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WYKAZ SKRÓTÓW 

BGE Bufor separacyjny (ang. Background Electrolyte) 

CZE Elektroforeza strefowa (ang. Capillary Zone Electrophoresis) 

DAD Detektor diodowy (ang. Diode Array Detector) 

DNA Kwas dezoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic Acid) 

EPS Zewnątrzkomórkowe substancje polisacharydowe (ang. Extracellular 

Polysaccharide Substances) 

ESI Jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym (ang. Electrospray Ionization) 

GC Chromatografia gazowa (ang. Gas Chromtography) 

HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid 

Chromatography) 

LC Chromatografia cieczowa (ang. Liquid Chromtography) 

MALDI - TOF MS Spektrometria mas z laserową jonizacją/desorpcją próbki wspomagana matrycą 

z analizatorem czasu przelotu (ang. Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry) 

MRSA Gronkowiec złocisty oporny na metycylinę (ang. Methicyllin Resistant 

Staphylococcus aureus) 

MS Spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry) 

MS/MS Tandemowa spektrometria mas (ang. Tandem Mass Spectrometry) 

PBP Białka wiążące penicylinę (ang. Penicillin Binding Proteins) 

RP-HPLC Układ faz odwróconych (ang. Reverse Phase) 

rRNA Rybosomalny kwas rybonukleinowy (ang. Ribosomal Ribonucleic Acid) 

SEM  Skaningowy mikroskop elektronowy (ang. Scanning Electron Microscope) 

TDM Terpia monitorowania stężenia leków (ang. Therapeutic Drug Monitoring) 

TLC Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (ang. Thin Layer 

Chromatography) 

UPLC Ultrasprawna/ultraszybka chromatografia cieczowa (ang. Ultra Performance 

Liquid Chromatography) 

UV-VIS Spektroskopia w nadfiolecie i świetle widzialnym (ang. Ultraviolet-Visible 

Spectroscopy) 

VOC Lotne związki organiczne (ang. Volatile Organic Compounds) 
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Wprowadzenie  

 Choroby o etiologii bakteryjnej stanowią jedno z największych wyzwań współczesnej 

medycyny i farmakoterapii. Obecnie coraz więcej uwagi poświęca się poszukiwaniu nowych 

cząsteczek biologicznych, tzw. biomarkerów, które w przyszłości mogłyby odegrać ważną 

rolę we wczesnej, nieinwazyjnej diagnostyce zakażeń bakteryjnych. Nowe podejścia 

analityczne stosowane przez współczesną naukę pozwalają na poszukiwanie markerów 

bakterii patogennych w płynach ustrojowych. Niezwykle istotne byłoby zidentyfikowanie 

jednego czułego markera, którego oznaczenie i identyfikacja w próbce ułatwiłyby 

potwierdzenie i interpretację zakażenia bakteryjnego.  

 Obecnie, w leczeniu zakażeń bakteryjnych strategia antybiotykoterapii została uznana 

za kamień milowy. Współcześnie, antybiotyki są jedną z najczęściej stosowanych grup leków, 

obok środków przeciwbólowych i przeciwgorączkowych. Ponadto powszechnie uznaje się, że 

nadużywanie antybiotyków może wiązać się z nawrotami pojedynczych infekcji, 

bezpośrednią toksycznością, a następnie niewydolnością narządową, a przede wszystkim z 

pojawieniem się zjawiska oporności bakterii. Dlatego, w dobie narastającej 

antybiotykooporności, prosta, szybka i tania identyfikacja zakażenia bakteryjnego oraz 

określenie odpowiedzi na antybiotyki są niewątpliwie niezbędne do optymalizacji terapii 

indywidualnego pacjenta oraz zmniejszenia ryzyka wystąpienia zjawiska oporności. Bardzo 

ważne jest również upowszechnienie świadomości, że optymalizacja antybiotykoterapii to nie 

tylko koncentracja na sile terapeutycznej, ale również minimalizacja ryzyka powstania 

oporności w trakcie terapii, zarówno patogenów zakaźnych, jak i fizjologicznej flory 

bakteryjnej. 

 Dostępne narzędzia ułatwiają lekarzom wprowadzenie pacjenta do terapii 

farmakologicznej. Uwzględniają one indywidualną zmienność metabolizmu pacjenta, a tym 

samym pozwalają na dobór farmaceutyku i jego dawki w celu uzyskania maksymalnej 

skuteczności leczenia. Jednak niepowodzenia obecnie stosowanych metod diagnostycznych, 

skłaniają naukowców i lekarzy do poszukiwania nowych leków oraz nowych sposobów 

postawienia właściwej diagnozy i zastosowania odpowiedniego leczenia w kierunku źródła 

choroby. 
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 Z tego względu nadrzędnym celem przedstawionej rozprawy doktorskiej było 

opracowanie nowej procedury analitycznej mającej na celu ocenę wartości terapeutycznej i 

przydatności leków przeciwbakteryjnych i ich metabolitów jako wyznaczników 

antybiotykooporności w oparciu o analizę profili białkowych i metabolicznych. 

 Niniejsza praca doktorska składa się z pięciu publikacji naukowych opublikowanych 

w specjalistycznych czasopismach z listy filadelfijskiej Journal Citation Reports (JCR): 

[P1] K. Pauter, M. Szultka-Młyńska, B. Buszewski, Determination and identification of 

antibiotic drugs and bacterial strains in biological samples, Molecules (2020) 25, (11), 1-45. 

IF = 4.927 PM = 140. 

 [P2] J. Walczak-Skierska, M. Szultka-Młyńska, K. Pauter, B. Buszewski, Study of 

chromatographic behavior of antibiotic drugs and their metabolites based on quantitative 

structure-retention relationships with the use of HPLC-DAD, Journal of Pharmaceutical and 

Biomedical Analysis (2020) 184, 113187. IF = 3.571 PM = 100. 

[P3] K. Pauter, M. Szultka-Młyńska, M. Szumski, A. Król-Górniak, P. Pomastowski, B. 

Buszewski, CE-DAD-MS/MS in the simultaneous determination and identification of selected 

antibiotic drugs and their metabolites in human urine samples, Electrophoresis (2021) 0, 1-

13. IF = 3.595 PM = 70. 

[P4] K. Pauter, V. Railean-Plugaru, M. Złoch, P. Pomastowski, M. Szultka-Młyńska, B. 

Buszewski, Identification, structure and characterization of Bacillus tequilensis biofilm with 

the use of electrophoresis and complementary approaches, Journal of Clinical Medicine 

(2022) 11, (3), 722. IF = 4.964 PM = 140. 

[P5] K. Pauter-Iwicka, V. Railean, M. Złoch, P. Pomastowski, M. Szultka-Młyńska, D. 

Błońska, W. Kupczyk, B. Buszewski, Characterization of the salivary microbiome before and 

after antibiotic therapy via separation technique, Applied Microbiology and Biotechnology 

(2023) 107, (7-8), 2515-2531. IF = 5.560 PM = 100.  
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1. Cele badawcze 

 Nadrzędnym celem badań zrealizowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej 

było opracowanie nowej procedury analitycznej mającej na celu ocenę wartości 

terapeutycznej i przydatności leków przeciwbakteryjnych i ich metabolitów jako 

wyznaczników antybiotykoodporności w oparciu o analizę profili białkowych i 

metabolicznych [P1].  

 Podczas realizacji pracy doktorskiej, wyodrębniono następujące cele szczegółowe: 

• Dobór warunków separacji wybranych antybiotyków i ich metabolitów z zastosowaniem 

chromatografii cieczowej [P2] 

• Oznaczenie i identyfikacja wybranych antybiotyków i ich metabolitów w próbkach moczu 

ludzkiego za pomocą elektroforezy kapilarnej [P3] 

• Ocena skuteczności wybranych antybiotyków wobec bakterii tworzących biofilm z 

zastosowaniem elektroforezy kapilarnej i technik pokrewnych [P4] 

• Identyfikacja mikrobiomu śliny człowieka i monitorowanie zmian profilu molekularnego 

pod wpływem wybranych antybiotyków [P5] 

  

 Poszczególne etapy pracy doktorskiej przeprowadzono z zastosowaniem poniższych 

technik instrumentalnych: 

• wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z detektorem DAD 

• elektroforeza kapilarna (CE) z detektorem DAD oraz sprzężona z tandemowym 

spektrometrem mas (CE -MS/MS) 

• spektrometria mas z jonizacją/desorpcją laserową wspomaganą matrycą oraz analizatorem 

czasu przelotu (MALDI-TOF MS) 

• mikroskop fluorescencyjny 

• skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) 

• pomiar potencjału zeta  
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2. Problem badawczy 

2.1. Leki przeciwbakteryjne 

 Antybiotyki obejmują zróżnicowaną grupę związków chemicznych, zarówno naturalnych, jak 

i syntetycznych, które wykazują działanie przeciwbakteryjne - są zdolne do zabijania lub 

hamowania wzrostu mikroorganizmów. Istnieje kilka sposobów podziału leków 

przeciwbakteryjnych, ale najpopularniejsze schematy klasyfikacji opierają się na ich strukturze 

molekularnej, sposobie działania i spektrum aktywności [1]. Leki należące do tej samej grupy 

strukturalnej będą miały podobną skuteczność i toksyczność. Niektóre popularne grupy 

antybiotyków to β-laktamy, makrolidy, tetracykliny, chinolony, aminoglikozydy, sulfonamidy i 

glikopeptydy, oksazolidynony [1-3]. Przykłady leków przeciwbakteryjnych z poszczególnych 

grup, a także struktury chemiczne oraz stałe dysocjacji zostały przedstawione w tabeli 1.  

