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a) TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
,Biofilm - wyzwanie dla nauk farmaceutycznych”

Podstawa ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego stanowi cykl 7 publikacji (6
oryginalnych i 1 praca pogladowa ), w ktorych przedstawiono wyniki badaf dotyczacych roli
biofilmu w zakazeniach przewleklych, antybiotykoopornosci oraz zastosowania terapii
fotodynamicznej skierowanej przeciw drobnoustrojom oraz nanoczastek, jako alternatywnej

do antybiotykoterapii metody walki z drobnoustrojami i biofilmem.
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¢) OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO PRAC STANOWIACYCH OSIAGNIECIE NAUKOWE,

UZYSKANYCH WYNIKOW ORAZ POTENCJALNEGO WYKORZYSTANIA.

Wprowadzenie w dziewigtnastym wieku przez Roberta Kocha 1 jego ucznidw
klarownych ptynnych lub zestalonych agarem pozywek umozliwilo obserwacj¢ wzrostu
bakterii w postaci swobodnie unoszacych si¢ komodrek — planktonu lub ich skupisk na
powierzchni pozywki — kolonii. Przez wiele lat naukowcy koncentrowali si¢ na tych wtasnie
formach bytowania bakterii, pomimo ze juz w XVII wieku Anton Van Leeuwenhoek
opisywat bakterie w plytce nazgbnej jako pozornie stacjonarne skupiska [1]. Obecnie
wiadomo, ze ten osiadly tryb zycia drobnoustrojow, okre$lany jako biofilm (btona
biologiczna), jest trzecia, najczesciej spotykang formg ich bytowania [2, 3]. Biofilm moze
powstawa¢ na powierzchniach biotycznych i abiotycznych. Szacuje sig, ze w Srodowisku
naturalnym ponad 99,9% bakterii wystgpuje w formie biofilmu, a od 60% do ponad 80%
zakazen u ludzi zwigzanych jest z obecno$cig tej formy [4, 5].

Definicja biofilmu ciaggle ewoluuje i odzwierciedla postepy w badaniach. Donlan 1
Costerton definiujg biofilm jako ,osiadlag populacje drobnoustrojow, charakteryzujaca sig
komorkami o zmiennym fenotypie i genotypie, nieodwracalnie przytwierdzonymi do podtoza
lub wzajemnie do siebie, osadzonymi w macierzy pozakomodrkowej zbudowanej z polimerow
(EPS — ang. extracellular polymeric substances)” [6]. Zr6znicowanie w obrebie biofilmu
wynika z dostgpnosci do skladnikéw odzywezych i1 tlenu, réznic temperatury czy pH,
co przyczynia si¢ do heterogennej ekspresji gendéw, nawet w komodrkach sgsiadujacych.
W biofilmie wystgpuja komorki o zréznicowanym metabolizmie, od aktywnie namnazajacych
sig, do komorek w stanie anabiozy. Drobnoustroje w biofilmie egzystuja we wzajemnie
powigzanych korzystnych relacjach, co wumozliwia bardzo efektywne wykorzystanie
substancji odzywczych i jest korzystne dla calej spoltecznosci drobnoustrojow. Istotng rolg
w procesie powstawania i funkcjonowania biofilmu odgrywa zjawisko ,,Quorum Sensing”
(OS), polegajace na komunikowaniu si¢ drobnoustrojow za pomoca wytwarzanych sygnatow
chemicznych (autoinduktorow), ktorych odpowiednie st¢zenie prowadzi do zmiany ekspresji
genow 1 do efektywnego wspotdziatania catej populacji. Komorki w biofilmie majg odmienng
od swoich planktonicznych odpowiednikéw ekspresje gendw i aktywnos$¢ metaboliczng [7-
9].

Biofilm chroni drobnoustroje przed niekorzystnymi czynnikami fizycznymi (np.

wysuszeniem, promieniowaniem UV), chemicznymi (substancjami o dzialaniu
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przeciwdrobnoustrojowym) oraz biologicznymi (czynnikami uktadu odpornosciowego
gospodarza) [10-12].

