoscig biofilmu u pacjentéw, u ktérych implementacja cewnika odbyta sie
w ciggu kilku ostatnich dni i, ktdrzy ujawniajg objawy zakazenia, nalezatoby rozwazy¢ w leczeniu
szpitalnym cefalosporyne Ill generacji, natomiast u pacjentéw z cewnikiem obecnym dtuzej w drogach
moczowych — ciprofloksacyne. W obu z tych sugerowanych przypadkéw optymalnym rozwigzaniem
jest wymiana cewnika na nowy. Pomimo tego, komdrki przetrwate biofilmu sg w stanie odnowié
biofilm rowniez na powierzchni sterylnego, nowo zatozonego cewnika. Wymiana cewnika do pecherza
moczowego jest ponadto zabiegiem inwazyjnym, ktdry moze powodowac podraznienie lub
uszkodzenie komoérek nabtonka drég moczowych. Z tego powodu czesta wymiana cewnikéw do
pecherza moczowego u pacjentdw wymagajacych dtugoterminowego cewnikowania drég moczowych
nie jest praktykowana. Zastosowanie cefalosporyny Il generacji lub fluorochinolonéw w leczeniu
zakazen u pacjentdw ze stwierdzonym nawracajgcym CAUTI o etiologii P. mirabilis moze stanowic
alternatywe dla wymiany cewnika na nowy, zmniejszajac czestotliwosé implantacji nowych cewnikdw.
Zastosowanie ciprofloksacyny jest zasadne réwniez w przypadku ZUM wywotanych przez P. vulgaris.

Poréwnujac dziatanie przeciwbiofilmowe fluorochinolonéw wobec biofilmu tworzonego przez
szczepy P. mirabilis izolowane z moczu wykazatam, ze norfloksacyna jest skuteczniejsza w eradykacji
biofilmu od ciprofloksacyny. Jest to chemioterapeutyk, ktory osigga wysokie stezenia w uktadzie
moczowym, co w pofaczeniu z jego aktywnoscig przeciwbiofilmowg stwierdzong w niniejszych
badaniach, sugeruje jego skuteczne zastosowanie w leczeniu CAUTI o etiologii P. mirabilis. Sposréd
badanych przeze mnie aminoglikozydow (gentamicyna, amikacyna), bardziej skuteczna wobec biofilmu
P. mirabilis jest amikacyna. Jest to antybiotyk, ktéry mozna stosowa¢ w monoterapii ZUM ze wzgledu

na jego metabolizm nerkowy, ale moze by¢ stosowany réwniez w potgczeniu z lekami
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przeciwdrobnoustrojowymi hamujgcymi synteze Sciany komérkowej bakterii, co skutkuje dziataniem
synergistycznym. Zastosowanie amikacyny moze stanowic¢ rowniez skuteczng opcje terapeutyczng w
leczeniu CAUTI P. mirabilis.

Wyniki moich badafn wskazujg na brak skutecznosci witaminy C w potgczeniu
z aminoglikozydami lub fluorochinolonami w eradykacji biofilmu tworzonego przez pateczki
P. mirabilis. Potaczenie tych substancji moze mie¢ efekt odwrotny od zamierzonego i hamowac
aktywnos¢ przeciwbiofilmowg lekéw przeciwbakteryjnych. Kwas askorbinowy réowniez nie hamuje
tworzenia biofilmu przez P. mirabilis. Witamina C nie powinna wiec by¢ polecana w profilaktyce
nawracajacych ZUM o etiologii wymienionych pateczek, nawet pomimo wtasnosci tej witaminy do
zmian pH w uktadzie moczowym.

W przypadku pacjentéw z przewlektym zakazeniem rany nie ma skutecznej formy trwatej
eradykacji biofilmu. Stosuje sie metody fizyczne, jak chirurgiczne oczyszczanie ran, laseroterapie,
fototerapie, metody biologiczne (larwoterapie z wykorzystaniem Lucilia sericata, Lucilia cuprina lub
fagoterapie) i metody chemiczne opierajgce sie na zastosowaniu lawaseptykow. Niewtasciwie lub
nieskutecznie leczone zakazenie rany przewlektej moze prowadzi¢ do amputacji i/lub rozwoju postaci
uogélnionej zakazenia. W wielu przypadkach antybiotykoterapia jest konieczna, aby ograniczy¢ ryzyko
powiktan. Lewofloksacyna wydaje sie zatem by¢ dobrg opcja leczenia zakazonych ran przewlektych,
jesli stan kliniczny pacjenta wymaga wigczenia antybiotykoterapii ogdlnoustrojowej.

W leczeniu miejscowym zakazen skory i tkanki podskdrnej o etiologii P. mirabilis mogg miec
zastosowanie miéd Manuka oraz EEP, ktére w odpowiednich stezeniach hamujg tworzenie biofilmu
przez bakterie tego gatunku. Skutecznos¢ EEP w ograniczeniu tworzenia biofilmu zalezy od sktadnikéw
propolisu i jest niezalezna od obecnosci alkoholu stanowigcego jego rozpuszczalnik. Moje badania
wykazaty, ze midd Manuka i EEP majg poréwnywalne dziatanie przeciwbiofilmowe do niektérych
lawaseptykdw wykorzystywanych w pielegnacji ran przewlektych. Wydaja sie wiec dobrg opcjg
terapeutyczng w profilaktyce zakazen skory i tkanki podskdrnej o etiologii P. mirabilis u pacjentow,
u ktérych wystepuja czynniki ryzyka rozwiniecia zakazenia o charakterze przewlektym.

Na temat biofilmu wytworzonego przez Proteus spp. jest jeszcze wiele niewiadomych. Coraz
czesciej udowadnia sie patomechanizm zwigzany z biofilmem w licznych jednostkach i zespotach
chorobowych, ale nadal jest zbyt mato informacji na temat skutecznych form ograniczania jego
powstawania i zwalczania, gdy juz jest utworzony. Z tego powodu znaczenie badan dotyczgcych
biofilmu jest niezwykle istotne i wymagajg one kontynuacji, szczegélnie z uwzglednieniem badan

klinicznych.
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5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA ALBO ARTYSTYCZNA
REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCII
KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNE)

Kontynuacjg badan przedstawionych w opisanym powyzej cyklu stanowigcym osiggniecie naukowe,
jest ocena wptywu chemioterapeutykéw oraz kwasu askorbinowego i rutozydu jako antyoksydantéw
na zdolnos$¢ hamowania tworzenia biofilmu przez pateczki P. mirabilis (P34). W badaniu wykorzystano
stezenia antyoksydantéw, ktére sg osiggane w moczu po doustnej suplementacji diety ocenianymi
zwigzkami, tj. 0,4 mg/ml kwasu askorbinowego oraz 0,02 pg/ml rutozydu. Uwzglednione stezenia
fluorochinolonéw odpowiadaty wartosciom z zakresu od % MIC do 4 MIC okreslonego dla komdrek
planktonicznych kazdego z 15 uwzglednionych szczepdw P. mirabilis. Metodyka badan opierata sie na
zaleceniach CLSI (metoda mikrorozcienczen w podtozu ptynnym). Oceniano wptyw badanych zwigzkow
indywidulanie i w potgczeniach: chemioterapeutyk (norfloksacyna lub ciprofloksacyna) i jeden wybrany
antyoksydant; chemioterepeutyk i obydwa antyoksydanty; dwa antyoksydanty. Wykazano, ze rutozyd
w potgczeniu z kwasem askorbinowym istotnie statystycznie hamuje tworzenie biofilmu przez badane
szczepy P. mirabilis. Takiego dziatania nie wykazano dla zadnego innego zastosowanego pofaczenia
badanych substancji. Wyniki tych badan, ktore sg przedstawione w publikacji P34 (Przekwas J, Gebalski
J, Kwiecinska-Pirég J, Wiktorczyk-Kapischke N, Watecka-Zacharska E, Gospodarek-Komkowska E,
Rutkowska D, Skowron K (2022): The effect of fluoroquinolones and antioxidans on biofilm formation
by Proteus mirabilis strains. Ann Clin Microbiol Antimicrob 21: 1-10; IF 6,781, MEiIN 100) sugeruj3
potencjalne wykorzystanie pofaczenia rutozydu z kwasem askorbinowym w profilaktyce ZUM
o etiologii P. mirabilis.

Opradcz badan, ktérych wyniki przedstawiono w czesci Il [H1-H5], prowadze dziatalno$¢ naukowa
we wspotpracy z innymi uczelniami badz instytucjami naukowymi, a koncentruje sie ona przede
wszystkim na ocenie dziatan przeciwdrobnoustrojowych, w tym przeciwbiofilmowych, zwigzkéw
naturalnych pochodzenia pszczelego, jondw metali i antyoksydantéw oraz nowych technologii,
gtéwnie promieniowej jonizacji katalitycznej (ang. radiant catalitic ionization, RClI).

Odrebne obszary badawcze stanowi zagadnienie transmisji drobnoustrojow w srodowisku
szpitalnym oraz drobnoustroje przenoszone przez zywnosc¢ (ang. food-born pathogens). Ostatnie dwa
lata spowodowaty réwniez zainteresowanie tematem zespotu ciezkiej niewydolnosci oddechowe;j
zwigzanej z Koronawirusem-2 (ang. severe acute respiratory syndrome Coronavirus 2, SARS-CoV-2),

w szczegdlnosci odpowiedzig immunologiczng u oséb po szczepieniu.
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5.1. Ocena wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych substancji pochodzenia naturalnego, jonéw

metali i antyoksydantéw

W ramach badan z zespotem naukowcdéw z Zaktadu Zoologii i Architektury Krajobrazu Politechniki
Bydgoskiej oceniatam wptyw temperatury na aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowa réznych miodéw
pochodzacych z pasiek umiejscowionych w pétnocnej Polsce. Podczas realizacji tych doswiadczen
badatam wptyw czterech temperatur wobec czterech mioddw, réznych pod wzgledem sktadu, tj.
miodu gryczanego, kwiatowego, lesnego i rzepakowego. Kontrole stanowit midéd nie poddawany
obrébce cieplnej, tj. taki, ktérego wihasciwosci przeciwbakteryjne zostaty okreslone w temperaturze
22°C. W celu okreslenia wfasciwosci przeciwbakteryjnych zastosowanych miodéw poddawanych
obrébce termicznej, oceniatam wartosci MBC miodu. Grupa badaczy z Politechniki Bydgoskiej okreslita
stezenie witamy C, zwigzkdw fenolowych i aktywnos¢ antyoksydacyjng w kazdym z miodéw ujetych
w tej ocenie. Wykazano statystycznie istotng redukcje wartosci MBC w przypadku mioddéw
poddawanych wptywi temperatury 62°C i 82°C po 15 i 120 minutach ekspozycji oraz catkowity brak
dziatania przeciwdrobnoustrojowego po traktowaniu miodéw temperaturg 100°C. Po 15-minutowe;j
ekspozycji miodu na obydwie oceniane temperatury notowano znaczacy spadek stezenia witaminy C
przy jednoczesnym wzroscie zawartosci polifenoli (> 27%) i aktywnosci antyoksydacyjnej wyrazanej sitg
antyoksydacyjna redukcji zelaza (ang. ferric reducing-antioxidant power, FRAP; > 106%). To wtasnie
zawartos$¢ fenoli determinuje szereg wtasciwosci prozdrowotnych [48]. Wyniki tych badan zostaty
przedstawione w publikacji P22 (Majkut M, Kwiecinska-Pirég J, Wszelaczyriska E, Poberezny J,
Gospodarek-Komkowska E, Wojtacki K, Barczak T (2021): Antimicrobial activity of heat-treated Polish
honeys, Food Chem 1, 343: 128561; IF 9,231 MEiN 200).