 

Tabela 1. Podział antybiotyków w oparciu o spektrum przeciwbakteryjne. 

Grupa antybiotyków Przykład Wzór strukturalny pK-COOH pK-NH3+ 

β-lakatamy 

ampicylina 

inne przykłady: 

oksacylina, cefotaksym 

 

3.24 7.44 

sulfonamidy 

sulfacetamid 

inne przykłady: 

sulfadiazyna, sulfametoksazol 
 

4.30 2.14 

aminoglikozydy 

 

streptomycyna 

inne przykłady: 

gentamycyna, kanamycyna 

 

12.55 10.8 

tetracykliny 

 

tetracyklina 

inne przykłady 

oksytetracyklina, doksycyklina 

 

 

-2.20 8.24 

makrolidy 

erytromycyna 

inne przykłady: 

azytromycyna, 

spektynomycyna 

 

12.44 8.38 
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W przeważającej części przeprowadzonych badań antybiotyki są aktywne wobec bakterii Gram-

dodatnich i w mniejszym stopniu wobec bakterii Gram-ujemnych. W przypadku badań 

mechanizmu oddziaływania antybiotyków na bakterie występują antybiotyki bakteriobójcze (dla 

przykładu wankomycyna, amoksycylina, cefuroksym) i bakteriostatyczne (dla przykładu 

cykloseryna, linezolid, azytromycyna). Antybiotyki znajdują szerokie zastosowanie w 

lecznictwie ludzi i zwierząt. Celem ich stosowania jest wyeliminowanie drobnoustrojów 

patogennych z miejsca infekcji lub z chorego organizmu. Może to nastąpić wtedy, gdy bakterie 

wykazują wrażliwość na podany lek, a dawka leku osiągnie w tkance lub płynie ustrojowym 

pewną wartość progową, powyżej której bakterie nie są zdolne do przeżycia. 

 Silna aktywność przeciwdrobnoustrojowa antybiotyków skłania badaczy do analizy 

mechanizmów tego zjawiska. Mechanizm antybakteryjny jest niezwykle zróżnicowany i nie ma 

uniwersalnego wytłumaczenia działania wszystkich antybiotyków. Sukces związków 

przeciwbakteryjnych zawdzięcza się w dużej mierze ich selektywnemu działaniu na komórki 

bakteryjne i jednoczesnemu braku działania na komórki zwierzęce. Związane jest to z ich 

budową oraz przebiegającymi w nich szlakami metabolicznymi. Na rysunku 1 zaprezentowano 

docelowe miejsca działania poszczególnych grup antybiotyków wraz z ich przykładami. 

Przedstawione mechanizmy działania związków przeciwbakteryjnych (Rys. 1), zostały 

szczegółowo opisane poniżej:  

glikopeptydy 

wankomycyna 

inne przykłady: 

teikoplanina, bleomycyna 

 

2.99 9.38 

chinolony 

cyprofloksacyna 

inne przykłady: 

lewofloksacyna, 

moksyfloksacyna 

 

5.76 8.68 

oksazolidynony 

linezolid 

inne przykłady: 

tedizolid 
 

14.55 -0.66 

*pK-- stała dysocjacji      
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a) blokowanie poprzez zahamowanie syntezy ściany komórkowej bakterii. Dochodzi do 

zahamowania ostatniego etapu syntezy ściany komórkowej (reakcja jest katalizowana 

przez enzym transpeptydazę), w wyniku czego ściana staje się nieszczelna. 

Wewnątrzkomórkowe stężenie soli jest znacznie większe niż na zewnątrz, w związku 

z tym komórka pęcznieje i dochodzi do jej lizy (pęknięcia); 

b) hamowanie poprzez zaburzenie metabolizmu komórki. W tym przypadku dochodzi do 

zahamowania metabolizmu drobnoustrojów; 

c) oddziaływanie na strukturę błony cytoplazmatycznej; 

d) hamowanie syntezy białek; 

e) hamowanie transkrypcji oraz replikacji kwasu DNA. Antybiotyki działając enzymem 

– gyrazą DNA powodują zahamowanie transkrypcji i replikacji kwasu nukleinowego. 

W konsekwencji uniemożliwia to poprawne odczytanie kodu genetycznego. 

 Jak można zauważyć na rysunku 1, docelowym miejscem działania antybiotyków może być 

ściana komórkowa, której syntezę na różnych etapach powstawania zaburzają m.in. β-laktamy, 

glikopeptydy oraz fosfomycyna.  

 Istota działania przeciwbakteryjnego tych leków polega na hamowaniu tworzenia mostków 

łączących podjednostki peptydoglikanu w integralną całość. Proces ten katalizowany jest przez 

enzymy bakteryjne zwane białkami wiążącymi penicyliny (ang. Penicillin Binding Proteins, 

PBP), zlokalizowane w błonie komórkowej bakterii, które wiążą antybiotyk. W wyniku trwałego 

związania z antybiotykiem, funkcja enzymów (PBP) zostaje zablokowana, a w konsekwencji 

dojrzewanie i podziały komórkowe zostają zahamowane [4]. Antybiotyki (sulfonamidy, 

trimetoprym) mogą również wpływać na aktywność ważnych szlaków metabolicznych w 

komórce. Jednym z najbardziej znanych przykładów jest hamowanie syntezy kwasu foliowego, 

co prowadzi do zaburzenia syntezy DNA (Rys. 1) [5].  

 Natomiast, środki przeciwbakteryjne z grupy polimyksyn wpływają na rozpad błony 

komórkowej i zwiększenie jej przepuszczalności dla jonów. Polimyksyny posiadają specyficzną 

budowę, która pozwala im wiązać się ze składnikami lipidowymi błony komórkowej, powodując 

utratę jej szczelności.  

 Daptomycyna jest również antybiotykiem zaburzającym funkcjonowanie błony komórkowej. 

Mechanizm działania daptomycyny polega na jej nieodwracalnym wiązaniu się z błoną 

komórkową bakterii Gram-dodatnich, w obecności jonów wapnia. Efektem tego działania jest 

tworzenie kanałów prowadzących do depolaryzacji błony komórkowej i wypływu potasu oraz 

innych jonów z wnętrza komórki. W wyniku tego procesu dochodzi do zniszczenia błony 

protoplazmatycznej i poważnego zaburzenia syntezy makrocząsteczek [6].  
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Stosunkowo duża grupa różnych antybiotyków hamuje syntezę białek na wielu etapach, od 

inicjacji translacji do właściwej elongacji łańcucha. Z syntezą białek związane są specjalne 

struktury komórkowe zwane rybosomami. Rybosom bakteryjny składa się z kwasów 

rybonukleinowych (rRNA) i białek. Rozdziela się on na dwie podjednostki- dużą (50S) i małą 

(30S). 

 

Rys. 1. Miejsca działania antybiotyków w komórce bakteryjnej oraz mechanizmy oporności 

bakterii na antybiotyki. 

 

Ze względu na wiele klas antybiotyków hamujących syntezę białek, molekularne mechanizmy 

ich działania są różne. Zazwyczaj cząsteczki leków wiążą się z różnymi cząsteczkami białka 

rybosomalnego lub cząsteczkami rybosomalnego RNA zarówno w podjednostce 30S, jak i 50S, 

powodując śmierć komórki. Do leków przeciwbakteryjnych zaburzających syntezę białek należą 

aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy oraz tetracykliny [7]. Natomiast, podstawową klasą 

antybiotyków zaburzających syntezę DNA są chinolony i ich pochodne, takie jak 

fluorochinolony (leki II i III generacji). Antybiotyki te są specyficznymi inhibitorami domen 

ligazowych topoizomerazy II (gyrazy) oraz domen topoizomerazy IV.  
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W wyniku działania domeny nukleolitycznej dochodzi do fragmentacji DNA w komórce [8]. 