Oporno$¢ form planktonicznych na antybiotyki oraz $rodki dezynfekcyjne, wynika
z obecnosci naturalnych lub nabytych (mutacje, transfer genow) mechanizméw opornosci.
Cechujgca biofilm, zmniejszona w poréwnaniu do form planktonicznych, wrazliwosé
na §rodki przeciwdrobnoustrojowe moze wynika¢ z tolerancji lub opornosci na substancje
biobdjcze. Na zjawiska te wplywa wiele wspoldziatajacych czynnikéw, takich jak:
(1) zroznicowana aktywno$¢ metaboliczna komorek (obnizone tempo wzrostu lub stan
zblizony do anabiozy obniza aktywnos$¢ Ssrodkow dziatajacych na komorki namnazajace sig),
(i) obecno$¢ subpopulacji komorek przetrwatych (persister cells) bytujacych w stanie
spoczynku, (iii) zmiany ci$nienia parcjalnego tlenu 1 dwutlenku wegla (aminoglikozydy
wykazujg brak aktywnos$ci przy niskim poziomie tlenu) zmiany stezenia jonow wodorowych
(makrolidy, tetracykliny — nizsza aktywno$¢ przy obnizonym pH), (iv) obecno$é
zewnatrzkomoérkowej macierzy (ogranicza penetracje zwigzkéw chemicznych mechanicznie,
poprzez biosorpcje lub immobilizacje; chroni przed stresem oksydacyjnym) [7, 10, 13, 14].
Ponadto, w komorkach biofilmu mogg wystepowa¢ mechanizmy opornosci spotykane u form
planktonicznych, a zaggszczenie komodrek w biofilmie sprzyja transferowi genéw opornosci.

Opornos¢ drobnoustrojow na stosowane w terapii zakazen leki, stanowi zagrozenie dla
zdrowia publicznego na catym $wiecie. Zgodnie z raportem Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) z 2014 roku we wszystkich regionach $wiata, notuje si¢ wysoki odsetek szczepow
opornych spos$rod drobnoustrojow powszechnie izolowanych z najczeséciej wystepujacych
zakazen (np. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus) [15]. Powage
istniejgcego problemu podkre§la fakt opublikowania w 2017 roku przez WHO listy
patogenéw najbardziej niebezpiecznych ze wzgledu m. in. na wysoka $miertelno$¢ 1 brak
mozliwo$ci terapeutycznych [16]. W grupie drobnoustrojow krytycznych znalazty sig:
Acinetobacter baumanii 1 Pseudomonas aeruginosa oporne na karbapenemy, pateczki
Enterobacteriaceae oporne na karbapenemy i cefalosporyny trzeciej generacji, a do grupy
o wysokim priorytecie zaliczono migdzy innymi Enterococcus faecium oporny
na wankomycyne oraz meticylinooporny i oporny na wankomycyne Staphylococcus aureus.
Wg WHO opracowanie nowych lekoéw dla tych drobnoustrojow powinno by¢ priorytetem
w najblizszych latach.

W obliczu narastania opornosci 1 kurczacej si¢ liczby skutecznych lekéw
przeciwdrobnoustrojowych, a takze trudnosci w leczeniu przewlektych, uporczywych zakazen

zwigzanych z biofilmem, wzrasta zainteresowanie alternatywnymi lub komplementarnymi do
n
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antybiotykoterapii metodami walki z drobnoustrojami. Poszukiwane sa nowe metody
i preparaty o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, jak i opracowywane s nowe zastosowania
dla tych juz znanych [17-20].