Innym kierunkiem badan byta ocena wtasciwosci przeciwbiofilmowych prototypéw implantéw
wykorzystywanych w ortopedii, realizowana w ramach dwdéch uméw z Instytutem Obrdbki Plastycznej
w Poznaniu (aktualnie jednostka w strukturze wielodyscyplinarnej placowki naukowo-badawczej —
tukasiewicz — Poznanski Instytut Technologiczny). Pierwsze badania, ktére wykonywatam z badaczami
tej jednostki, dotyczyty oceny wtasciwosci przeciwbiofilmowych zwigzkéw stosowanych do powlekania
hydroksyapatytem i nanoczasteczkami srebra tytanowych fragmentdw prototypdw implantéw.
Zwigzki te byly potgczone z powierzchniami przygotowanych przez zespét z Poznania biomateriatow.
Powierzchnie te byty umieszczane na 24 godziny w zawiesinie badanego szczepu Staphylococcus
epidermidis ATCC®35984™ celem utworzenia przez niego biofilmu. Po inkubacji biomateriaty
przemywano jatowym roztworem PBS (Graso Biotech, Poland) i barwiono solami TTC, aby uwidocznic¢
przylegajgce komdérki drobnoustrojow. Wykazano, ze pokrycie fragmentéw prototypow implantéw
hydrokysyapatytem i nanoczgsteczkami srebra ogranicza tworzenie biofilmu przez badany szczep

w poréwnaniu do powierzchni biomateriatu bez tej powtoki. Wyniki badan zostaty przedstawione
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w pracy P9 (Sulej-Chojnacka J, Kloskowski T, Borowski J, Ignatev M, Bajek A, Wisniewska-Weinert H,
Kwiecinska-Pirég J, Drewa T (2016): Prototype coatings of titanium alloy samples with silver
nanoparticles and their biological characterization, in vitro study, J Biomater Tissue Eng 6: 463-472 (IF
1,383, MEIN 15).

Kontynuacjg wspétpracy z Instytutem Obrdébki Plastycznej w Poznaniu byta ocena tworzenia
biofilmu przez S. epidermidis ATCC®35984™ i P. aeruginosa ATCC®700829™ na powierzchni materiatéw
stosowanych do wytwarzania implantéw kostnych, tj. stali i tytanu pokrytych hydroksyapatytem lub
hydroksyapatytem i jonami miedzi. Wyniki tych badan zostaty zawarte w raporcie R3, ktoére
wykonywatam jako cztonek Stowarzyszenia ,Rozwdj Mikrobiologii”. W badaniach tych oceniatam
biofilm utworzony na jatowych fragmentach biomateriatéw. Metodg posiewdw ilosciowych zawiesin
uzyskanych z biofilmdw, ktéra jest jedng z metod uznawanych za ,ztoty standard” w ocenie wptywu
roznych zwigzkéw na biofilm drobnoustrojéw, wykazano, ze obecno$é jondw miedzi zwigzanych
z hydroksyapatytem ogranicza tworzenie biofilmu przez badane szczepy w poréwnaniu do obydwu
tych materiatébw z naniesiong wytgcznie powtoka hydroksyapatytowg. Wyniki tych doswiadczen
stanowig podstawe dalszych badan, na etapie przedklinicznym i klinicznym, w zakresie wykorzystania

ocenianych biomateriatéw z jonami miedzi w ortopedii.

5.2.  Ocena dziatania przeciwdrobnoustrojowego nowych technologii

W ramach wspétpracy z innymi jednostkami naukowymi, bytam cztonkiem zespotu badawczego, ktory
realizowat badania dla Wojskowej Akademii Technicznej im. Jarostawa Dagbrowskiego w Warszawie.
Stanowity one czes¢ projektu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju numer 50/2015, pt. ,,Assessment
of the efficiency of the thermocatalytic device in the aspect of air purification from biological toxic
substances”. Przedmiotem tego opracowania byta weryfikacja efektywnosci oczyszczania powietrza
z biologicznych substancji toksycznych z uzyciem dostarczonego urzgdzenia doswiadczalnego (po
korektach konstrukcyjnych/materiatowych) oraz okreslenie optymalnych warunkéw jego pracy.
Materiat do badan stanowity szczepy wzorcowe bakterii pochodzacych z kolekcji ATCC®: Bacillus
thuringiensis ATCC® 33679™ (formy wegetatywne i spory) i Enterococcus faecium ATCC® 51559™ oraz
grzybéw strzepkowych, Aspergillus brasiliensis ATCC® 16404™. Ocene czystosci mikrobiologicznej
powietrza przeprowadzano w oparciu o metode zderzeniowg z wykorzystaniem podtoza Columbia
Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej (bioMérieux) dla B. thuringiensis i E. faecium oraz agaru Sabourauda
(bioMérieux) dla A. brasiliensis. W wyniku niemal poétrocznych badan wykazano, ze urzgdzenie
termokatalityczne istotnie (przewaznie ponad 99% eliminacji) ogranicza poziom zanieczyszczenia
mikrobiologicznego powietrza szczepami badanych gatunkéw drobnoustrojéw. Nie wykazano

istotnych  statystycznie  réznic w  skutecznosci  przeciwdrobnoustrojowej  urzadzenia
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termokatalitycznego w zaleznosci od temperatury pracy i szybkosci przeptywu powietrza. Wyniki
badan zostaty przedstawione w dwéch raportach, pt. ,Okreslenie warunkdéw pracy (temperatura pracy,
natezenie przeptywu powietrza, stezenie czastek biologicznych) zapewniajgcych maksymalng
efektywnosc oczyszczania powietrza z toksycznych czynnikéw biologicznych z uzyciem przedprototypu
urzadzenia doswiadczalnego” (R4) i ,Weryfikacja efektywnosci oczyszczania powietrza z toksycznych
czynnikdéw biologicznych z uzyciem ostatecznej wersji urzgdzenia doswiadczalnego (po korektach
konstrukcyjnych/materiatowych). Okreslenie optymalnych warunkdéw pracy urzadzenia” (R5).

Innym obszarem moich badan sg metody wptywajgce na ograniczenie tworzenia biofilmu przez
drobnoustroje z zastosowaniem metod fizycznych. Jedng z nich, ktéra wydaje sie mieé potencjat
przeciwbiofilmowy, jest technologia RCI. Pomimo tego, ze technologia RCl istnieje od drugiej potowy
ubiegtego wieku, jej dziatanie przeciwdrobnoustrojowe jest poznane w niewielkim stopniu. RCl polega
na emisji reaktywnych form tlenu, ktére generujg uszkodzenia oksydacyjne, przede wszystkim
w materiale genetycznym drobnoustrojéw. W komadrkach bakteryjnych dziatanie RCI skutkuje, m.in.,
oksydacjg koenzymu A czy oksydacjg fosfolipidow bton komérkowych.

Zakres dziatania przeciwdrobnoustrojowego RCl jest szeroki. W badaniach, w ktdrych
uczestniczytam jako cztonek zespotu badawczego, wykazano, ze RCI skutecznie zmniejsza na wstepnie
skontaminowanych powierzchniach i w powietrzu liczbe re-izolowanych drobnoustrojow,
reprezentujgcych rézne grupy taksonomiczne (S. aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis, Clostridium sporogenes, E. coli, Salmonella Enteritidis, P. aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Candida albicans, Aspergillus niger i Penicillium chrysogenum). Wyniki tych
badar przedstawiono w publikacji P11 (Skowron K, Grudlewska K, Kwieciiska-Pirég J, Gryr G, Srutek
M, Gospodarek-Komkowska E (2018): Efficacy of radiant catalytic ionization to reduce bacterial
populations in air and on different surfaces. Sci Total Environ, 610-611: 111-120; IF 5,589, MEiN: 40).

RCI jest technologig, ktéra ma potencjat do wprowadzenia w przemysle przetwdrstwa
zywnosci. Na etapie przedwdrozeniowym wymaga badan, ktére pozwolg na okreslenie czynnikéw
wptywajacych na skutecznos¢ jej dziatania. Jako cztonek zespotu bratam udziat w jednym z takich
badan, ktorych celem byto okreslenie wptywu na skutecznos¢ dziatania przeciwdrobnoustrojowego
RCI, m.in.: czasu ekspozycji skontaminowanych powierzchni, temperatury pracy urzadzania, odlegtosci
powierzchni od zrédta promieniowania oraz obcigzenia organicznego badanych powierzchni (P20;
Skowron K, Watecka-Zacharska E, Grudlewska K, Kwiecinska-Pirég J, Wiktorczyk N, Kowalska M,
Paluszak Z, Kosek-Paszkowska K, Brozek K, Korkus J, Gospodarek-Komkowska E (2020): Effect of
selected environmental factors on the microbicidal effectiveness of radiant catalytic ionization. Front
Microbiol 10: 1-13; IF 5,640, MEiN 100).

Kontynuacjg tych badan byto wykazanie skutecznosci RClI w eradykacji szczepdéw Salmonella

trzech serowardw (S. Enteritidis, S. Typhimurim i S. Virchow) naniesionych na powierzchnie skorup jaj
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kurzych. Skutecznos$¢ ocenianej technologii byta poréwnywana do techniki ozonowania, ktéra jest
jedng z metod stosowanych do dezynfekgcji jaj kurzych, w szczegdlnosci jaj legowych (P30; Grudlewska-
Buda K, Wiktorczyk-Kapischke N, Watecka-Zacharska E, Kwiecinska-Pirég J, Gryn G, Skowron KJ.,
Korkus J, Gospodarek-Komkowska E, Bystron J, Budzyriska A, Kruszewski S, Paluszak Z, Andrzejewska
M, Wilk M, Skowron K (2022): Effect of radiant catalytic ionization and ozonation on Salmonella spp.
on eggshells. Foods 11: 1-11; 2452. IF 5,561; MEiN 100).

Dziatanie RCl wobec adhezji oraz biofilmu drobnoustrojéw zaliczanych do patogendow
zwigzanych z zywnoscig byto oceniane w badaniach, w ktdrych uczestniczytam wraz z naukowcami
z Politechniki Bydgoskiej oraz Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. W pracy wykorzystano
szczepy z gatunkdéw/serowardw: L. monocytogenes, S. Enteritids i Campylobacter jejuni. Biofilm
tworzono na powierzchni szkta i poddawano dziataniu RCI. Kontrole stanowit biofilm nie poddawany
dziataniu czynnikéw zewnetrznych. Dla oceny skutecznosci RCI wobec komérek tworzgcych biofilm,
wykorzystano wspotczynnik redukeji, ktéry wyliczono jako iloraz [rdznicy liczby j.t.k. uzyskanych
z powierzchni szkta na poczatku adhezji/biofilm (1) i j.t.k. na koricu eksperymentu (B)] do j.t.k. (1).

RCl, ktdre oddziatywato na biofilm badanych gatunkéw bakterii przez 24 godziny, w znamienny
statystycznie sposéb ograniczyto liczbe komdrek tworzacych biofilm. Wspdtczynnik redukcji adhezji
pod wptywem RCl wynidst, w zaleznosci od rodzaju bakterii, 0,611, 0,636 i 0,734, odpowiednio dla
S. Enteritidis, L. monocytogenes i C. jejuni. Wspotczynniki redukcji 24-gdzinnego biofilmu byty nizsze
i wyniosty, odpowiednio: 0,262, 0,329 i 0,240 (P21; Skowron K, Skowron KJ, Bauza-Kaszewska J,
Watecka-Zacharska E, Kwieciniska-Pirdg J, Grudlewska-Buda N, Wiktorczyk N, Gospodarek-Komkowska
E (2020): The antimicrobial effect of radiant catalytic ionization on the bacterial attachment and biofilm
formation by selected foodborne pathogens under refrigeration conditions. Appl Sci-Basel 10: 1364, 1-
15; IF 2,679, MEiN 100).