Oprócz wpływu na syntezę DNA i okres półtrwania, istnieje grupa antybiotyków wpływających 

na syntezę RNA (ansamycyny), do której należy powszechnie znana ryfampicyna. Wiąże się ona 

specyficznie z bakteryjną polimerazą RNA w pobliżu miejsca aktywnego i uniemożliwia 

wydłużanie łańcucha RNA. 

 

2.2. Antybiotykooporność 

 Od czasu wprowadzenia pierwszych antybiotyków do leczenia zakażeń bakteryjnych, 

lekooporność patogenów stała się poważnym problemem zdrowotnym. Przyczynami są różne 

czynniki, takie jak nieodpowiedzialne dawkowanie antybiotyków, naturalnie występujące 

mutacje oraz przenoszenie szczepów lekoopornych [P1, 9]. 

 Oporność na antybiotyki może być określona na podstawie informacji genetycznej 

zakodowanej w chromosomie lub w elementach ruchomych, takich jak plazmidy, transpozony i 

integrony. Bakterie mogą być naturalnie oporne na określoną grupę antybiotyków lub mogą 

nabywać oporność w wyniku różnych procesów genetycznych, w tym mutacji, transferu genów 

oporności, a także poprzez bezpośredni kontakt z komórkami.  

 Molekularne mechanizmy oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe u bakterii zostały 

zobrazowane na rysunku 1. Przekazywanie genów odpornościowych odbywa się na drodze 

horyzontalnego transferu genów. Wektorami niosącymi takie geny są najczęściej plazmidy 

(zwane plazmidami R-odporności), które w procesach koniugacyjnych mogą być przenoszone z 

komórki dawcy do komórki biorcy. Oporność na antybiotyki może być również determinowana 

przez ruchome elementy genetyczne, takie jak transpozony czy integrony, które są jednym ze 

źródeł powstawania szczepów bakteryjnych opornych na kilka chemioterapeutyków 

jednocześnie. Zmienność genomu prowadzi do zmiany metabolizmu komórki, co skutkuje 

pojawieniem się enzymów o szerokim spektrum działania, w tym inaktywujących antybiotyki. 

Kolejnym czynnikiem mechanizmu oporności na antybiotyki jest fakt, że bakterie mają do 

dyspozycji pompy efflux. Pompy te zlokalizowane w błonie cytoplazmatycznej (Rys. 1) są 

białkami transportującymi substancje toksyczne, w tym antybiotyki, na zewnątrz komórki 

bakteryjnej. Pompy efluksowe występują zarówno w komórkach bakterii Gram-dodatnich, jak i 

Gram-ujemnych i są one ważnym narzędziem inicjowania antybiotykooporności, w tym rozwoju 

oporności wieloczynnikowej [10]. 
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Acar i Moulin [11] opisali, iż zdolność bakterii do nabywania oporności na antybiotyki zależy od 

zdolności poszczególnych bakterii do przystosowania się do presji selektywnej stosowanego 

antybiotyku. W zaproponowanej przez nich klasyfikacji, wyróżniono następujące mechanizmy 

oporności na leki przeciwbakteryjne:  

1) efflux – usuwanie antybiotyku z komórki bakteryjnej przy pomocy pomp białkowych;  

2) zmniejszenie przepuszczalności błony komórkowej bakterii; 

3) modyfikacja antybiotyku w jego nieaktywnej formie z udziałem enzymów wytwarzanych 

przez bakterie; mogą one zmieniać antybiotyk wewnątrz lub na zewnątrz komórki 

bakteryjnej, eliminując jego działanie przeciwbakteryjne; 

4) zmiana celu działania antybiotyku, zmniejszająca jego powinowactwo do niego;  

5) mutacje bakteryjne skutkujące eliminacją bakterii opornych na antybiotyk;  

6) występowanie mieszanej populacji bakterii wrażliwych i opornych na antybiotyki [11].  

 Stale rozwijające się mechanizmy oporności znacząco utrudniają właściwy dobór 

antybiotyków w leczeniu zakażeń bakteryjnych. Ważnym czynnikiem w selekcji opornych 

populacji drobnoustrojów jest zastosowanie odpowiedniego antybiotyku. Jednym z czynników 

zapobiegających szybkiemu rozprzestrzenianiu się lekoopornych szczepów bakteryjnych może 

być monitorowanie występowania antybiotykooporności i jej mechanizmów oraz rozsądne 

podawanie i przyjmowanie leków przeciwbakteryjnych.  

 

2.3. Metabolizm leków przeciwbakteryjnych 

 Każda substancja czynna, którą dostarczamy do naszego organizmu musi przejść kilka 

etapów, aby uzyskać odpowiedni efekt farmakologiczny. Antybiotyki ulegają biotransformacji -

modyfikacji biochemicznej, nie tylko w wątrobie, ale również w nerkach, krwi i ścianach jelita 

cienkiego. Metabolizm antybiotyków obejmuje różne procesy, które dzieli się na reakcje fazy I i 

fazy II (Rys. 2) [12].  

 Reakcje fazy I prowadzą do powstania produktów pośrednich w procesach utleniania, 

redukcji i deaminacji. Natomiast reakcje fazy II polegają na sprzęganiu produktów końcowych z 

kwasem glukuronowym, kwasem siarkowym, glutationem i glicyną oraz mogą prowadzić do 

metylacji lub acetylacji. Faza I zachodzi głównie przy udziale oksydoreduktaz i hydrolizy, w 

przeciwieństwie do fazy II, która odbywa się przy udziale transferaz katalizujących reakcje 

koniugacji (glukorylotransferazy) lub enzymów cytozolowych (sulfotransferaza, N-

acetyltransferaza). Powstające w ten sposób metabolity różnią się właściwościami i można je 

podzielić na aktywne, nieaktywne, toksyczne lub takie, które pod wpływem odpowiednich 

czynników fizycznych ulegają przekształceniu w związek pierwotny.  
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W większości przypadków pod wpływem biotransformacji powstają związki nieaktywne, które 

w krótkim czasie są eliminowane z organizmu. 

 

Rys. 2. Koncepcja metabolizmu antybiotyków w wątrobie. 

 Aktywne metabolity mogą jednak powstawać zarówno z aktywnych, jak i nieaktywnych 

związków macierzystych. Podczas, gdy nieaktywny lek jest przekształcany w organizmie w 

aktywny metabolit, dochodzi do konwersji proleku w lek. W przypadku, gdy lek macierzysty jest 

aktywny, to powstałe aktywne metabolity mogą mieć działanie synergistyczne lub addytywne i 

mogą przedłużać i/lub wzmacniać jego działanie. Metabolity te mogą charakteryzować się 

mniejszą toksycznością niż związek macierzysty lub inną aktywnością farmakologiczną. Cecha 

ta jest widoczna w rozwoju nowych leków. Procesy metaboliczne mogą również prowadzić do 

utworzenia substancji toksycznych, które zwiększają szkodliwość stosowanego leku, lub do 

powstawania metabolitów, które w odpowiednich warunkach środowiskowych ponownie 

wchodzą w skład związku macierzystego. W zależności od rodzaju powstałego metabolitu może 

wzrosnąć aktywność przeciwdrobnoustrojowa lub toksyczność związku macierzystego, co może 

skutkować szeregiem ograniczeń związanych z przyjmowaniem antybiotyków [13]. 

 



12 

 

2.4. Metody oznaczania antybiotyków i ich metabolitów 

 Strategia antybiotykoterapii uważana jest za kamień milowy w leczeniu zakażeń 

bakteryjnych. Jednak, jednym z najważniejszych narzędzi w optymalizacji leczenia 

poszczególnych pacjentów jest zastosowanie indywidualnego podejścia podczas przyjmowania 

farmaceutyków, czyli terapii monitorowanej [14]. Celem tej terapii jest dokładna ocena stanu 

klinicznego oraz zapewnienie pomiaru stężenia leku i metabolitów w płynach biologicznych. 

Kontrola stężenia leków i ich metabolitów w czasie rzeczywistym jest jedną z 

najskuteczniejszych metod personalizacji terapii. Ponadto uwzględnia ona indywidualne cechy 

pacjenta oraz potencjalne interakcje podawanych farmaceutyków z innymi związkami 

endogennymi. Możliwość monitorowania wczesnych zmian chorobowych poprzez poszukiwanie 

potencjalnych biomarkerów wraz z oznaczaniem leków i ich metabolitów w monitorowanej 

terapii wymaga opracowania nowych metod i ich zastosowania w badaniach próbek 

biologicznych. W pracy przeglądowej [P1] - Determination and identification of antibiotic drugs 

and bacterial strains in biological samples opisano i szczegółowo przedyskutowano 

dotychczasowo stosowane techniki do oznaczania antybiotyków, które zostały zobrazowane na 

rysunku 3.  

