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Cel projektu

Opracowanie nowej procedury analitycznej majacej na celu ocene warto$ci terapeutycznej i
przydatnosci lekow przeciwbakteryjnych iich metabolitdw jako wyznacznikow antybiotykoodpornosci
w oparciu o analize profili biatkowych i metabolicznych.

Badania podstawowe realizowane w projekcie

Pierwszym etapem prowadzonych badan bedzie opracowanie prostych, stosunkowo szybkich i
tanich, a takze ekologicznych metod izolacji analitow z probek klinicznych od pacjentdow m.in. z
owrzodzeniami w zespole stopy cukrzycowej oraz ranami pooperacyjnymi. Istotny bedzie rowniez
dobdr warunkoéw rozdzielania i optymalnych parametrow pracy spektrometru mas umozliwiajacych
jednoczesne oznaczenie wybranych antybiotykow i ich metabolitow w ptynach fizjologicznych za
pomoca techniki LC-MS/MS. Dalsze badania ukierunkowane b¢da na opracowanie metody oznaczania
srodkéw przeciwbakteryjnych w ptynach ustrojowych w oparciu o technike MEKC-DAD poprzez
optymalizacj¢ parametrow wplywajacych na separacj¢ analitow, a takze optymalizacjg procedury
ekstrakcji substancji czynnych w zalezno$ci od rodzaju matrycy biologicznej. W zwiazku z faktem, iz
$lina nie byta do tej pory czesto wykorzystywana jako matryca do wykrywania badanych substancji
czynnych, jednym z zadan bedzie wyznaczenie zalezno$ci stezen wybranych antybiotykow
oznaczonych w §linie, a ich poziomami wyznaczonymi w moczu oraz osoczu (korelacja).

Kolejnym etapem badan bedzie optymalizacja metody przygotowania probek pod katem
wplywu réznych matryc biologicznych (krew, §lina, mocz) na rodzaj zidentyfikowanych szczepow
bakterii za pomoca techniki laserowej jonizacji/desorpcji wspomaganej matryca (MALDI TOF-
MS/MS).

Ze wzgledu na istotng role biofilméw bakteryjnych w zakazeniach bakteryjnych, w ramach
projektu zbadany zostanie wplyw wybranych antybiotykéw oraz ich metabolitow na nabywanie
opornos$ci przez wybrane szczepy bakterii oraz ocena ich zdolnosci do tworzenia biofilmu w warunkach
in vitro. Oznaczenie nienaruszonych komorek bakteryjnych oraz komorek po lizie przeprowadzone
zostanie za pomocg elektroforezy kapilarnej sprzezonej ze spektrometria mas (badanie profili
molekularnych).

Dalsze badania, beda koncentrowaly si¢ na przemianach metabolicznych wybranych
antybiotykow w obecnosci enzymoéw mikrosomalnych komoérek ludzkiej watroby, a takze
przeprowadzenia elektrochemicznej symulacji metabolizmu (reakcje I i 11 fazy).

Powody podjecia tematyki badawczej

W kazdej strategii leczenia antybiotykami uznaje si¢, ze antybiotyki sa kamieniem milowym w
leczeniu zakazen. Niemniej jednak, niewlasciwe stosowanie lekow przeciwbakteryjnych, zarowno w
przypadku ludzi jak i zwierzat moze wigzac si¢ z nawrotem zakazenia, bezposrednig toksycznoscia,
niewydolnos$cia narzadéw, a przede wszystkim z pojawieniem si¢ infekcji o podlozu
antybiotykoodpornym. W dobie rosngcej opornosci na antybiotyki diagnostyka, ktéra moze by¢ prosta,
szybka 1 tanig identyfikacja infekcji bakteryjnej Iub okreslajaca odpowiedZz na antybiotyki, jest
niewatpliwie niezbedna do optymalizacji indywidualnej terapii pacjenta i zmniejszenia ryzyka
wystapienia opornosci na antybiotyki. Z pewnoS$cia jeszcze wazniejsza jest rosngca swiadomosé, ze
optymalizacja terapii nie tylko opiera si¢ na sile terapeutycznej, ale takze wigze si¢ z minimalizacja
ryzyka wystgpienia opornosci podczas terapii, zardwno w przypadku bakterii chorobotwoérczych jak i
naturalnego mikrobiomu. Nalezy zaznaczy¢, iz stosowane obecnie techniki diagnostyczne sa zbyt
czasochtonne, a takze niewystarczajaco specyficzne.

Spodziewane efekty

Wiedza uzyskana w trakcie realizacji badan moze by¢ wykorzystana do opracowywania
efektywnych strategii kontrolowania zjawiska lekoopornosci. Ponadto, opisane powyzej tematyki
badawcze moga postuzy¢ rowniez jako narzedzie analityczne dla wczesnej diagnostyki medycznej, a
takze do monitorowania skutecznej antybiotykoterapii.