Poszerzeniem badan prowadzonych w temacie RCl, jest wspdtpraca z badaczami ze Szkoty
Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego (SGGW) w Warszawie. Celem tych badan byto okreslenie
mozliwosci praktycznego zastosowania badanej technologii. Obejmujg one, oprdécz oceny wptywu na
liczebnos$¢ drobnoustrojow w badanych pomieszczeniach w poréwnaniu do pomieszczen bez
dziatajacej technologii RCI, rowniez ocene bezpieczenstwa stosowania RCl wobec zywych organizméw
eukariotycznych, ktérych modelowym przyktadem sg myszy laboratoryjne. W modelu badawczym
zaprojektowano dwa pomieszczenia o takiej samej kubaturze i identycznym wyposazeniu wnetrza
(klatki dla zwierzat), tak samo rozmieszczonym. W jednym z pomieszczen umieszczono urzgdzenie
emitujace RCl, a drugie pomieszczenie stanowito kontrole odniesienia. Efekt dziatania RCI byt oceniany
przed uruchomieniem RCl i w 7-ej dobie dziatania technologii. Prébki do badan mikrobiologicznych
pobierane byty ze wszystkich dostepnych powierzchni (Sciana, podtoga, klatki) oraz z powietrza. Moim

zadaniem byto zaplanowanie schematu pobierania prébek do badan mikrobiologicznych, interpretacja
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uzyskanych wynikéw posiewéw i ich analiza. Stezenia substancji reagujgcych z kwasem
tiobarbiturowym jako parament prooksydacyjny w tkankach myszy, czy stezenie amoniaku, pytu oraz
parametry morfologii krwi obwodowej myszy byty oceniane przez badaczy z SGGW w Warszawie.
Wyniki badan wskazujg, ze przy jednoczesnym braku wzrostu obcigzenia mikrobiologicznego
pomieszczenia z umieszczonym wewnatrz urzadzeniem RCl w poréwnaniu do pomieszczenia
odniesienia po 7 dobach dziatania zastosowanej technologii notuje sie utrzymanie parametréw
prooksydacyjnych w tkankach myszy oraz wartosci parametréw morfologii krwi obwodowej
w dopuszczalnych granicach okreslanych dla zdrowych osobnikéw. Stwierdzono takze zmniejszenie
stezenia amoniaku i zapylenia w pomieszczeniu, w ktérym umieszczono RClI w poréwnaniu do
pomieszczenia kontrolnego. Wyniki badan zostaty przedstawione w dwdch publikacjach z moim
udziatem (P31: Niemiec T, Skowron K, Swiderek W, Kwiecifiska-Pirég J, Gryn G, Fiszdon K, tozicki A,
Zglinska K, Kosieradzka |, Koczon P (2022): Radiant catalytic ionization improves the microbiological
status of rodent facilities without affecting the prooxidative status of mice. Lab Anim. E-ISSN: 1758-
1117; IF 2,908, MEiIN 100 oraz P33: Niemiec T, Skowron K, Swiderek W, Kwiecifska-Pirég J, GryA G,
Wojcik-Trechcinska U, Gajewska M, Zglinska K, tozicki A, Koczon P (2022): Effect of radiant catalytic
ionization on environmental conditions in rodent rooms and the haematological status of mice BMC
Vet Res. 3, 18, 1: 298; IF 1,777, MEiN 40).

Obecnie, w ramach kontynuacji projektu, zakoriczony zostat etap badan wptywu RCI na stopien
obcigzenia mikrobiologicznego ww. pomieszczen zwierzetarni SGGW, w ktdrych technologia RCI byta
wigczona przez cztery miesigce. Wyniki zostaty zawarte w raporcie, pt. ,Ocena wptywu technologii
promieniowej jonizacji katalitycznej na czysto$é mikrobiologiczng powietrza, wybranych powierzchni
oraz sciotki w zwierzetarni” (R14).

Ponadto skuteczno$é RCI byta oceniana wobec patogendw alarmowych stanowigcych istotne
zagrozenie w Srodowisku szpitalnym. W badaniach, ktére wykonywano na zlecenie podmiotu
gospodarczego (R9), wykazano, ze RCl zmniejsza liczebno$¢ pateczek Klebsiella pneumoniae ze
stwierdzong fenotypowa ekspresjg karbapenemazy klasy B wedtug klasyfikacji Ambler (ang. New Delhi
metalobetalactamases, NDM) na powierzchniach wykonanych z bawetny, frotte i PCV, z ktdrych moga
by¢ wykonane materiaty, przedmioty czy meble w Srodowisku chorego w szpitalu (P18: Skowron K,
Wiktorczyk N, Kwiecinska-Pirég J, Sekowska A, Watecka-Zacharska E, Gospodarek-Komkowska E
(2019): Elimination of Klebsiella pneumoniae NDM from the air and selected surfaces in hospital using

radiant catalytic ionization. Lett Appl Microbiol 69: 333-338; IF 2,173, MEIN 70).

5.3. Patogeny przenoszone z zywnoscig
Patogeny przenoszone z zywnoscig, w szczegélnosci z zywnoscig przetworzong, gotowa do konsumpgji

(ang. ready to eat, RTE) stanowig obecnie duze zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi. Do grupy tej zalicza
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sie przede wszystkim: S. aureus, L. monocytogenes, Salmonella spp. i C. jejuni. Mogg one wywotywac
zakazenia ograniczone do ukfadu pokarmowego, ale réwniez przechodzi¢ w postacie uogdlnione.
Z tego wzgledu wazne jest poszukiwanie metod ograniczenia liczebnosci tych drobnoustrojéw na
poczatku procesu przetwarzania zywnosci i okreslenie drég transmisji wraz z potencjalnymi sposobami
ich przerwania.

W celu realizacji tego zadania, prowadzitam badania z naukowcami, m.in., z Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu, w zakresie okreslenia wirulencji, drég rozprzestrzeniania sie
w srodowisku i sposobdw eliminacji ze S$rodowiska Gram-dodatnich pateczek z gatunku
L. monocytogenes. Bakterie te stanowig istotny problem w przemysle spoiywczym, gdyz
charakteryzuje je zdolno$¢ przezycia i namnazania w niskich temperaturach, jakie z reguty s3
wymagane w zaktadach przetwdrstwa rybnego (P13: Skowron K, Kwiecinska-Pirdg J, Grudlewska K,
Swieca A, Paluszak Z, Bauza-Kaszewska J, Watecka-Zacharska E, Gospodarek-Komkowska E (2018): The
occurrence, transmission, virulence and antibiotic resistance of Listeria monocytogenes in fish
processing plant. Int J Food Microbiol 282: 71-83; IF 4,006, MEiN 40). Konsekwencjg tego jest, m.in.,
tatwosé ich utrzymywania sie, jak i rozprzestrzenianiu sie w srodowisku i kontaminacji zywnosci na
kazdym etapie jej przetwarzania, transportu i przechowywania, a z tym wigze sie wzrost ryzyka
wystgpienia listeriozy u ludzi spozywajacych te zywnos¢. Jest to zakazenie, ktére moze dawad rdzne
objawy kliniczne, od skgpoobjawowych do stanu bezposrednio zagrazajgcego zyciu, gdyz czynniki
wirulencji tego gatunku pozwalajg L. monocytogenes przetamac wszystkie naturalne bariery obronne
w organizmie cztowieka. Ponadto bakterie te majg niezwykte zdolnosci adaptacyjne do réznych
warunkoéw srodowiskowych, wtym udowodnione zdolnosci tworzenia biofilmu, co dodatkowo
zwieksza ich potencjat chorobotworczy.

Szczepy izolowane ze $rodowiska (z zywnosci) i od ludzi rdznig sie, np. potencjatem do
tworzenia biofilmu, co wykazano w badaniach prowadzonych z naukowcami z Politechniki Bydgoskiej
i Instytutem Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Panistwowego Instytutu Badawczego, Oddziat w Bydgoszczy
(P15: Skowron K, Watecka-Zacharska E, Grudlewska K, Wiktorczyk N, Kaczmarek A, Gryn G, Kwieciriska-
Pirdg J, Juszczuk K, Paluszak Z, Kosek-Paszkowska K, Gospodarek-Komkowska E (2019): Characteristics
of Listeria monocytogenes strains isolated from milk and humans and the possibility of milk-borne
strains transmission. Pol J Microb 68: 353-369; IF 0,897, MEIN 40). Sugeruje to koniecznosc
prowadzenia badan dotyczgcych pateczek L. monocytogenes w sposéb wielodyscyplinarny, gdyz w
listeriozie, zaréwno Srodowisko, jak i skazona tymi bakteriami zywnos$¢ stanowig istotne zrodto zakazen
u cztowieka i nie mozna ocenia¢ cech bakterii izolowanych wytgcznie z przypadkdw zakazen.

Wyniki oceny wiasciwosci biofilmu tworzonego przez pateczki L. monocytogenes zostaty
przedstawione w pracy P16 (Skowron K, Wiktorczyk N, Grudlewska K, Kwiecinska-Pirog J, Watecka-

Zacharska E, Paluszak Z, Gospodarek-Komkowska E (2019): Drug-susceptibility, biofilm-forming ability
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and biofilm survival on stainless steel of Listeria spp. strains isolated from cheese. Int J Food Microbiol
296: 75-82; IF 4,187, MEIN 100). Biofilm L. monocytogenes byt tworzony na fragmentach stali. Zostata
ona wybrana do badan, gdyz jest materiatem, z ktérego wykonywane sg elementy wyposazenia
zaktadow przetwdrstwa zywnosci, mogacego stanowié rezerwuar pateczek tego gatunku i mozliwe
zrédto skazenia zywnosci. Biofilm oceniano dwiema metodami, tj. posiewu iloSciowego zawiesiny
uzyskanej po sonikacji fragmentdw stali z utworzonym na jej powierzchni biofilmem, oraz oceny suche;j
masy biofilmu. Wykazano, ze wszystkie szczepy L. monocytogenes ujete w badaniu miaty zdolnos¢
tworzenia biofilmu na badanej powierzchni. W oparciu o réwnanie regresji teoretycznej, obliczono
teoretyczny czas przezycia L. monocytogenes w postaci biofilmu na stali. Wahat sie on od 13,85 do
124,41 dni, co byto zalezne w duzej mierze od temperatury namnazania szczepdw — najdtuzszy czas
uzyskano dla temperatury 4°C (47,58 — 124,42 dni), a najkrotszy — dla temperatury 37°C (13,85 — 32,50
dni). Wyniki te wskazujg na istotne zagrozenie dla skazenia zywnosci, ktére moze by¢ konsekwencja
zdolnosci tych bakterii do tworzenia biofilmu i dlugotrwatego przezycia w srodowisku produkcyjnym.

Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu przez inny rodzaj patogendéw przenoszonych z zywnoscig, tj.
przez szczepy roézinych serowardw Salmonella spp. (S. Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium
i S. Mbandaka) zostata wykazana w kolejnych badaniach prowadzonych z moim udziatem (P25:
Biatucha A, Gospodarek-Komkowska E, Kwiecinska-Pirdg J, Skowron K (2021): Influence of selected
factors on biofilm formation by Salmonella enterica strains. Microorganisms 9: 43, 1-11; IF 4,926, MEiN
40). Na ograniczenie tworzenia biofilmu przez pateczki Salmonella spp. wptywajg sole zétci obecne
w Srodowisku wzrostu, co sugeruje istnienie naturalnego mechanizmu w organizmie cztowieka, ktéry
chroni drogi zéfciowe przed dtugotrwatg kolonizacjg pochorobowg przez pateczki tego rodzaju.