 

Rys. 3. Techniki stosowane do oznaczania antybiotyków. 
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Ponadto, w pracy [P1] zestawiono najczęściej wykorzystywane warunki chromatograficzne oraz 

elektroforetyczne w zależności od grupy oznaczanych antybiotyków oraz matrycy, z której 

zostały one wyizolowane.  

Jednymi z pierwszych metod oznaczania antybiotyków w matrycach biologicznych były 

techniki immunoenzymatyczne, które charakteryzują się szeroką oznaczalnością, wysoką 

czułością oraz krótkim czasem analizy, ponieważ nie wymagają odrębnych technik izolacji z 

materiału biologicznego. Niestety, metody te nie są wolne od wad. Istotnym problemem w 

stosowaniu tych testów jest niespecyficzność reakcji na poszczególne antybiotyki z danej grupy. 

Mogą również wystąpić reakcje krzyżowe wywołane przez inną grupę związków lub wynikające 

z wpływu matrycy biologicznej. Ponadto elementem utrudniającym pełną ocenę zależności 

ilościowej w badanym materiale jest częste zjawisko jednoczesnego oznaczania ze związkiem 

macierzystym jego metabolitów, których obecność może zaburzać wartości bezwzględne 

uzyskanego wyniku. Stąd w ostatnich latach, do celów analityki biomedycznej najczęściej 

stosowane są techniki chromatograficzne połączone z metodami spektralnymi oraz metodami 

immunochemicznymi. Wśród technik separacyjnych najczęściej stosowane są chromatografia 

cieczowa (ang. Liquid Chromatography, LC), wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. 

High Performance Liquid  Chromatography, HPLC) oraz chromatografia gazowa (ang. Gas 

Chromatography, GC) w połączeniu z różnymi systemami detekcji (spektrofotometrycznymi, 

fluorescencyjnymi, elektrochemicznymi, spektrometrią mas (ang. Mass Spectrometry, MS) 

[[P1], 14-15]. Warto podkreślić, iż połączenie chromatografii cieczowej ze spektrometrem mas 

gwarantuje wysoką selektywność, dużą czułość, rozdzielczość, powtarzalność, identyfikację 

przez masę i określenie struktury przez fragmentację, wraz z wszechstronnością zastosowania. 

Istotną zaletą metod chromatograficznych jest możliwość jednoczesnego oznaczania różnych 

leków i ich potencjalnych metabolitów w materiale biologicznym pobranym od pacjenta [16,17].  

 W ostatnich latach również techniki elektromigracyjne (elektroforeza strefowa, ang. Capillary 

Zone Electrophoresis, CZE) zyskały na znaczeniu jako wysoce wydajne narzędzie analityczne. 

Ich przewagą nad powszechnie stosowanymi technikami chromatograficznymi jest duża 

szybkość i wydajność separacji, wysoka rozdzielczość, małe zużycie odczynników oraz niskie 

koszty pojedynczych analiz [18]. Ponadto, ze względu na małe zużycie odczynników, zwłaszcza 

organicznych oraz małą produkcję odpadów powstających w procesie rozdzielania, technika ta 

jest powszechnie uznawana za wysoce przyjazną środowisku (zielona chemia) [19]. Fakt ten jest 

bardzo ważnym argumentem przemawiającym za rozwojem technik elektromigracyjnych w 

wielu dziedzinach analityki, zwłaszcza w biomedycynie i farmacji. 
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 Antybiotyki są często stosowane w terapii skojarzonej w celu zapewnienia szerokiego zakresu 

działania, zmniejszenia toksyczności i poprawy skuteczności terapeutycznej. W związku z tym, 

konieczne jest opracowanie wielowymiarowych metod oznaczania więcej niż jednego 

antybiotyku w tej samej analizie wykonywanej w tym samym czasie. Ponadto, jeśli chodzi o 

praktykę kliniczną, konieczne jest opracowanie podejścia, które jest łatwe do zastosowania i 

obejmuje szeroki zakres grup antybiotyków. W ten sposób skraca się czas uzyskiwania wyników 

przez lekarzy. Dlatego też, pierwszym etapem badań przeprowadzonych w ramach pracy 

doktorskiej był dobór warunków rozdzielania, umożliwiający jednoczesne oznaczenie leków 

przeciwbakteryjnych. Stąd, w pracy pt. Study of chromatographic behavior of antibiotic drugs 

and their metabolites based on quantitative structure-retention relationships with the use of 

HPLC-DAD [P2], opracowano procedurę oznaczania i identyfikacji 11 leków 

przeciwbakteryjnych oraz ich  metabolitów z różnych klas terapeutycznych za pomocą 

chromatografii cieczowej z detekcją DAD.  

 Do analizy chromatograficznej antybiotyków zastosowano 4 różne fazy stacjonarne, różniące 

się właściwościami fizykochemicznymi i mechanizmem retencji. Jako fazę ruchomą 

zastosowano acetonitryl i 0,1% kwas mrówkowy w wodzie. Dodatek modyfikatora organicznego 

poprawiał kształt sygnałów (pików). W badaniach zastosowano elucję gradientową, w której 

zwiększano zawartość acetonitrylu. Ponadto, w pracy [P2] do optymalizacji procesu rozdzielenia 

antybiotyków i ich metabolitów w układzie faz odwróconych - RP-HPLC wykorzystano 

oprogramowanie ChromSword. 

 Dalszy etap badań pracy ukierunkowany był na opracowaniu metody identyfikacji wybranych 

antybiotyków i ich aktywnych farmakologicznie metabolitów w płynach ustrojowych za pomocą 

elektroforezy kapilarnej. W pracy [P3] opisano szybką, prostą i tanią procedurę analityczną do 

oznaczania i identyfikacji antybiotyków i ich aktywnych pod względem farmakologicznym 

metabolitów w próbkach ludzkiego moczu z wykorzystaniem metody CE-DAD-ESI-MS/MS. 

Natomiast technika CE-DAD została wykorzystana do optymalizacji ważnych parametrów 

wpływających na warunki analityczne dotyczące migracji i separacji związków docelowych, aby 

lepiej zrozumieć procesy zachodzące podczas przebiegu elektroforetycznego. W związku z tym, 

podczas opracowywania metody zbadano wpływ różnych warunków analitycznych: skład, 

stężenie i wartość pH buforu separacyjnego (ang. Background Electrolyte, BGE), czas i ciśnienie 

iniekcji, temperatura kapilary, wpływ modyfikatora organicznego). W opisanej pracy 

zastosowano strącanie białka jako prosty etap obróbki wstępnej w analizie antybiotyków i ich 

metabolitów w ludzkim moczu, co pozwoliło uzyskać zadowalającą wydajność ekstrakcji.  
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Ponadto zastosowany prosty etap przygotowania próbki klinicznej pozwolił na zmniejszenie 

objętości rozpuszczalników organicznych i próbek biologicznych. Zaproponowana metoda jest 

precyzyjna i powtarzalna przy stosunkowo krótkim czasie analizy, zarówno w zasadowym, jak i 

w kwaśnym buforze separacyjnym. Metoda ta, w porównaniu z konwencjonalną LC, jest 

prostsza i szybsza; wymaga również minimalnego przygotowania próbki. Ponadto, jest dobrą 

alternatywą dla konwencjonalnych metod LC, ponieważ spełnia wymogi zielonej chemii, gdyż 

wymaga małej ilości rozpuszczalników, odczynników chemicznych oraz niewielkiej ilości 

próbek. Implementacja proponowanej metody dla ludzkich próbek klinicznych daje możliwość 

oceny skuteczności antybiotyków, co może być korzystne dla optymalizacji indywidualnych 

antybiotykoterapii. Ponadto, ze względu na dobrą czułość, precyzję i powtarzalność, metoda CE-

ESI-MS/MS może być z powodzeniem stosowana w analizie przesiewowej pacjentów w celu 

eliminacji kombinacji leków, które nie są wskazane do jednoczesnego przyjmowania.  

 Ze względu na to iż, zakażenia bakteryjne związane z biofilmem stanowią istotne wyzwanie 

w leczeniu farmakologicznym, dalsze badania oparte były na zaprojektowaniu 

komplementarnego podejścia w charakterystyce biofilmu przed i po antybiotykoterapii. 