Jedng z mozliwosci ograniczenia ryzyka utrzymywania sie bakterii w Srodowisku jest
wprowadzenie specjalnych opakowan do zywnosci, ktére, oprécz funkcji zabezpieczenia zywnosci
przez uszkodzeniami mechanicznymi, petnityby role swoistych ,inhibitoréw” biofilmu. Jedno z badan,
w ktérych uczestniczytam, dotyczyto potencjalnego zastosowania produktéw pochodzenia pszczelego
jako skfadnikéw powlekajacych powierzchnie polipropylenu wykorzystywane jako opakowania
zywnosci. W badaniach zastosowano dwa produkty pszczele, tj. propolis i pytek pszczeli, z ktorych
uzyskano alkoholowe roztwory, odpowiednio: EEP i etanolowy ekstrakt pytku pszczelego (ang.
ethanolic extract of bee pollen, EEBP) o stezeniach 40%. Catkowita zawartos¢ fenoli i analiza
fitochemiczna propolisu i pytku pszczelego zostata wykonana we wspdtpracy z Katedrg Botaniki
Farmaceutycznej i Farmakognozji CM UMK. Fragmenty polipropylenu z powtoka chitosanu, EEP i EEBP
byty przygotowywane przez pracownikéw Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Panstwowego
Instytutu Badawczego, Oddziat w Bydgoszczy. W tak przygotowane fragmenty zostaty zapakowane
skrawki tososia inokulowane zawiesing L. monocytogenes. Jako model badawczy wybrano filet fososia

(tac. Salmo salar), gdyz ta ryba jest czestym rezerwuarem pateczek L. monocytogenes. Ocena liczby re-
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izolowanych komérek L. monocytogens byta przeprowadzana w kilku wariantach czasowych, od jedne;j
godziny do 15 dni. W badaniach tych wykazano, ze uzycie 20% EEP wraz z 2% chitosanem do
impregnacji polipropylenowych opakowan moze nie tylko ograniczy¢é namnazanie sie pateczek
L. monocytogenes, ale w istotny sposdb zmniejszy¢ skazenie zywnosci badanymi szczepami (P14:
Skowron K, Kwiecinska-Pirég J, Grudlewska K, Gryn K, Wiktorczyk N, Balcerek M, Zatuski D, Watecka-
Zacharska E, Kruszewski S, Gospodarek-Komkowska E (2019): Antilisterial activity of polypropylene film
coated with chitosan with propolis and/or bee pollen in food models. BioMed Res Int: 1-12; IF 2,276,
MEiN 70).

5.4. Ocena transmisji patogenéw alarmowych w placéwkach ochrony zdrowia

Pracujgc zawodowo w medycznym laboratorium mikrobiologicznym (Zaktad Mikrobiologii Klinicznej
SU1), miatam okazje uczestniczy¢ w wieloosrodkowym badaniu oceniajgcym kolonizacje uktadu
pokarmowego pacjentdow przyjmowanych do SUl. W latach 2017-2020 bytam cztonkiem
miedzynarodowego zespotu wykonujgcego badania finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki,
pt. ,EmerGE-Net — effectiveness of infection control strategies against intra- and inter-hospital
transmission of multidrug-resistant Enterobacteriaceae”. Mdj udziat w badaniach w ramach tego
projektu polegat na ocenie kolonizacji uktadu pokarmowego pacjentéw przyjmowanych do SU1 przez
patogeny alarmowe z rzedu Enterobacterales. Badania byly powtarzane podczas hospitalizacji
pacjenta, jak réwniez bezposrednio przed jego wypisaniem ze szpitala. Uzyskane wyniki z kilku
osrodkow, zlokalizowanych w réznych krajach Europy, postuzyty do stworzenia matematycznego
modelu sieci powigzan epidemiologicznych i klinicznych. Zadaniem tego algorytmu byto oszacowanie
ryzyka  wystgpienia  kolonizacji  pacjentow  przez  szczepy  patogendw  alarmowych
i prawdopodobienstwa rozwiniecia zakazenia zwigzanego z ochrong zdrowia.

Gtédwna role w transmisji patogendéw alarmowych w placéwkach ochrony zdrowia maja rece
personelu, ale prawdopodobne sg inne drogi, np. z udziatem owaddw. Ten sposdb transmisji
udowodniono, np. u kleszczy. Pozwolito to na postawienie hipotezy, ze mucha domowa moze stanowic
wektor patogendw alarmowych na terenie szpitala. Bytam cztonkiem zespotu, ktéry oceniat obecnosc
patogendw alarmowych na odnézach i w uktadzie pokarmowym na grupie badanej 100 much Musca
domestica (46,0%), Lucilia sericata (28,0%) i Calliphora vicina (26,0%) bytujacych na terenie szpitala.
Stosujgc metode spektrometrii mas (ang. matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry, MALDI TOF MS) do identyfikacji wyhodowanych drobnoustrojéw stwierdzono, ze
najczesciej izolowanymi z ciata much gatunkami bakterii sg: E. faecalis (n=64), E. coli (n=43)
i Moellerella wisconsensis (n = 24). Wykazano obecnos$¢ tylko jednego szczepu, ktéry jest uznanym
patogenem alarmowym, tj. P. mirabilis ESBL(+). Na podstawie analizy uzyskanych wynikow

wywhnioskowano, ze muchy nie stanowig istotnego wektora w transmisji patogendéw alarmowych (P32:
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Wiktorczyk-Kapischke N, Skowron K, Kwiecinska-Pirég J, Biatucha A, Watecka-Zacharska E,
Grudlewska-Buda K, Kraszewska Z, Gospodarek-Komkowska E (2022): Flies as a potential vector of
selected alert pathogens in a hospital environment. IntJ Environ Health Res 32, 8: 1868-1887; IF 4,477,
MEiN 70).

Wektorem drobnoustrojéw w jednostkach ochrony zdrowia mogg by¢ réwniez powierzchnie
urzadzen niedostatecznie reprocesowanych do powtdrnego uzycia, np. endoskopy. Poprawne
przeprowadzenie proceséw mycia i dezynfekcji endoskopéw po ich uzyciu w celu ustalenia diagnozy
lub monitorowania skutecznosci leczenia, a nastepnie prawidtowe jego przechowywanie jest istotne
w kontekscie bezpieczenstwa pacjentéw. W zwigzku z koniecznoscia wykonania takich badan,
kierowatam zespotami wykonujgcymi badania dla dwéch podmiotdw gospodarczych, ktérych celem
byta weryfikacja poprawnosci dobrania parametrow mycia i dezynfekcji endoskopédw w myjce
ultradzwiekowej oraz warunkdéw przechowywania endoskopdéw w zaprojektowanej do tego celu szafie
(R2, R7, R11). Wyniki badan zostaty przedstawione w publikacji (P19) (Wiktorczyk N, Kwieciriska-Pirog
J, Skowron K, Michalska A, Zalas-Wiecek P, Biatucha A, Budzyriska A, Grudlewska-Buda K, Prazyriska M,
Gospodarek-Komkowska E (2020): Assessment of endoscope cleaning and disinfection efficacy, and
the impact of endoscope storage on the microbiological safety level. J Appl Microbiol 128: 1503-1513;
IF 3,772, MEIN 70).

W zakresie oceny wystepowania patogenéw alarmowych zwigzanych ze s$rodowiskiem
szpitalnym podjetam sie analizy dotyczacej epidemiologii przypadkdéw bakteriemii wywotanych przez
Proteus spp. W celu okreslenia zrédet bakteriemii Proteus spp. analizowatam dostepng w Zaktfadzie
Mikrobiologii Klinicznej SU1 baze danych. Wyniki tej analizy wskazuja, ze zrédtem dla wtérnej
bakteriemii wywotanej pateczkami Proteus spp. jest ZUM (46,6%). W prawie 50% przypadkow
bakteriemii nie mozna byto jednak ustali¢ jej Zrédta. lzolaty wyosobnione z prébek krwi
charakteryzowata stabsza zdolno$¢ tworzenia biofilmu ocenianego poprzez absorbancje fioletu
krystalicznego niz izolaty wyosobnione z innego rodzaju materiatu klinicznego pobranego od tego
samego pacjenta (P12: Kwiecinska-Pirég J, Skowron K, Gospodarek-Komkowska E (2018): Primary and
secondary bacteremia caused by Proteus spp.: epidemiology, strains susceptibility and biofilm
formation. Pol J Microb 67: 471-478; IF 0,776, MEiN 15).

Zdolnos$¢ tworzenia biofilmu przez drobnoustroje moze by¢ skorelowana z obecnoscig
i ekspresjg niektorych gendéw. Ocena obecnosci u szczepdw P. aeruginosa gendw, ktdrych ekspresja
warunkuje tworzenie biofilmu, tj. algD, pilA i pilD byta przedmiotem badan, w ktérych bratam udziat,
analizujac statystycznie uzyskane wyniki. W badaniach, ktdrych wyniki przedstawiono w pracy P26
(Bogiel T, Depka D, Rzepka M, Kwiecinska-Pirog J, Gospodarek-Komkowska E (2021): Prevalence of the
genes associated with biofilm and toxins synthesis amongst the Pseudomonas aeruginosa clinical

strains. Antibiotics-Basel 10: 241, 1-14 (IF 5,222, MEiIN 70) wykazano, ze u pateczek P. aeurginosa
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zdolnos¢ tworzenia biofilmu jest zwigzana przede wszystkim z obecnoscig gendw kodujgcych alginian
obecny w otoczce komdrki bakteryjnej niz z wystepowaniem fimbrii kodowanych przez gen pilA lub
pilB.

Uzupetnieniem tego kierunku badan byta ocena wystepowania gendéw powigzanych
z czynnikami wirulencji pateczek P. aeruginosa. Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze obecnos¢
gendw odpowiedzialnych za wystepowanie mechanizmdw opornosci na antybiotyki P. aeruginosa jest
ujemnie skorelowana z obecnoscig niektérych genéw kodujacych czynniki wirulencji (P23: Bogiel T,
Prazynska M, Kwiecinska-Pirég J, Mikucka A, Gospodarek-Komkowska E (2021): Carbapenem-resistant
Pseudomonas aeruginosa strains-distribution of the essential enzymatic virulence factors genes.

Antibiotics-Basel 10: 8, 1-10; IF 5,222, MEiN 70).

5.5.  SARS-CoV-2

Podczas pandemii SARS-CoV-2 realizowatam jako kierownik naukowy projekt, pt. , Wystepowanie
i okreslenie dynamiki zmian przeciwciat klasy IgA i IgG przeciwko SARS-CoV-2 w surowicy pracownikéw
ochrony zdrowia”. Przedmiotem badan byta ocena stezenia przeciwciat w klasie IgA oraz IgG metoda
potilosciowg w surowicy oséb badanych w okresie od czerwca 2020 roku do lutego 2021 roku. Celem
badania byto okreslenie trendu zmian stezenia przeciwciat u chorych, u ktérych doszto do zakazenia
SARS-CoV-2. W koncowej fazie badan oceniano stezenie przeciwciat u 0séb po przyjeciu szczepienia
przeciwko SARS-CoV-2, ktdre wczesniej przechorowaty COVID-19, i u osdéb, u ktdrych nie doszto
wczesniej do zakazenia (ktére przez caty okres prowadzonego badania wykazywaty ujemne wyniki na
obecnos$¢ przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2). Ponadto, we wspotpracy z Katedrg Diagnostyki
Laboratoryjnej CM UMK oceniono w surowicy stezenie witaminy D, aby oszacowac¢ korelacje pomiedzy
stezeniem przeciwciat oraz stezeniem tej witaminy. Witamine D wybrano ze wzgledu na jej potencjalng
immunomodulacyjng role w przebiegu zakazen uktadu oddechowego. Ma ona hamujgcy wptyw na
poziom kilku cytokin, ktére sg zwigzane z piorunujgcym przebiegiem COVID-19, np. interleukina-6 (IL-
6), czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a) i interferon-gamma (IFNy).

Dynamiczny wzrost stezenia przeciwciat klasy IgA i 1gG wykazano juz po pierwszej dawce
szczepionki u wszystkich badanych osdb. Stezenie 1gG oceniane po przyjeciu pierwszej dawki
szczepionki mMRNA (Pfizer) u oséb, ktére wczesniej przechorowaty zakazenie SARS-CoV-2 byto istotnie
wyzsze niz u oséb, ktdre wczesniej nie wyksztatcity odpornosci immunologicznej przeciwko SARS-CoV-
2 (wykazywaty ujemne wyniki na obecnos$¢ IgA i 1gG przed rozpoczeciem szczepien). Stezenia
przeciwciat 1gG po drugiej dawce szczepienia byly porownywalne w obydwu grupach osdéb, co Swiadczy
o koniecznosci przyjecia drugiej dawki, w szczegdlnosci przez osoby, ktdre nie przechorowaty COVID-

19. Nie stwierdzono natomiast zwigzku pomiedzy stezeniem przeciwciat w zadnej z grup a poziomem
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witaminy D w surowicy krwi (P29: Kwiecinska-Pirég J, Przekwas J, Kraszewska Z, Sekowska A, Brodzka
S, Wiktorczyk-Kapischke N, Grudlewska-Buda K, Watecka-Zacharska E, Zacharski M, Marikowska-Cyl A,
Gospodarek-Komkowska E, Skowron K (2021): The differences in the level of anti-SARS-CoV-2
antibodies after mRNA vaccine between convalescent and non-previously infected people disappear
after the second dose - study in healthcare workers group in Poland. Vaccines 9: 1-15; IF 4,961, MEIN
140).

Oprocz szczepien, w profilaktyce zakazen SARS-CoV-2 istotne sg dziatania polegajgce na
ograniczeniu drég transmisji tego wirusa i okreslenie jego potencjalnych rezerwuardéw. Istnieje wiele
publikacji, w ktérych przedstawiono wyniki dotyczgce okreslonej powierzchni lub sposobu transmisji
wirusa odpowiedzialnego za COVID-19. Aby mdc wyciggnaé ogdlne wnioski, nalezy zebraé dostepne
w publikacjach informacje i je ze sobg poréwnaé. W tym celu zespdt, ktérego bytam cztonkiem, dokonat
analizy danych wraz elementami meta-analizy, a ich wyniki przedstawiono w dwéch publikacjach (P27:
Grudlewska-Buda K, Wiktorczyk-Kapischke N, Watecka-Zacharska E, Kwiecinska-Pirdg J, Buszko K, Leis
K, Juszczuk K, Gospodarek-Komkowska E, Skowron KJ (2021): SARS-CoV-2: morphology, transmission
and diagnosis during pandemic, review with element of meta-analysis: Clin Med 10: 1-33; IF 4,964,
MEIN 140 oraz P28: Wiktorczyk-Kapischke N, Grudlewska-Buda K, Watecka-Zacharska E, Kwiecinska-
Pirdg J, Radtke L, Gospodarek-Komkowska E, Skowron K (2021): SARS-CoV-2 in the environment: non-
droplet spreading routes. Sci Total Environ 770: 1-20; IF 10,753, MEiN 200).

Na podstawie dostepnych danych stwierdzono, ze wnioski uzyskane z badan
epidemiologicznych i okreslenia potencjatu epidemiologicznego zwigzanego z transmisjg SARS-CoV-2
inng niz kropelkowa, powinny by¢ wyciggane nie tylko na podstawie stwierdzenie samej obecnosci
materiatu genetycznego SARS-CoV-2 na danej powierzchni, ale powinny zosta¢ uwzglednione wyniki
oceny liczby czastek infekcyjnych wirusa, ktére wskazuja na realne zagrozenie zwigzane z ich
obecnoscia w danej lokalizacji. W kontekscie $rodowiska szpitalnego, istotne wydaje sie
wyeliminowanie zbednych powierzchni, urzadzen czy przedmiotéw z otoczenia chorego, szczegdlnie
tych wykonanych z polimerdw. Nalezy takze zwrdci¢ uwage na wtasciwg higiene toalet pacjentéw
i personelu, gdyz nie mozna, na podstawie dostepnych danych, wykluczy¢ transmisji SARS-CoV-2 wraz
ze Sciekami.

Obecnie wiadomo, ze SARS-CoV-2, pomimo szeroko wprowadzonej profilaktyki szczepien,
nadal wywotuje zakazenia. Konieczne jest poszukiwanie metod leczenia, ktdre mogg ztagodzi¢ przebieg
choroby i ograniczy¢ lub nawet wyeliminowaé mozliwe powiktania. Potencjalne zastosowanie mogg
mieé¢ antyoksydanty, m.in., kwas askorbinowy. Dotychczasowa wiedza dotyczagca mozliwosci
zastosowania witaminy C uwzgledniona w dostepnym piSmiennictwie zostata przedstawiona w pracy
pogladowej (P35), pt. ,The variable nature of vitamin C - does it help when dealing with coronavirus?

autorstwa: Grudlewska-Buda K, Wiktorczyk-Kapischke N, Budzyriska A, Kwiecinska-Pirég J, Przekwas J,
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Kijewska A, Sabiniarz D, Gospodarek-Komkowska E, Skowron K, ktéra ukazata sie w czasopismie
Antioxidants (2022, 11: 1-29; IF 7,675, MEiN 100). Po analizie wynikéw dostepnych badan, opierajgcych
sie gtéwnie na opisach przypadkéw leczenia pacjentéw ze zdiagnozowanym COVID-19 oraz wynikach
nielicznych meta-analiz w tym temacie, postawiono wniosek, ze ani doustna suplementacja witaminy
C, ani podawanie pacjentom wysokich dawek tej witaminy dozylnie, nie wptywa na zmniejszenie
Smiertelnosci wsrdd pacjentéw zakazonych SARS-CoV-2. Istniejg natomiast przestanki do postawienia
hipotezy, ze podawanie pacjentom witaminy C zmniejsza ryzyko powikfan po przechorowaniu COVID-
19, przede wszystkim zakrzepicy. Wymaga to jednak prowadzenia dalszych badan. W zadnym z badan
nie wykazano negatywnego dziatania witaminy C na stan kliniczny pacjenta, a w wiekszosci
wykazywano zmniejszenie poziomow laboratoryjnych wyktadnikéw stanu zapalnego (biatko C-
reaktywne, prokalcytonina) i stezenia interleukin prozapalnych.

Metodg profilaktyki COVID-19 jest rowniez higiena i dezynfekcja rak. Czeste stosowanie
srodkéw do dezynfekcji skory moze jednak wptywac na jej mikrobiom. W celu weryfikacji tej hipotezy
wspdlnie z naukowcami z Politechniki Bydgoskiej i Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
dokonalismy przegladu dostepnego piSmiennictwa na temat mikrobiomu skéry oraz wptywu réznych
czynnikdw zewnetrznych i wewnetrznych na jej funkcjonowanie (P24: Skowron K, Bauza-Kaszewska J,
Kraszewska Z, Wiktorczyk-Kapischke N, Grudlewska-Buda K, Kwiecinska-Pirog J, Watecka-Zacharska E,
Radtke L, Gospodarek-Komkowska E (2021): Human skin microbiome: impact of intrinsic and extrinsic
factors on skin microbiota. Microorganisms 9: 1-20; IF 4,926, MEIN 40). Z analizy danych wynika, ze
czeste stosowanie S$rodkéw do dezynfekcji dtoni nie zmienia sktadu mikrobiomu skéry,
a najskuteczniejsze w eliminacji SARS-CoV-2 z powierzchni skéry sg preparaty oparte na alkoholu
(etanol, propanol). Zagadnienie dotyczagce mikrobiomu skéry, ze wzgledu na jego ztozonos$c
i odmienno$¢ w zaleznos$ci od lokalizacji, jest interesujgce i wymaga dalszych badan, réwniez

w zakresie biofilmu.
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6. INFORMACIA° O  OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH ORAZ
POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

Jako nauczyciel akademicki od 2008 roku prowadze zajecia dydaktyczne ze studentami Wydziatu
Farmaceutycznego (analityka medyczna, farmacja, kosmetologia), Lekarskiego (lekarski,
biotechnologia medyczna) oraz Nauk o Zdrowiu (pielegniarstwo, ratownictwo medyczne,
potoznictwo). Realizuje zajecia takze ze studentami studiéw anglojezycznych (lekarski, pielegniarstwo)
CM UMK oraz ze studentami w ramach programu ERASMUS (pielegniarstwo). Prowadze rdézne formy
zaje¢ (seminaria, laboratoria ic¢wiczenia) z przedmiotow: mikrobiologia, mikrobiologia ogdlna,
diagnostyka mikrobiologiczna, praktyczna nauka zawodu, wyktady fakultatywne dotyczace diagnostyki
mikrobiologicznej iinterpretacji wynikdw badain mikrobiologicznych dotyczacych przypadkéw
klinicznych. W 2015 roku otrzymatam wyrdznienie przyznane przez studentéw dla nauczyciela
akademickiego ze srednig ocen powyzej 4,95. Co roku srednia moich ocen za zajecia dydaktyczne
wynosi powyzej 4,80 (N1).

W kwietniu 2022 roku bytam opiekunem stazu studenckiego w ramach programu KA107
ERASMUS+ organizowanego przez Wydziat Farmaceutyczny CM UMK.

W lipcu 2022 roku sprawowatam opieke nad studentka z Belgii realizujgcg staz w laboratorium
mikrobiologicznym zainicjowany przez IFMSA-Polska.

Do moich obowigzkéw jako nauczyciela akademickiego nalezy opieka nad pracami
dyplomowymi studentéw naszej Uczelni. Bytam opiekunem ogdtem 29 prac magisterskich i dwdch
licencjackich, realizowanych przez 22 studentéw kierunku analityka medyczna, 7 - kierunku farmacja,
oraz dwéch - kierunku biotechnologia. Zrealizowane prace magisterskie pod mojg opiekg zostaty
kilkukrotnie nagrodzone na poziomie Uczelni lub w ramach konkurséw ogdlnopolskich:

— mgr Jana Przekwas: ,, Wptyw naturalnych produktéw pochodzenia pszczelego na zdolnosé

tworzenia biofilmu przez pateczki Proteus mirabilis izolowane z zakazen ran przewlektych”
- 1l nagroda w Ogdlnopolskim Konkursie Krajowe] lzby Diagnostow Laboratoryjnych dla
absolwentéw kierunku analityka medyczna, 2018 (A1),

— mgr Julia Panasiuk: ,Wptyw antybiotykdw beta-laktamowych na zdolno$¢ tworzenia

biofilmu przez pateczki Proteus mirabilis” - |ll nagroda w konkursie prac dyplomowych
Wydziatu Farmaceutycznego CM UMK, 2019 (A2),

— mgr Jakub Gebalski: ,,Wptyw antyoksydantéw i fluorochinolonéw na tworzenie biofilmu

przez pateczki Proteus mirabilis” - 1l nagroda w konkursie prac dyplomowych Wydziatu

Farmaceutycznego CM UMK dla mgr farmacji, 2018 (A3).
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W ramach pracy dydaktycznej opiekuje sie studentami kierunku analityka medyczna i farmacja

nalezgcymi do Studenckiego Kota Naukowego (SKN) dziatajgcego przy Katedrze Mikrobiologii CM UMK.

Efektem pracy ze studentami jest, m.in., uzyskanie finansowania i realizacja projektéw studenckich

badan naukowych, pt.:

»Wykorzystanie pomiaru fluorescencji za pomocg zestawu Live/Dead Baclight w ocenie
oddziatywan pomiedzy gentamicyng i azytromycyng wobec biofilmu” (studentka kierunku
analityka medyczna, Marta Sylka, 2021),

,O0cena czestosci wystepowania beta-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym
wsrod szczepdw Proteus mirabilis” (studentka kierunku analityka medyczna, Magdalena
Olszewska, 2019),

»,O0cena czestosci wystepowania wybranych czynnikdw wirulencji u szczepdw Proteus
mirabilis izolowanych z zakazen uktadu moczowego” (student kierunku farmacja, Jakub

Gebalski, 2018).