 Zgodnie z wcześniejszymi doniesieniami, biofilm upośledza mechanizmy obronne człowieka 

i tworzy platformę dla mikroorganizmów do wykorzystania szeregu strategii zwalczania 

oporności na antybiotyki, w tym produkcji komórek przetrwalnikowych, wielowarstwowego 

systemu komórek bakterii i oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe [20,21]. Zdolność 

bakterii do tworzenia biofilmu ma ogromne znaczenie zarówno ze względu na jego funkcje 

ochronne, jak i patogenne. Dlatego też, antybiotykoterapia miejscowa jest niewątpliwie 

pożądaną alternatywą dla antybiotykoterapii ogólnoustrojowej w celu zapobiegania powstawaniu 

biofilmu i ochrony pacjenta przed skutkami ubocznymi często długotrwałego podawania 

antybiotyków.  

 Biofilm jest nagromadzeniem komórek bakteryjnych na powierzchni w oparciu o proces 

aglomeracji i jest otoczony przez zewnątrzkomórkowe substancje polisacharydowe (EPS) 

[22,23]. Stwierdzono, że struktura EPS wykazuje specyfikę gatunkową lub szczepową zarówno 

pod względem składu monosacharydów, które stanowią podjednostkę EPS, jak i rodzaju wiązań 

chemicznych lub podstawników niesacharydowych. Niekiedy forma egzopolisacharydów może 

zależeć od intensywności wzrostu komórki. Wzrost składników polisacharydowych w macierzy 

skutkuje większą ilością wolnych grup funkcyjnych zdolnych do oddziaływania z innymi 

komórkami bakteryjnymi lub cząsteczkami aktywnymi, np. antybiotykami. Decyduje więc o 

znacznej oporności mikroorganizmów w biofilmie [24-28]. 
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 Złożoność struktury biofilmu oraz jego wysoka oporność na antybiotyki są przyczyną 

trudności napotykanych podczas terapii zakażeń bakteryjnych związanych z biofilmem. 

Poszerzenie wiedzy na temat powstawania, funkcjonowania i struktury biofilmu stanowi 

podstawę do poszukiwania alternatywnych metod zapobiegania i leczenia zakażeń związanych z 

jego występowaniem. Zgodnie z aktualnymi doniesieniami literaturowymi niezwykle istotna jest 

aktywność związków przeciwdrobnoustrojowych w stosunku do biofilmu [29,30]. Dlatego też, w 

pracy [P4] określono rolę ekspozycji biofilmu bakterii na antybiotyki należące do różnych grup 

terapeutycznych, o różnym spektrum i mechanizmie działania, a także o różnej strukturze 

chemicznej, takie jak amoksycylina, gentamycyna i metronidazol. Badania zostały 

przeprowadzone przy użyciu modelowej bakterii wytwarzającej biofilm – Bacillus tequilensis, 

wyizolowanej z miodu. Ponadto, do monitorowania zlepiania się wyizolowanych bakterii w polu 

elektrycznym zastosowano elektroforezę kapilarną oraz techniki komplementarne, w tym 

sekwencjonowanie genu 16S rRNA (do identyfikacji), pomiar potencjału zeta (do sprawdzenia 

stabilności dyspersji i kontroli procesu agregacji) oraz technikę MALDI-TOF MS (do określenia 

profilu molekularnego), a także mikroskopię fluorescencyjną (do oznaczenia żywotności 

komórek bakteryjnych w warunkach stresowych) i mikroskop skaningowy (do zobrazowania 

morfologii i struktury biofilmu).  

 Warto podkreślić, iż zastosowanie w pracy [P4] złożonego i komplementarnego podejścia do 

charakterystyki biofilmu zarówno przed, jak i po antybiotykoterapii, umożliwiło 

zaproponowanie mechanizmu działania badanych antybiotyków na zjawisko zlepiania i 

degradacji w komórce bakteryjnej tworzącej biofilm. Schemat opisanego mechanizmu został 

zobrazowany na rysunku 4. Dzięki zastosowaniu metody sekwencjonowania genu 16S rRNA, 

bakteria wyizolowana z miodu została zidentyfikowana jako model tworzenia biofilmu - Bacillus 

tequilensis. Warto zauważyć, iż, elektroforeza kapilarna okazała się użytecznym narzędziem w 

charakteryzowaniu biofilmu. Zastosowanie tej techniki umożliwiło obserwację zmian 

ruchliwości elektroforetycznej komórek bakteryjnych nieleczonych i leczonych antybiotykami 

(amoksycylina, gentamycyna, metronidazol). Ponadto, zauważono, że leczenie amoksycyliną i 

gentamycyną spowodowało zanik dużych agregatów (zjawisko zlepiana – ,,clumping 

phenomenon’’). W tym przypadku nastąpiły silne zmiany w ładunku elektrycznym na 

powierzchni komórek. Bardziej uszkodzone lub wrażliwe komórki bakteryjne tworzyły bardziej 

rozproszony układ i mniejszą agregację w stopionej krzemionce poddanej analizie CE. 

Docelowe miejsca działania badanych antybiotyków zostały zobrazowane na rysunku 4 i 

obejmowały: degradację syntezy ściany komórkowej; zaburzenie błony komórkowej; 

hamowanie syntezy DNA i białek rybosomalnych; zaburzenie transkrypcji.  
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Co więcej, zastosowanie komplementarnych technik pozwoliło na monitorowanie różnic w 

stabilności dyspersji i profilach molekularnych, a także żywotności i morfologii komórek 

bakteryjnych tworzących biofilm pod wpływem antybiotyków. 

 

 

Rys. 4. Schemat mechanizmu reakcji biofilmu bakteryjnego - B. tequilensis 

  

Dodatkowo, analiza MALDI-TOF MS wskazała na zmiany w profilach molekularnych B. 

tequilensis przed i po antybiotykoterapii, prowadząc do proponowanych mechanizmów 

oporności na antybiotyki. Co można zaobserwować na przedstawionym schemacie (Rys. 4). 

Natomiast zastosowanie mikroskopii fluorescencyjnej wykazało, że komórki bakteryjne w 

głębszych warstwach biofilmu są w stanie dostosować się do środowiska i nabyć mechanizmy 

oporności w wyniku działania mechanizmów molekularnych. Wreszcie, skaningowa 

mikroskopia elektronowa została wykorzystana do obserwacji zmian na powierzchni biofilmu 

pod wpływem antybiotyków zarówno przed, jak i po elektroforezie kapilarnej.  
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Na podstawie analiz mikroskopowych i spektrometrycznych mas zauważono, że amoksycylina i 

gentamycyna spowodowały degradację syntezy ściany komórkowej, zaburzenie macierzy 

zewnątrzkomórkowych substancji polisacharydowych otaczających biofilm (EPSs) oraz 

zahamowanie białek rybosomalnych i zaburzenie transkrypcji. Zjawisko to jest skorelowane 

również z zauważoną wyższą wartością bezwzględną potencjału zeta i mniejszą ilością 

zarejestrowanych sygnałów na elektroforegramach. Należy podkreślić, że wyniki uzyskane za 

pomocą MALDI-TOF MS, mikroskopii fluorescencyjnej i SEM były współzależne z metodą 

elektroforezy kapilarnej. W związku z tym, zobrazowany na rysunku 4 mechanizm reakcji 

biofilmu bakteryjnego umożliwia na każdym etapie kontrolę działania antybiotyków z różnych 

grup terapeutycznych. 

 Zatem, przedstawione w pracy [P4] - Identification, Structure and Characterization of 

Bacillus tequilensis Biofilm with the Use of Electrophoresis and Complementary Approaches 

podejście może w znaczący sposób ułatwić leczenie zakażeń bakteryjnych związanych z 

powstaniem biofilmu. 

2.5. Wpływ antybiotyków na profile molekularne mikroorganizmów 

 Mikrobiom jamy ustnej człowieka jest jednym z najbardziej aktywnych środowisk dla wielu 

gatunków bakterii, gdzie ulegają one rozległej konkurencji międzygatunkowej, tworząc 

wielogatunkową strukturę biofilmu. Bakterie te obecne są również w ślinie; stanowią wiele setek 

i tysięcy gatunków, z których część jest unikalna dla tego specyficznego siedliska [31]. W 

związku z tym, celem dalszych badań była identyfikacja mikrobiomu śliny człowieka, praca [P5] 

- Characterization of the salivary microbiome before and after antibiotic therapy via separation 

technique. Dodatkowo, w niniejszej pracy przeprowadzono również monitorowanie zmian 

zachodzących w profilach molekularnych bakterii pod wpływem przyjmowania różnych 

antybiotyków.  