Wyniki badan realizowanych w ramach dziatalnosci SKN zostaty przedstawione z udziatem

studentdw podczas konferencji i/lub opublikowane w rozdziatach monografii:

Przekwas J, Kwiecinska-Pirog J, Sylka M, Gospodarek-Komkowska E: Optymalizacja metody
oceny komérek zywych i martwych w biofilmie za pomocg fluorescencji (live/dead baclight
bacterial viability kit). VIl Ogélnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu BioOpen.
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytet £édzki. £6dz, 07-08 IV 2022 (M8),
Porada M, Wasicki M, Modrzejewski M, Przekwas J: Urinary tract infection as one of the most
common seniors infections. Bukovinian International Medical Congress. Ukraine, 2-5 V 2019
— Il nagroda (A4),

Gebalski J, Kwiecinska-Pirég J, Gospodarek E: Wptyw fluorochinolonéw, kwasu
askorbinowego oraz rutozydu na tworzenie biofilmu przez szczepy Proteus mirabilis. ||
Ogdlnopolska Mikrobiologiczna Konferencja Naukowa MICROBS. Dwikozy, 17-18 V 2018,
Przekwas J, Kwiecinska-Pirég J, Gospodarek-Komkowska E: Wptyw naturalnych produktow
pochodzenia pszczelego na zdolnos$¢ tworzenia biofilmu przez pateczki Proteus mirabilis
izolowane zzakazen ran przewlektych. Il Ogdlnopolska Mikrobiologiczna Konferencja
Naukowa MICROBS. Dwikozy, 17-18 V 2018,

Przekwas J, Kwiecinska-Pirog J, Gospodarek-Komkowska E: Wptyw miodu Manuka na
tworzenie biofilmu i wzrost mgtawicowy Proteus mirabilis. [w:] M. Maciag, K. Maciag (red.):
Mikrobiologia medyczna i srodowiskowa — wybrane zagadnienia. Wydaw. Nauk. TYGIEL.
Lublin, 2017: 112-125,

Gajek A, Kwiecinska-Pirog J, Gospodarek-Komkowska E: Ocena wytwarzania biofilmu przez

szczepy Proteus mirabilis izolowane z ran przewlektych. [w:] M. Macigg, K. Maciag (red.):
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Mikrobiologia medyczna i sSrodowiskowa - wybrane zagadnienia. Wydaw. Nauk. TYGIEL.
Lublin, 2017: 148-159.

Do mojej dziatalnosci dydaktycznej zaliczyé mozna wspétautorstwo w tworzeniu podrecznikéw
przeznaczonych dla studentéw w ramach ksztatcenia dyplomowego i podyplomowego, przede
wszystkim studentom kierunku kosmetologia i lekarskiego, jak i specjalizujgcych sie w dermatologii
i medycynie estetycznej:

»Mikrobiologia w kosmetologii” pod red. naukowa E. Gospodarek i A. Mikuckiej.
Wydawnictwo PZWL 2013 - jeden rozdziat (Prazyriska M, Kwiecinska-Pirég J: ,Grzyby —
znaczenie w kosmetologii”: 65 - 77(M1),

= _ Mikrobiologia w dermatologii, wenerologii oraz w medycynie estetycznej i kosmetologii”

pod red. naukowga E. Gospodarek-Komkowskiej i A. Mikuckiej. Wydawnictwo PZWL 2021 —

trzy rozdziaty:

a. Sekowska A, Kwiecinska-Pirég: Wirusy — znaczenie w dermatologii, wenerologii oraz
w medycynie estetycznej i kosmetologii: 65 - 88 (M4),

b. Prazynska M, Kwiecinska-Pirdg J: Grzyby — znaczenie w dermatologii, wenerologii,
medycynie estetycznej i kosmetologii: 109 - 118 (M5),

c. Zalas-Wiecek P, Michalska A, Kwiecinska-Pirdg J: Wybrane zakazenia odzwierzece
w dermatologii: 125 - 134 (M®6).

Jestem wspdtautorem (Skowron K, Wiktorczyk-Kapischke N, Grudlewska-Buda K, Watecka-
Zacharska E, Kwiecinska-Pirdg J) rozdziatu, pt. ,Other microwave-assisted processes: microwaves as
a method ensuring microbiological safety of food” w ksigzce, pt. “Innovative and emerging
technologies in the bio-marine food sector applications, regulations, and prospects” pod red. nauk.
Marco Garcia-Vaquero i Gaurav Rajauria. 2022 Elsevier Inc. (M7).

Jestem promotorem pomocniczym doktorantki ksztatcacej sie w Szkole Doktorskiej Nauk
Medycznych i Nauk o Zdrowiu CM UMK. Doktorantka zostata zakwalifikowana do ksztatcenia w roku
akademickim 2019/2020 i realizuje projekt badawczy zwigzany z oceng wptywu antybiotykéw na
biofilm Gram-ujemnych bakterii z gatunku P. aeruginosa i P. mirabilis izolowanych z zakazen ran
przewlektych.

W ramach ksztatcenia specjalizacyjnego dla diagnostéw laboratoryjnych w dziedzinie
mikrobiologii medycznej bytam kierownikiem naukowym, pierwszego organizowanego po uzyskaniu
przez CM UMK akredytacji, kursu specjalizacyjnego, pt. ,,Opornos¢ drobnoustrojéw na antybiotyki:
podstawy teoretyczne, laboratoryjne metody oznaczania wrazliwosci szczepdw na antybiotyki
i chemioterapeutyki, wykrywanie mechanizmow opornosci". W ramach kursu prowadzitam wyktady
i seminaria oraz bytam odpowiedzialna za przygotowanie i przeprowadzenie testu korcowego

weryfikujgcego efekty uczenia.
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6.2. Osiaggniecia organizacyjne

Realizuje dziatalno$¢ organizacyjng zaréwno na studiach dyplomowych, jak i podyplomowych
prowadzonych przez Wydziat Farmaceutyczny CM UMK.

Od 2019 roku jestem powofana przez Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego CM UMK do
kierowania i nadzorowania zawodowych praktyk studentéw kierunku analityka medyczna naszej
Uczelni na terenie Polski. Do moich zadan w tym zakresie nalezy koordynowanie przebiegu praktyk
przypisanego rocznika studentéw, kontakt z jednostkami, w ktérych odbywa sie praktyka i pomoc
studentom w realizacji wymaganych programem praktyk zawodowych. Na podstawie informacji
uzyskiwanych od bezposrednich opiekunéw praktyk, przygotowuje protokdt, na podstawie ktérego
wyciaggane sg wnioski dotyczace poprawy realizacji praktyk zawodowych oraz doskonalenia jakosci
ksztatcenia studentdéw, szczegdlnie w aspekcie przysztej pracy zawodowej naszych absolwentow.

W latach 2019 — 2021 petnitam funkcje opiekuna studentéw I roku kierunku analityka medyczna.
Obecnie jestem powotana do petnienia tej funkcji w roku akademickim 2022/2023. Moim zadaniem
jest wspieranie studentéw na poczatku ich studenckiej sciezki rozwoju. Co jest szczegdlnie istotne,
moje dziatanie w tym zakresie przypadto na okres pandemii i zdalnego nauczania, co stanowito duze
wyzwanie zaréwno dla kadry prowadzacej zajecia, jak réwniez dla studnetéw rozpopczynajgcych swojg
nauke w szkole wyzszej.

Od lutego 2021 roku petnie funkcje Petnomocnika Rektora ds. specjalizacji dla diagnostow
laboratoryjnych w CM UMK. Wraz z cztonkami Zespotu doradczego Rektora uzyskalismy akredytacje
do prowadzenia szkolenia specjalizacyjnego w dwadch dziedzinach, tj. laboratoryjnej diagnostyki
medycznej i mikrobiologii medycznej. W 2022 roku uruchomiliémy pierwszy cykl szkolenia
specjalizacyjnego w obu dziedzinach, ktéry koordynuje jako kierownik zespotu doradczego. Moim
zadaniem jest, mi.in., kontakt z Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie,
Wydziatem Ksztatcenia Kadr Medycznych Urzedu Wojewddzkiego w Bydgoszczy, placowkami
realizujgcymi staze kierunkowe i kursy specjalizacyjne, kierownikami specjalizacji i uczestnikami
ksztatcenia specjalizacyjnego. Obecnie Zespdt stara sie o uzyskanie akredytacji do prowadzenia
szkolenia w dziedzinie laboratoryjnej transfuzjologii medycznej. Zaczynamy przygotowania do
organizacji kurséw i warsztatdw w ramach szkolenia ciggtego diagnostéw laboratoryjnych.

Aktualnie petnie funkcje kierownika specjalizacji dla jednej osoby realizujgcej ksztatcenie
specjalizacyjne w dziedzinie mikrobiologii medycznej. Moim zadaniem jest koordynowanie procesu
szkolenia uczestnika specjalizacji, nadzér nad poprawnoscig i terminowoscig realizowanych kurséw
i stazy kierunkowych oraz nadzér nad catym przebiegiem szkolenia przypisanego uczestnika

specjalizacji.

48



Dr n. med. Joanna Kwiecinska-Pirég

Do pozadydaktycznej dziatalnosci organizacyjnej moge zaliczy¢ udziat w komitetach

organizacyjnych:

1. Konferencji miedzynarodowej, pt. ,The last word belongs to microbes — celebrating the 200™"

anniversary of the birth of Louis Pasteur”, Warszawa, 29-30 XI 2022

2. Pieciu konferencji o zasiegu ogdlnopolskim, tj.:

| Konferencja Ogdlnopolska ”“Drobnoustroje w Swiecie cztowieka - drobnoustroje
oportunistyczne”, Bydgoszcz, 18-20 IX 2014,

Ogdlnopolska Konferencja Naukowa ,Dziatania przeciwdrobnoustrojowe. Drobnoustroje —
wptyw czynnikéw fizycznych i chemicznych”, Bydgoszcz, 24 VI 2015 (sekretarz komitetu
organizacyjnego),

Il Ogdlnopolska Konferencja ,Drobnoustroje w $wiecie cztowieka - drobnoustroje
oportunistyczne”, Bydgoszcz, 20-21 V 2016,

XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, Bydgoszcz, 25-27 IX 2016,

Il Ogdlnopolska Konferencja ”“Drobnoustroje w $wiecie cztowieka - drobnoustroje

oportunistyczne”, Bydgoszcz, 18-19 VI 2018.

W latach 2019 - 2020 bytam edytorem pomocniczym w numerze specjalnym czasopisma MDPI

Microorganisms, pt. "Bacterial biofilms and its eradication in food industry" (CE1). Obecnie petnie

funkcje pomocniczego edytora w czasopismie MDPI Antibiotics, w numerze specjalnym, pt.

,Antimicrobial resistance along the food chain: are we what we eat?” (CE2)

6.3.

Osiagniecia popularyzujace nauke

Dotychczas uczestniczytam w wymienionych okazjonalnych pracach organizacyjnych na rzecz Uczelni

i Wydziatu (Dni Otwarte, Festiwal Nauki, itp.):

Przygotowanie i przeprowadzenie warsztatéw podczas Dnia Nauki ,,MEDICALIA” w latach:
2012 (CSo1), 2013 (CSo3) 2016 (CSo6),

Przygotowanie i przeprowadzenie zaje¢ podczas Drzwi Otwartych Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu w 2013 (CSo2)
i 2014 roku (CSo4),

Przygotowanie wyktadu popularnonaukowego w ramach cyklu Medyczna Sroda, pt.
,Pogawedki drobnoustrojow, czyli quorum sensing w biofilmach”: Skowron K, Grudlewska K,
Kwiecinska-Pirdg J, Gospodarek-Komkowska E w 2016 roku (CSo5),

Przygotowanie i przeprowadzenie warsztatéw, pt. ,Na tropie bakterii. Jak wygladaja i gdzie

mieszkajg bakterie?” w ramach Bydgoskiego Festiwalu Nauki w 2017 (CSo7) i 2019 r (Cso8),
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Przeprowadzenie warsztatow z mikrobiologii dla uczestnikéw XV Ogdlnopolskiej Debaty
Studentow Analityki Medycznej w 2019 roku (CS09),

Przeprowadzenie czesci teoretycznej i praktycznej z zakresu mikrobiologii w ramach Il
Bydgoskich Symulacji Diagnostycznych w 2020 roku (CS010),

Wystgpienie podczas spotkania , Akcja specjalizacja” organizowanego przez Studenckie

Towarzystwo Diagnostyki Laboratoryjnej (STDL) CM UMK w 2021 roku (CSo11).
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7.

7.1.

INNE WAZNE INFORMACIJE, DOTYCZACE KARIERY ZAWODOWE!J

Udziat w szkoleniach i warsztatach

W celu doskonalenia wiedzy bratam udziat w nastepujacych spotkaniach naukowych, warsztatach

i konferencjach:

Il Pomorskie Spotkania z Mikrobiologig. Cetniewo, 17-18 XI 2011 (K1),

IV Pomorskie Spotkania z Mikrobiologig. Bydgoszcz, 20-21 IX 2013 (K2),

Sympozjum z okazji Europejskiego Dnia Wiedzy o Antybiotykach, Bydgoszcz, 02 Xl 2013 (K3),
| Ogdlnopolskiej Konferencji ,Drobnoustroje w $wiecie cztowieka — drobnoustroje
oportunistyczne”. Bydgoszcz, 18-20 1X 2014 (K4),

Ogdlnopolska Konferencja Naukowa ,Dziatania przeciwdrobnoustrojowe. Drobnoustroje —
wptyw czynnikéw fizycznych i chemicznych”. Bydgoszcz, 24 VI 2015 (K5),

Il Ogdlnopolska Konferencja ,Drobnoustroje w Swiecie cztowieka — drobnoustroje
oportunistyczne”. Bydgoszcz, 20-21 V 2016 (K6),

XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw ,Mikrobiologia — nowe wyzwania, nowe
mozliwosci”. Bydgoszcz, 25-27 IX 2016 (K7),

International Conference of natural and medical sciences: young scientists, PhD Students, and
Students. Lublin, 01-03 XII 2017 (K8),

X Jubileuszowe Ogdlnopolskie Sympozjum “Biofilm tworzony przez drobnoustroje
w patogenezie zakazen”. Kudowa Zdréj, 17-19 V 2019 (K9),

Il Ogdlnopolska Konferencja ,Drobnoustroje w $wiecie cztowieka - drobnoustroje
oportunistyczne”. Bydgoszcz, 18-19 VI 2018 (K10),

Posiedzenia szkoleniowo-naukowe: , Clostridium difficile — epidemiologia i diagnostyka”
,Oporne pateczki Gram-ujemne”, ,, Aktualnosci KIDL”. Bydgoszcz, 16 111 2018 (K11),
Posiedzenie naukowo-szkoleniowym z okazji Dnia Diagnosty Laboratoryjnego. Bydgoszcz, 27 V
2019 (K12),

Szkolenie ,Diagnostyka COVID-19”, forma zdalna, 18 1l 2021 (K13),

Il posiedzenie Naukowo-Szkoleniowe online Ogdlnopolskie Spotkania Mikrobiologéw
i Epidemiologdéw: ,,COVID-19”, ,Diagnostyka mikrobiologiczna”, , Dezynfekcja i prawidiowa
gospodarka odpadami medycznymi i ich rola w profilaktyce zakazen szpitalnych”,
»Antybiotykoterapia — zastosowanie ,,starych” antybiotykdw w nowej odstonie”; forma zdalna,
01 111 2021 (K14),

Szkolenie ,Bezpieczenstwo informacji — security awareness” i ,Nowe podejscie do ochrony

danych osobowych po wejsciu RODO”, forma zdalna, 24 1V 2021 (K15),
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Spotkanie edukacyjne , Kontrola czystosci powierzchni w szpitalu jako prewencja zakazen”
i ,Bezszwowa stabilizacja i ochrona bakteriobdjcza — wszystko czego potrzebujesz, aby
zabezpieczy¢ dostep naczyniowy i nie bac sie zakazen”, Jachranka, 12-14 V 2022 (K16),

Il Forum Zakazen. Jachranka, 12-14 V 2022 (K17).

Spotkania naukowe Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw Oddziat w Bydgoszczy (K18 a-h)

Uzupetnieniem szkolen teoretycznych byt udziat w warsztatach i szkoleniach o charakterze

praktycznym. W ramach zatrudnienia w CM UMK ukorfczytam nastepujace warsztaty:

kurs, pt. ,Zastosowania statystyki w analizie wynikdw badan medycznych” organizowany przez
StatSoft Polska, 2013 (CS1),

szkolenie z zakresu obstugi i prawidtowego uzytkowania oraz przepisow BHP podczas pracy z
autoklawem mikrofalowym firmy Enbiojet, 2014 (CS2),

warsztaty, pt. ,,Droplet digital PCR — PCR trzeciej generacji” organizowane przez firme Bio-Rad,
2016 (CS6),

udziat w szkoleniu aplikacyjnym z obstugi aparatu cobas z480 User Defined Workflow
przeprowadzonym przez firme Roche Diagnostic Polska Sp. z 0.0., 2017 (CS7),

szkolenie z obstugi czytnika multidetekcyjnego HIDEX Sense Beta Plus organizowanym przez

firme ICLab sp. z 0.0., 2022 (CS13).

W ramach zatrudnienia w Zaktadzie Mikrobiologii Klinicznej SU1 na stanowisku asystenta

diagnostyki laboratoryjnej bratam udziat w licznych szkoleniach i warsztatach dotyczacych obstugi

aparatéw wykorzystywanych w diagnostyce mikrobiologicznej zakazen cztowieka, m.in.:

przygotowanie probki i obstuga aparatu illumipro-10 uzywanego w metodzie molekularnej
illumiGene firmy Meridian Bioscience organizowanym przez firme Argenta Sp. z 0.0., 2014
(Cs3),

z zakresu spektrometrii mas (MALDI TOF MS) w identyfikacji drobnoustrojow i obstugi IVD
MALDI Biotyper (Bruker), 2015 (CS4),

administracji i obstugi programu Boomerang do automatycznego monitorowania temperatury
urzadzen i pomieszczen (Scandinavia ICU®) drogg radiowg, 2016 (CS5),

wykorzystania aparatu miniVIDAS w diagnostyce zakazen metodami immunologicznymi
zorganizowane przez firme bioMérieux Polska sp. z 0.0., 2018 (CS8),

diagnostyka boreliozy z uzyciem testow Immunoblot i obstuga programu EUROLineScan
zorganizowane przez firme EUROIMMUN POLSKA sp. z 0.0., 2018 (CS9),

warsztatach uzytkownikbw BD Phoenix™ - systemu do identyfikacji i oznaczania
lekowrazliwosci drobnoustrojéw (€S10) i systemdéw BD Phoenix 100 i BD Phoenix M50, 2019
(Cs11),
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= szkolenie merytorycznie i praktyczne z zakresu oznaczania (1->3)-beta-D-glukanu testem
Fungitell firmy Associates of Cape Cod, Inc., 2020 (CS12),
= szkolenie z obstugi i konserwacji urzadzenia EasySpital Dilute firmy Interscience

organizowanym przez Argenta Sp. z 0.0. Sp. k., 2022 (CS14).

7.2. Staze naukowe

Od pazdziernika 2021 roku do lutego 2022 roku odbywatam staz naukowy w Katedrze Chemii Instytutu
Nauk o Zywnosci Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Tematem stazu byta
spektroskopowa ocena biofilméw bakteryjnych tworzonych w réznych warunkach srodowiskowych
i poddawanych dziataniu roznych czynnikow, w tym antybiotykéw i zwigzkdw pochodzenia

naturalnego (St_1).

7.3. Recenzowanie publikacji

W latach 2017 — 2022 recenzowatam 11 prac oryginalnych oraz jedng prace pogladowa dla
anglojezycznych czasopism: International Journal of Enviromental Research and Public Health (4; CR1),
Life, Antibiotics, Microorganisms (3; CR2), Frontiers in Microbiology (1), BMC Microbiology (3; CR3_A,
CR3_B) oraz Biofouling (1).

7.4. Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

Bytam cztonkiem miedzynarodowych i krajowych towarzystw naukowych:
= European Committee on Infection Control (EUCIC) — cztonek komitetu krajowego w latach
2015-2021,
= Krajowy Komitet Konsultacyjny LabTests Online — cztonek w latach 2015-2020.
W dwdch towarzystwach naukowych petnie okreslone funkcje:
= Polskie Towarzystwo Mikrobiologdw — cztonek od 2013 roku, przewodniczgca Komisji
Rewizyjnej PTM Oddziat w Bydgoszczy od 2016 roku,

= Stowarzyszenie ,Rozwdj Mikrobiologii” — skarbnik od 2011 roku.

7.5.  Wspétpraca z gospodarka

Od kilku lat wspotpracuje z otoczeniem gospodarczym w zakresie badan mikrobiologicznych. Dotyczg
one gtéwnie nowych technologii, ktére majg potencjalne zastosowanie przeciwdrobnoustrojowe.
Jestem autorem lub wspoétautorem 17 ekspertyz / raportéow z badan zrealizowanych dla firm z terenu

Polski.
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Podmiot

zlecajacy badanie

Tytut raportu

Sktad zespotu badawczego

ActivTek Sp. z o.

Ocena liczby jednostek tworzacych kolonie wybranych

gatunkow bakterii i grzybow w powietrzu (R1_1) i na badanych

Gospodarek-Komkowska E,

R1 Skowron K, Kwiecinska-
0., Kielce (2016) powierzchniach (R1_2) po zastosowaniu urzadzenia Induct 750
Pirdg J, Grudlewska K
firmy ActivTek
Badania  mikrobiologiczne szafy do  przechowywania
termolabilnych endoskopdéw w kontrolowanym s$rodowisku
TRIBO S dukgji firmy TRIBO S d K go | KWiecinska-PirGg J’
p. z 0. 0., | produkcji firmy p. zo.o. pod nazwg ,Komora do | K Grudlewska K,
R2 Nowa Wies | przechowywania  endoskopéw”  model ~ SK 05320, | zalas-Wiecek P, Michalska
Wielka (2017) przeprowadzone na podstawie polskiej normy PN-EN | A, Biatucha A, Bogiel T,
Gospodarek-Komkowska E
16442 _2015 z maksymalnym, 7-dniowym czasie umieszczenia P W
endoskopdw
Ocena tworzenia biofilm przez Staphylococcus epidermidis
Instytut  Obrébki
® ™ H ® ™
R3 Plastycznej ATCC®35984™ oraz Pseudomonas aeruginosa ATCC®700829 Kwieciriska-Pirég J,
na powierzchni materiatdw stosowanych do wytwarzania | Gospodarek-Komkowska E
Poznan (2018)
implantow kostnych
Okreslenie warunkéw pracy (temperatura pracy, natezenie
Wojskowa
przeptywu powietrza, stezenie czastek biologicznych) | Gospodarek-Komkowska E,
Akademia Lo
R4 zapewniajagcych maksymalng  efektywnos¢  oczyszczania Skawran K, Kwiecifiska-
Techniczna, Pirég J, Wiktorczyk-
powietrza z toksycznych czynnikdéw biologicznych z uzyciem .
Warszawa (2018) Kapischke N
przedprototypu urzadzenia doswiadczalnego
Weryfikacja efektywnosci oczyszczania powietrza z toksycznych
Wojskowa
czynnikdw biologicznych z uzyciem ostatecznej wersji | Gospodarek-Komkowska E,
Akademia s
R5 urzgdzenia doswiadczalnego (po korektach Skowron K, Kwieciriska-
Techniczna, Pirog J, Wiktorczyk-
konstrukcyjnych/materiatowych).  Okre$lenie  optymalnych Kapischke N
Warszawa (2018) pisc
warunkow pracy urzadzenia
i Kwiecinska-Pirég J,
Varimed Sp. z o. .
Mikrobiologiczne badania myjni endoskopowej Endocleaner | Skowron K, Budzynska A,
R6 0., Wroctaw | ) Michalska A, Zalas-Wiecek
firmy Aort przeprowadzone zgodnie z normg PN-EN I1SO 15883 . .
(2019) P, Wiktorczyk-Kapischke N,
Gospodarek-Komkowska E
Pilotazowe badania mikrobiologiczne pozwalajgce na ocene
TRIBO Sp. z o.0., I -
| skutecznosci  prototypu modutu  poprawiajacego  jakosc Kwiecirska-Pirog J,
R7 Nowa Wies o ] i i Skowron K, Gospodarek-
mikrobiologiczng powietrza przeznaczonego do zainstalowania
Wielka (2019) Komkowska E
w ,Szafie do przechowywania lekéw”
ActivTek Medica | Ocena przezywalnosci szczepdw Salmonella spp. na Skowron K Kwieciriska-
R8 Sp. z o.0., Kielce | powierzchni skorup jaj kurzych pod wptywem dziatania