 Spersonalizowane leczenie jest jednym z najważniejszych osiągnięć współczesnej medycyny 

[32]. Aby ta dziedzina mogła się rozwijać, konieczna jest współpraca specjalistów z zakresu 

biologii, genetyki, biotechnologii, bioinformatyki i farmakologii ze środowiskiem medycznym. 

Prowadzi to do innowacyjnego podejścia w diagnostyce, a w konsekwencji w leczeniu poprzez 

udoskonalenie lub dostosowanie terapii farmakologicznej do indywidualnych potrzeb pacjentów, 

jest to tzw. celowana terapia farmakologiczna, "terapia szyta na miarę" lub medycyna 

spersonalizowana [33]. Z drugiej strony, różnorodność i skład mikrobioty śliny wydają się 

wysoce istotne dla zdrowia i choroby człowieka.  
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Dlatego też w ostatnich latach ślina cieszy się dużym zainteresowaniem jako matryca łatwo 

dostępna, której skład może odzwierciedlać stan zdrowia. Zgodnie z ostatnimi doniesieniami 

medycznymi i aktualną wiedzą naukową, zmiana równowagi składu bakteryjnego jamy ustnej 

ma potencjał sygnalizowania stanów patologicznych. Dotyczy to takich chorób jak halitoza [34], 

próchnica [35] czy paradontoza [36], ale także chorób ogólnoustrojowych, w tym chorób układu 

oddechowego [37] cukrzycy [38] wraz z chorobami układu krążenia [39], czy nowotworów [40]. 

Uwagę zwrócono również na charakterystykę mikrobiomu śliny u osób otyłych [41]. Niemniej 

jednak, zdrowe bakterie ślinowe powinny być identyfikowane przede wszystkim w celu opisania 

zmian spowodowanych chorobą, co ostatecznie może prowadzić do opracowania narzędzi 

diagnostycznych w celu poprawy leczenia lub zapobiegania chorobie [42]. Dodatkowo, te kilka 

badań wskazuje, że biomarkery bakterii ślinowych w jamie ustnej stanowią uznane narzędzie 

diagnostyczne i prognostyczne dla różnych chorób. Stąd też podjęto wiele działań z 

wykorzystaniem metod łączonych opartych na oznaczaniu białek rybosomalnych bakterii 

(MALDI-TOF MS) [43] wraz z detekcją lotnych związków organicznych (VOCs) (GC-MS) 

[44]. Niemniej jednak, większość badań nad mikrobami jamy ustnej wykorzystuje technikę 

opartą na 16S rRNA [45].  

 W literaturze często zwraca się uwagę na drobnoustroje patogenne i ocenę ich znaczenia w 

etiologii i przebiegu chorób zakaźnych oraz szerzenie się lekooporności na powszechnie 

stosowane leki przeciwbakteryjne. Interesujące jest jednak to, czy i jakie różnice w częstości 

występowania kolonizacji szczepów bakteryjnych występują u osób z infekcjami bakteryjnymi 

poddawanych antybiotykoterapii w porównaniu z osobami bez antybiotykoterapii. W związku z 

tym, w pracy [P5] zastosowano technikę MALDI-TOF MS jako narzędzie do szybkiej 

diagnostyki i identyfikacji mikrobiomu śliny. Ponadto, w celu uzyskania informacji o 

skuteczności i dokładności badanej metody spektrometrycznej, do oznaczenia wybranych 

bakterii ślinowych wykorzystano również sekwencjonowanie genu 16S rRNA. Niniejsza praca 

dotyczyła również sprawdzenia możliwości techniki MALDI do prowadzenia badań w zakresie 

szybkiego monitorowania pacjentów poddanych antybiotykoterapii. Interesującym zagadnieniem 

było również porównanie, czy technika MALDI pozwoli na rozróżnienie każdego podawanego 

antybiotyku w danym okresie czasu. Ponadto, w pracy [P5] zbadano optymalne warunki podłoża 

wzrostowego do identyfikacji mikroorganizmów przy użyciu MALDI-TOF MS. Co więcej, 

określono i szczegółowo przeanalizowano korelację pomiędzy zmianami profilu białkowego 

mikrobiomu pacjentów przed i po antybiotykoterapii. Dodatkowo opisano wpływ obecności 

antybiotyku i patogenu na terapię pacjentów.  
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 Warto zwrócić uwagę, iż wyniki badań wykazały istotne różnice w mikrobiomie śliny 

pomiędzy pacjentami nieleczonymi i leczonymi antybiotykami. Większą różnorodnością 

bakterii, a także pojawieniem się mikroorganizmów z rodzaju Candida odnotowano jedynie u 

pacjentów poddanych antybiotykoterapii, co wskazuje na negatywny wpływ podawania 

antybiotyków na mikrobom śliny pacjenta. Ponadto analiza proteomiczna wykazała wpływ 

antybiotykoterapii, składu i liczebności mikrobiomu śliny oraz stosowanego podłoża 

hodowlanego na rejestrowane profile białkowe. Ogólnie, identyfikacja mikroorganizmów za 

pomocą MALDI jest uważana za niezależną od kultury, ponieważ większość białek obecnych w 

komórkach bakteryjnych to białka rybosomalne (około 50% lub więcej), tak więc wiarygodna 

klasyfikacja bakterii dla większości rodzajów i gatunków jest pewna, bez względu na stosowane 

podłoża hodowlane. Niemniej jednak, oprócz białek rybosomalnych, badane ekstrakty 

bakteryjne zawierają również inne białka nierybosomalne, które są mniej lub bardziej zależne od 

metabolizmu. Białka takie mogą wpływać na wynik identyfikacji przede wszystkim w 

przypadku bakterii należących do grup blisko spokrewnionych gatunków. Jednakże wyniki 

naszych badań pozwoliły stwierdzić, że wpływ rodzaju podłoża na wewnątrzspecyficzne 

zróżnicowanie proteomu był mniejszy niż wpływ antybiotykoterapii i obecności współistniejącej 

mikrobioty. Wykazano, że interakcje, które zachodziły między mikroorganizmami mogą 

zmieniać ekspresję ich białek membranowych. Znalezione zmiany proteomiczne obejmowały 

białka związane z oddziaływaniami typu gospodarz-mikroorganizm, takimi jak wirulencja, 

adhezja i oporność. Biorąc pod uwagę wszystkie gatunki pochodzące ze śliny pacjentów 

leczonych i nieleczonych, wpływ na zróżnicowanie proteomiczne wzrasta w następujący sposób: 

rodzaj stosowanego antybiotyku > współistniejąca mikrobiota > rodzaj podłoża hodowlanego. 

 Wyniki przeprowadzonych badań potwierdzają, że analiza MALDI-TOF MS stanowi 

obiecującą metodę dla wielkoskalowego, mniej pracochłonnego, szybkiego i opłacalnego zapisu 

powtarzalnych profili molekularnych mikroorganizmów, w szczególności bakterii ślinowych. 

Warto zauważyć, że proponowane podejście umożliwia wczesne zastosowanie u pacjentów 

specyficznej dla danego gatunku bakterii terapii antybakteryjnej. Ponadto, uzyskane dane mogą 

zatem pozwolić na potwierdzenie diagnozy medycznej, a także mogą umożliwić monitorowanie 

leczenia chorób i opracowanie leków dla poszczególnych pacjentów. Co więcej,  przedstawione 

badania mogą być podstawą do opracowania metod umożliwiających szybszą diagnozę i 

wykrywanie zmian chorobowych na poziomie komórkowym przed wystąpieniem zmian 

klinicznych.  
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Podsumowując, uzyskane wyniki sugerują, że śledzenie proteomicznej zmienności 

wewnątrzspecyficznej w obrębie mikroorganizmów może być obiecującym narzędziem w 

przyszłości do analizy skuteczności stosowanej antybiotykoterapii oraz sprawdzenia, czy mamy 

do czynienia z kulturami jedno- czy wielodrobnoustrojowymi z uwzględnieniem obecności 

innych gatunków patogennych. 
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4. Podsumowanie  

  Badania przeprowadzone w ramach prac [P2] oraz [P3] umożliwiły opracowanie metod do 

jednoczesnego oznaczania środków przeciwbakteryjnych oraz ich metabolitów z różnych grup 

terapeutycznych z zastosowaniem odpowiednio chromatografii cieczowej oraz elektroforezy 

kapilarnej. Dalszym etapem badań była ocena skuteczności działania antybiotyków wobec 

bakterii tworzących biofilm, a także z monitorowaniem zmian zachodzących w profilach 

molekularnych mikrobiomu śliny człowieka pod wpływem różnych antybiotykoterapii 

osiągnięto w pracach [P4] oraz [P5]. 

 Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania pozwoliły na sformułowanie następujących 

wniosków:  

1. Wyniki uzyskane w pracach [P1]-[P5] mogą być szczególnie przydatne w 

antybiotykoterapii. Wdrożenie proponowanych metod do oznaczania ludzkich próbek 

klinicznych, daje możliwość oceny skuteczności antybiotyków, co może być 

korzystne dla optymalizacji indywidualnych terapii. 

2. Opracowana metoda CE-ESI-MS/MS, ze względu na wysoką czułość, precyzję i 

powtarzalność, może być z powodzeniem zastosowana w analizie przesiewowej u 

pacjentów w celu wyeliminowania kombinacji leków, które nie są zalecane do 

jednoczesnego stosowania. Doświadczenia te mogą także być wykorzystane w 

laboratoriach kryminalistycznych. 

3. Elektroforeza kapilarna jest przydatnym narzędziem w charakterystyce biofilmu. 

Zastosowanie tej techniki umożliwia obserwację zmian ruchliwości elektroforetycznej 

i stabilność układu komórek bakteryjnych traktowanych i nietraktowanych 

antybiotykami z różnych klas (amoksycylina, gentamycyna, metronidazol).  

4. Komórki bakteryjne traktowane antybiotykiem wykazały wzrost oddziaływania 

elektrostatycznego pomiędzy komórkami bakteryjnymi a antybiotykami oraz większą 

stabilność układów i większą homogenność.  

5. Komórki bakteryjne w głębszych warstwach biofilmu są w stanie dostosować się do 

środowiska i nabyć mechanizmy oporności w wyniku działania mechanizmów 

molekularnych. 

6. Antybiotyki, w tym  β-laktamowy (amoksycylina) i aminoglikozydowy 

(gentamycyna) działając na biofilm doprowadziły do degradacji syntezy ściany 

komórkowej, a także do zaburzenia macierzy zewnątrzkomórkowej substancji 

polisacharydowych otaczających biofilm (EPSs) oraz zahamowania białek 

rybosomalnych i zaburzenia transkrypcji.  
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Zjawisko to jest skorelowane również z wyższą wartością bezwzględną potencjału 

zeta i mniejszą ilością zarejestrowanych sygnałów z zastosowaniem elektroforezy 

kapilarnej. 

7. Zaproponowany mechanizm działania badanych antybiotyków (amoksycylina, 

gentamycyna, metronidazol) na tworzenie biofilmu, związany jest ze zjawiskiem 

zlepiania (forma agregacji) i degradacji, co w znacznym stopniu może ułatwić 

leczenie zakażeń bakteryjnych związanych z biofilmem. 

8. Występują istotne różnice między mikrobiomem śliny pacjentów leczonych oraz 

nieleczonych antybiotykami. Mikrobiom pacjentów podanych antybiotykoterapii 

charakteryzuje się większą różnorodnością bakterii.  

9. Stosowanie antybiotykoterapii ma duży wpływ na profil białkowy identyfikowanych 

mikroorganizmów, a w konsekwencji na mikrobiom pacjenta. Dodatkowo użyte 

podłoże do identyfikacji będzie odgrywać kluczową rolę w identyfikacji mikrobiomu. 

 Poza tym, zaproponowane w pracach [P1-P5] podejścia umożliwiają, potwierdzenie diagnozy 

lekarskiej, a także monitorowanie leczenia chorób bakteryjnych poprzez zastosowanie u 

pacjentów specyficznej dla danego gatunku bakterii terapii przeciwdrobnoustrojowej. Ponadto 

zaprezentowane badania mogą być bazą do opracowania metod umożliwiających szybszą 

diagnostykę i wykrywanie zmian chorobowych na poziomie komórkowym przed wystąpieniem 

zmian o podłożu klinicznym.  

 Reasumując można stwierdzić, że wszystkie przedstawione w rozprawie doktorskiej badania 

obejmują zagadnienia związane z mikrobiologią, chemią, medycyną i farmacją, co stanowi o ich 

interdyscyplinarnym podejściu. Dlatego wiedza uzyskana podczas realizacji badań może być 

wykorzystana w rutynowych badaniach klinicznych do kontrolowania zjawiska 

antybiotykooporności. 
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5. Streszczenie 

 W dobie rosnącej oporności na antybiotyki diagnostyka, która może być prostą, 

szybką i tanią identyfikacją infekcji bakteryjnej lub określająca odpowiedź na antybiotyki, 

jest niewątpliwie niezbędna do optymalizacji indywidualnej terapii pacjenta i zmniejszenia 

ryzyka wystąpienia oporności na antybiotyki. Z tego względu, przedstawiona praca doktorska 

dotyczy opracowania nowej procedury analitycznej mającej na celu ocenę wartości 

terapeutycznej i przydatności leków przeciwbakteryjnych i ich metabolitów jako 

wyznaczników antybiotykoodporności w oparciu o analizę profili białkowych i 

metabolicznych. Pierwszym etapem badań przeprowadzonych w ramach rozprawy 

doktorskiej było opracowanie prostych, stosunkowo szybkich, a także tanich metod 

oznaczania antybiotyków oraz ich metabolitów z różnych grup. W tym celu, najpierw uwagę 

skupiono na doborze warunków separacji wybranych środków przeciwbakteryjnych oraz ich 

metabolitów z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem 

diodowym (HPLC-DAD). W dalszej kolejności, opracowano i zwalidowano nową metodę 

analityczną do jednoczesnej analizy antybiotyków i ich metabolitów w ludzkim moczu. Do 

oznaczenia i identyfikacji wszystkich analitów zastosowano elektroforezę kapilarną (CE) 

wraz z tandemową spektrometrią mas (MS/MS). Natomiast, za pomocą CE-DAD zbadano 

wpływ różnych warunków analitycznych (skład, stężenie i wartość pH buforu separacyjnego, 

czas i ciśnienie iniekcji, temperatura kapilary oraz wpływ modyfikatora organicznego) na 

migrację i rozdzielenie antybiotyków i metabolitów.  

 Dalsze badania ukierunkowane były na ocenie skuteczności antybiotyków 

(amoksycylina, gentamycyna, metronidazol) wobec modelowej bakterii (B. tequilensis) 

tworzących biofilm z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej i technik pokrewnych. 

Elektroforeza kapilarna wykazała zdolność do scharakteryzowania i wykazania różnic w 

ruchliwości elektroforetycznej pomiędzy biofilmami nieleczonymi i leczonymi 

antybiotykami. Zbadano również stabilność dyspersji, dokonano analizy profili 

molekularnych, a także przeanalizowano żywotność komórek bakteryjnych oraz ich 

morfologię. Badania mikroskopowe i spektrometryczne wskazały na degradację matrycy 

zewnątrzkomórkowych substancji polisacharydowych (ang. Extracellular Polysaccharide 

Substances, EPSs), hamowanie syntezy ściany komórkowej oraz blokowanie syntezy białek 

rybosomalnych przez amoksycylinę i gentamycynę. Zaobserwowano, iż komórki bakteryjne 

nieleczone i leczone charakteryzowały się wysoką stabilność dla systemu tworzenia biofilmu. 

Ponadto na podstawie rodzaju zastosowanego antybiotyku zaproponowano mechanizm 

działania użytych antybiotyków w zlepianiu i degradacji komórek.  
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 Kolejnym etap badań dotyczył zastosowania techniki MALDI-TOF MS jako narzędzia 

do szybkiej identyfikacji mikrobiomu śliny i obserwacji zmian w profilach molekularnych w 

zależności od podanego antybiotyku. Istotne zmiany w składzie mikrobiomu śliny zauważono 

w zależności od stosowanych podłoży hodowlanych, antybiotykoterapii i współistniejącej 

mikrobioty.  

 Przedstawione w pracy metody mogą znaleźć zastosowanie w analizie przesiewowej 

pacjentów w celu wyeliminowania kombinacji leków, które nie są zalecane do jednoczesnego 

stosowania. Ponadto, zaprezentowane podejścia mogą pomóc w opracowaniu metod 

umożliwiających szybszą diagnostykę zmian chorobowych na poziomie komórkowym przed 

wystąpieniem zmian klinicznych. 
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6. Abstrakt 

 In the era of increasing antibiotic resistance, diagnostics that can be a simple, quick 

and inexpensive identification of bacterial infection or determining antibiotic response are 

absolutely necessary to optimize individual patient therapy and reduce the risk of antibiotic 

resistance. Therefore, the presented doctoral dissertation involves assessment of therapeutic 

value and usefulness of antibiotics and their metabolites as resistance markers based on the 

analysis of protein and metabolic profiles.  

 The first stage of the research performed within the scope of the dissertation was the 

development of simple, relatively fast, as well as low-cost methods for the determination of 

antibiotics and their metabolites from different groups. To this purpose, the focus of attention 

was initially on the choice of separation conditions for selected antibacterial agents and their 

metabolites using high-performance liquid chromatography with diode array detector (HPLC-

DAD). Further, a new analytical method was developed and validated for the simultaneous 

analysis of antibiotics and their metabolites in human urine. Capillary electrophoresis (CE) 

combined with mass spectrometry (MS/MS) was used to determine and identify all analytes. 

However, the effect of different analytical conditions (composition, concentration and pH 

value of separation buffer, injection time and pressure, capillary temperature and the effect of 

organic modifier) on the migration and separation of antibiotics and metabolites was 

investigated using CE-DAD. 

 Subsequent studies were focused on estimating the efficacy of antibiotics with 

different action mechanism (amoxicillin, gentamicin, metronidazole) against a model of 

bacteria (B. tequilensis) forming a biofilm using capillary electrophoresis and related 

techniques. Capillary electrophoresis demonstrated the ability to characterize and show 

differences in electrophoretic mobility between untreated and antibiotic-treated biofilms. The 

stability of the dispersion study, the molecular profile analysis, the viability of bacterial cells 

and the scanning morphology imaging were also investigated. Microscopic and spectrometric 

studies indicated degradation of the extracellular polysaccharide substances (EPSs) matrix, 

inhibition of cell wall synthesis, and blocking of ribosomal protein synthesis by amoxicillin 

and gentamicin. It was observed that untreated and treated bacterial cells had high stability for 

the biofilm formation system. In addition, on the basis of the type of the antibiotic treatment, 

the mechanism of used antibiotics in cell clumping and degradation were proposed. 
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 The next stage of the study involved the application of the MALDI-TOF MS 

technique for identification of the saliva microbiome and observation of changes in molecular 

profiles in dependence of the administered antibiotic. Significant changes in the composition 

of the saliva microbiome were noted depending on the used culture media, antibiotic therapy 

and coexisting microbiota.  

 The methods presented in this paper can be applied in patient screening analysis to 

eliminate drug combinations that are not recommended for co-administration. In addition, the 

such approaches can help in developing the methods enabling a faster diagnosis of disease 

changes at the cellular level before clinical changes occur. 
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Konferencje naukowe 

1. J. Walczak, M. Szultka-Młyńka, K. Pauter, B. Buszewski, VI Konferencja Naukowa 

Monitoring i analiza wody. Metody oznaczania substancji o charakterze jonowym 

Przysiek koło Torunia, 10–12.03.2019, Liquid chromatographic determination of 

antibiotics and their metabolites in water conditions, (komunikat) 

2. K. Pauter, M. Szultka-Młyńska, J. Walczak, B .Buszewski, 11. Kongres Societas 

Humboldtiana Polonorum, 12-15.09.2019, Szczecin, Polska, Development of HPLC-DAD 

method for determination and identification of selected antibiotics and their metabolites 

for biomedical purposes, (poster) 

3. K. Pauter, M. Szultka-Młyńska, P. Pomastowski, M. Złoch, B. Buszewski, 15th 

International Students Conference ‘Modern Analytical Chemistry’, 19–20.09.2019, Praga, 

Czechy, Complementary approach on bacteria and antibiotics investigation, (komunikat) 

4. O. Pryshchepa, M. Złoch, K. Pauter, M. Szultka-Młyńska, P. Pomastowski, B. 

Buszewski, 15th International Students Conference ‘Modern Analytical Chemistry, 19–

20.09.2019, Praga, Czechy, Selection of experimental conditions for the identification of 

bacteria by MALDI-TOF MS, (komunikat) 

 

5. K. Pauter, M. Szultka-Młyńska, D. Błońska, W. Kupczyk, B. Buszewski, 

Metabolomic Circle, 15-16.11.2019, Olsztyn, Polska, Study of salivary microbiome based 

on matrix-assisted laser desorption ionization–time of flight mass spectrometry (MALDI-

TOF MS), (poster) 

 

6. K. Pauter, V. Railean-Plugaru, P. Pomastowski, M. Szultka-Młyńska, B. Buszewski, 

The Vital Nature Sign 2021, 20-21.05.2021, Kowno, Litwa, Influence of Antibiotics on 

Bacterial Biofilm Formation, (komunikat) 

 

7. K. Pauter, M. Szumski, A. Król-Górniak, P. Pomastowski, M. Szultka-Młyńska,  

B. Buszewski, QUO VADIS Life Sciences, 23-27.06.2021, Opole, Polska, Capillary 

electrophoresis as a promising approach for antibiotics and their metabolites 

determination in urine samples, (poster) 
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8. K. Pauter, V. Railean-Plugaru, M. Złoch, P. Pomastowski, M. Szultka-Młyńska, D. 

Błońska, W. Kupczyk, B. Buszewski, XI Polska Konferencja Chemii Analitycznej, 

PoKoChA 2022, 19-23.06.2022, Łódź, Polska, Charakterystyka izolatów bakterii 

ślinowych za pomocą techniki MALDI-TOF MS, (poster)  

 

9. K. Pauter, D. Błońska, V. Railean-Plugaru, M. Szultka-Młyńska, P. Pomastowski, B. 

Buszewski, 26TH INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SEPARATION SCIENCES, 

28.06-01.07.2022, Ljubljana, Słowenia, Electrochemical simulation of selected antibiotic 

drugs phase I metabolism with the use of MALDI-TOF MS, (poster) 

 

Granty 

1. Grant OPUS 11 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, nr 

2016/21/B/ST4/02130, pt. Nowe podejście w identyfikacji patogenów za pomocą 

sprzężonych technik separacyjnych (CE-LIF-MALDI-TOF-MS, LCxLC-MS/MS, 

GCxGC-Q-TOF) dla potrzeb spersonalizowanej diagnostyki medyczne, kierownik: dr 

hab. Małgorzata Szultka-Młyńska, prof. UMK, wykonawca: mgr Katarzyna Pauter 

(02.01.2019 – 22.04.2020) 

2. Grant Młodych Naukowców, nr 2092/2019, pt. Oznaczanie i identyfikacja 

antybiotyków oraz mikroorganizmów za pomocą łączonych technik analitycznych dla 

celów biomedycznych, kierownik: mgr Katarzyna Pauter 

3. Grant Młodych Naukowców, nr 492/2020, pt. Zastosowanie MALDI-TOF MS w 

oznaczaniu i identyfikacji szczepów bakteryjnych, kierownik: mgr Katarzyna Pauter 

4. Grant Preludium 19 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, nr 

2020/37/N/ST4/02358, pt. Ocena wartości terapeutycznej oraz przydatności nowej 

generacji antybiotyków i ich metabolitów jako markerów oporności za pomocą 

łączonych technik analitycznych, kierownik: mgr Katarzyna Pauter (01.02.2021-

31.01.2023) 

5. Grant Młodych Naukowców, nr PDB/granty wydziałowe, pt. Opracowanie metody 

izolacji antybiotyków z matryc biologicznych (mocz, ślina, osocze) za pomocą 

mikroekstrakcji na upakowanym sorbencie (MEPS), kierownik: mgr Katarzyna Pauter 
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Staże  

1. Zagraniczny staż badawczy w ramach projektu  PROM - Międzynarodowa wymiana 

stypendialna doktorantów i kadry akademickiej na UMK (Instytut Karolinska, Wydział 

Biochemii Medycznej i Biofizyki w Sztokholmie (Szwecja), w terminie 17.08.-06.09. 

2021) 

Nagrody i osiągnięcia 

1. zespołowa nagroda Rektora Uniwersytetu Mikołaja Kopernika w Toruniu - II stopnia, 

za osiągnięcia naukowo-badawcze uzyskane w 2019 roku  

2. uzyskanie dofinansowania na 21- dniowy staż zagraniczny w ramach projektu PROM - 

Międzynarodowa wymiana stypendialna doktorantów i kadry akademickiej na UMK 

3. zespołowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Mikołaj Kopernik w Toruniu - II stopnia, za 

osiągnięcia naukowo-badawcze uzyskane w 2020 roku 

4. zespołowe wyróżnienie Rektora Uniwersytetu Mikołaj Kopernik w Toruniu, za 

osiągnięcia naukowo-badawcze uzyskane w 2020 roku  

Udział w innych projektach  

1. współudział w prowadzeniu warsztatów w ramach XIX Toruńskiego Festiwalu Nauki i 

Sztuki, 24-28.04.2019r.  

2. współudział w organizacji konferencji Metabolomics Circle 2018, 26-28.10.2018, 

Przysiek k. Torunia, Polska 
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8. Oświadczenia współautorów 
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