(2019)

urzadzenia Induct 750 firmy ActivTek

Pirég J, Wiktorczyk N,
Gospodarek-Komkowska E
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Podmiot

zlecajacy badanie

Tytut raportu

Sktad zespotu badawczego

Ocena przezywalnosci szczepow Klebsiella pneumoniae
ActivTek Medica | wytwarzajagcych metalo-beta-laktamazy typu NDM na | Skowron K, Kwiecifska-
R9 Sp. z o.0., Kielce | wybranych  powierzchniach pod wptywem dziatania Pirég J, Wiktorczyk N,
o S ) ) ) Sekowska A, Gospodarek-
(2019) promieniowej jonizacji katalitycznej wykorzystanej w Komkowska E
urzadzeniach Induct 750 firmy ActivTek.
Adamus
Implantmed Sp. z | Badanie jatowoéci implantu po procesie sterylizacji | Kwiecifiska-Pir6g J,
R10 ) Prazyriska M, Skowron K,
0. 0., Wegorzyno | dostarczonego przez firme Adamus Implantmed Sp. z 0. o.
Gospodarek-Komkowska E
(2019)
Ocena  skutecznosci  przeciwdrobnoustrojowej  modutu
oczyszczajgcego powietrze przeznaczonego do montazu w
szafie do przechowywania lekéw wobec drobnoustrojow
rozpylonych w powietrzu (R11_1) i naniesionych na
TRIBO Sp. z 0. 0.,
owierzchnie opakowan lekéw (R11_2); Ocena zmian liczb L., L,
Nowa Wieé powierzchnie opakow w (R11.2) zmt 12y Kwieciniska-Pirog J,
R11 bakterii tlenowych i wzglednie beztlenowych oraz grzybdéw | skowron K, Wiktorczyk N,
Wielka (2019-
drozdzoidalnych (po wstepnej kontaminacji) w powietrzu oraz | Gospodarek-Komkowska E
2020)
na powierzchni opakowad lekéw podczas ich przechowywania
w finalnej wersji ,Szafy o przechowywania lekéw” typ SK52200
i typ LS 52000 (kod GMDN 10535) wyposazonej w lampe
ActivPure RCI PCO Cell 5 for Induct 750 (R11_3)
Gospodarek-Komkowska E,
Bacteromic  Sp. Zalas-Wiecek P,
BacterOmic — walidacja systemu automatycznego oceny el DL
R12 z0. 0., Warszawa Kwieciriska-Pirdg J,
antybiotykowrazliwosci bakterii Budzyriska A, Depka D,
(2021) Przekwas J, Napiérkowska
M
Ustuga specjalistyczna obejmujgca badania mikrobiologiczne i
Spétka Inzynieréw | prace przygotowawcze niezbedne do stworzenia biblioteki | Skowron K, Gospodarek-
R13 | SIM Sp. z o. o., | widm wskazanych przez Zamawiajgcego szczepow patogendw Komkowska E, Kwieciriska-
) ) N Pirég J, Grudlewska-Buda
Lublin (2022) alarmowych w celu skonstruowania przez Zamawiajacego K, Wiktorczyk-Kapischke N
urzadzenia do identyfikacji drobnoustrojow
innoTechalif o " technologii o onizacii katalit | Skowron K, Gospodarek-
nnoTech4lLife sp. cena wptywu technologii promieniowej jonizacji katalitycznej |~ " E, Kwieciriska-
R14 | z 0.0, Warszawa | na  czystos¢ mikrobiologiczng ~ powietrza, — wybranych | pirgg J, Grudlewska-Buda
(2022) powierzchni oraz éciétki w zwierzetarni K, Wiktorczyk-Kapischke N,
Przekwas J
7.6. Wynalazki oraz wzory uzytkowe i przemystowe, ktére uzyskaty ochrone

Wynikiem wspdtpracy z gospodarka jest, m.in. uzyskanie ochrony prawnej dla wzoru uzytkowego oraz

ztozenie wnioskéw o udzielenie patentu:
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7.7.

1.

3.

Zgtoszenie wniosku o udzielenie patentu na wynalazek P:435375 [WIPO ST 10/C PL 435375]
pn.: ,Urzadzenie do oceny czystosci mikrobiologiczne powietrza, zwtaszcza detekcji pratkéw
gruzlicy oraz sposdb oceny czystosci mikrobiologicznej powietrza” autorstwa: Skowron K, Gryn
G, Nowakowski M, Kwiecinska-Pirég J, Grudlewska-Buda K, Wiktorczyk N, Gospodarek-
Komkowska E (CP1)

Zgtoszenie wniosku o udzielenie patentu na wynalazek P:435377 [WIPO ST 10/C PL 435377]
pn.: ,,Probnik czystosci mikrobiologicznej powietrza” (CP2) autorstwa: Skowron K, Gryn G,
Nowakowski M, Kwiecinska-Pirég J, Grudlewska-Buda K, Wiktorczyk N, Gospodarek-
Komkowska E

Zgtoszenie wzoru uzytkowego nr W.127807 pn.: ,Komora do oceny skutecznosci
mikrobiobdjczej metod oczyszczania powietrza oraz dezynfekcji” autorstwa: Skowron K, Gryn
G, Kwiecinska-Pirdg J, Grudlewska K, Gospodarek-Komkowska E (CP3)

Nagrody i wyrdznienia

Za osiggniecia w pracy zawodowe] zostatam nagrodzona jednym odznaczeniem panistwowym,

i czterokrotnie  odznaczeniami  uczelnianymi.  Czterokrotnie  uzyskatam  stypendium za

wysokopunktowang publikacje naukows i trzy nagrody zwigzane z pracg diagnosty laboratoryjnego. Sg

to:

Brazowy medal za dtugoletnig stuzbe nadany przez Prezydenta Rzeczpospolitej Polskiej, 2020
rok (N1),

Wyrdznienie dla nauczycieli akademickich, ktérzy w procesie oceny zaje¢ dydaktycznych
(prowadzonych w roku akademickim 2015/2016) otrzymali od studentéw Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu srednig ocen
od 4,95 do 5,00 (2015 rok) (N2),

2021 - Zespotowa nagroda Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za osiggniecia
uzyskane w dziedzinie naukowej w 2020 roku (N3),

2022 - Zespotowa nagroda | stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu za
osiggniecia uzyskane w dziedzinie naukowej w 2021 roku (N4),

2022 - Zespotowa nagroda Il stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu za
osiggniecia uzyskane w dziedzinie organizacyjnej w 2021 roku (N5),

Stypendium JM Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za wysoko punktowang
publikacje naukowa: Majkut M, Kwiecinska-Pirég J, Wszelaczyniska E, Pobereiny J,
Gospodarek-Komkowska E, Wojtacki K, Barczak T (2021): Antimicrobial activity of heat-treated
Polish honeys. Food Chem 343: 1-6; IF 9,231 MEIN 200 (N6),

Stypendium JM Rektora Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu za wysoko punktowang
publikacje naukowga: Wiktorczyk-Kapischke N, Grudlewska-Buda K, Watecka-Zacharska E,
Kwiecinska-Pirdg J, Radtke L, Gospodarek-Komkowska E, Skowron K (2021): SARS-CoV-2 in the
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environment: non-droplet spreading routes. Sci Tot Environ 770, 145260: 1-20; IF 10,753, MEIN
200 (N7),

= Stypendium JM Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za wysoko punktowang
publikacje naukowa: Grudlewska-Buda K, Wiktorczyk-Kapischke N, Watecka-Zacharska E,
Kwiecinnska-Pirdg J, Buszko K, Leis K, Juszczuk K, Gospodarek-Komkowska E, Skowron K (2021):
SARS-CoV-2—morphology, transmission and diagnosis during pandemic, review with element
of meta-analysis. J Clin Med 3; 10 (9): 1962; IF 4,964, MEiN 140 (N8),

= Stypendium za wysoko punktowang publikacje naukowsq: Kwiecinska-Pirdg J, Przekwas |,
Kraszewska Z, Sekowska A, Brodzka S, Wiktorczyk-Kapischke N, Grudlewska-Buda K, Watecka-
Zacharska E, Zacharski M, Mankowska-Cyl A, Gospodarek-Komkowska E, Skowron K (2021):
The differences in the level of anti-SARS-CoV-2 antibodies after mRNA vaccine between
convalescent and non-previously infected people disappear after second dose — study in
healthcare workers group in Poland. Vaccines, 9: 1-15; IF 4,961, MEiN 140 (N9),

= ,Dyplom za wzorowag prace” Krajowej Rady Diagnostéw Laboratoryjnych (N10), 2021,

= Nagroda Dyrektora Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy za
wzorowe wypetnianie obowigzkéw pracowniczych, przejawianie inicjatywy w pracy
i podnoszenie jej wydajnosci i jakosci w 2016 roku (2017 rok) (N11),

= Nagroda Dyrektora Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy za

szczegdlne zaangazowanie w diagnostyke SARS-CoV-2 podczas pandemii (2020 rok) (N12).

7.8. Informacje naukometryczne

Researcher ID: G-9159-2014
ORCID: 0000-0003-1476-3263

Liczba Liczba Liczba
ublikacii z IF Wartos¢ IF publikacji z punktow
P ! punktami MEIN MEN
Publikacje petnotekstowe 42 130,226 54 2673
Publikacje petnotekstowe jako pierwszy autor 10 22,417 13 447
Przed uzyskaniem Publikacje petnotekstowe 7 0,145 7 46
stopnia doktora Publikacje petnotekstowe jako pierwszy autor 1 0,145 2 22
nauk medycznych
Po uzyskaniu Publikacje petnotekstowe 35 130,081 a7 2627
stopnia doktora Publikacje petnotekstowe jako pierwszy autor 9 2272 1 425
nauk medycznych
INFORMACJE DODATKOWE
= Liczba cytowan wedtug Web of Science: 222 (bez autocytowan: 207) JOANNA | .
. B i KWIECINSKA-PIROG
= Liczba cytowan wedtug Scoupus: 245 (bez autocytowan: 230) cf 19102022 09:16:32 [GMT+2]
Dokument podpisany elektronicznie
* |ndex Hirscha wedtug Scopus: 9 podpsem zaufamym
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