Jedng z odkrywanych na nowo metod jest terapia fotodynamiczna (PDT). Pierwsze

doniesienia o skuteczno$é terapii fotodynamicznej przeciw drobnoustrojom (PACT) datuje si¢
na 1900 rok, kiedy to Oskar Raab zaobserwowal zahamowanie wzrostu pantofelkow
w obecnoséci barwnikéw akrydynowych i $wiatta [21]. Terapia fotodynamiczna skierowana
przeciw drobnoustrojom, nazywana jest rowniez fotodynamiczng inaktywacjg drobnoustrojow
(PDI) lub dezynfekcjg aktywowana $wiattem. Najbardziej prawidlowym terminem jest PACT
z ang. Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy tj. Fotodynamiczna antymikrobiologiczna
chemioterapia. Nazwa wynika z faktu, iz wszystkie ,,antymikrobiologiczne” fotouczulacze
wykazuja stabg aktywno$¢ w ciemno$ci, natomiast po aktywacji $wiatlem ich dzialanie
poteguje sie [22, 23]. Metoda PACT opiera si¢ na reakcji fototoksycznej, ktérej mechanizm
dzialania wykorzystuje interakcje fotouczulacza (PS), promieniowania o odpowiedniej dla PS
dhugoéci fali oraz tlenu. Fotouczulacz poddany ekspozycji na $wiatto ulega wzbudzeniu,
w wyniku czego generowane sg reaktywne formy tlenu (ROS) dziatajace toksycznie
na komorki [24, 25].
Ograniczone przenikanie promieniowania w glab tkanek, predysponuje zastosowanie PDT
glownie w leczeniu chorob powierzchniowych, ale sprawdza si¢ takze w leczeniu innych
schorzen. Duze nadzieje wigze si¢ z mozliwoécig zastosowania PDT w leczeniu niektorych
nowotwordw oraz chordb takich jak luszczyca, rogowacenie sloneczne, reumatoidalne
zapalenie stawow, degeneracja plamki zottej, tradzik rézowaty, zakazenia skory 1 bion
sluzowych [26-29].

Niewatpliwg zaletg PACT jest wielokierunkowy mechanizm dziatania RFT
(reaktywne formy tlenu), co pozwala przypuszcza¢, ze drobnoustroje nie beda zdolne
do wytworzenia oporno$ci, pomimo wielokrotnego stosowania [30, 31]. Bardzo istotny
wydaje si¢ rowniez fakt, iz w czasie fotodynamicznej inaktywacji dochodzi do inhibicji
wydzielania bakteryjnych czynnikéw zjadliwosci, takich jak endotoksyny czy enzymy oraz
wzrostu wydzielania cytokin prozapalnych przez monocyty, a przez to do zmniejszenia
aktywnos$ci biologicznej lipopolisacharydéw (LPS) i proteaz bakteryjnych [26, 32].

Kluczowym elementem terapii fotodynamicznej jest dobor wlasciwego fotouczulacza,
posiadajgcego odpowiednie wiasciwosci takie jak: rozpuszczalno$¢, dystrybucja, zdolnos¢

wigzania z komorkami i kumulacji w organellach, brak toksyczno$ci ciemnej, wysoka



wydajnos¢ generowania RFT, duza absorpcja promieniowania zakresu czerwonego (600-800
nm) — najefektywniej penetrujacego tkanki [33, 34, 35].

Wielko$¢ czasteczki PS, jego rozpuszczalno$¢, a takze tadunek wplywa na interakcje
z komorkami, przenikanie do wnetrza komorki oraz gromadzenie sie w strukturach
komorkowych [34]. Formy kationowe (dodatnie) charakteryzuje najszersze spektrum
dziatania. Sg bowiem aktywne wobec bakterii Gram-ujemnych, Gram-dodatnich i grzybow.
Zwigzki anionowe oraz neutralne wykazuja powinowactwo glownie do komoérek Gram-
dodatnich. Fakt ten wynika bezposrednio z budowy $ciany komoérkowej drobnoustrojow.
U bakterii Gram-dodatnich blona cytoplazmatyczna otoczona jest przez porowatg $ciang
komorkows, co pozwala na wniknigcie fotouczulacza do wnetrza komorki. Bakterie Gram-
ujemne posiadajgce cienkg warstwe peptydoglikanu, otoczone sa blong zewnetrzna z ujemnie
natadowanymi LPS, co warunkuje wigzanie do komorki wytacznie form kationowych [36].
Komorki grzybicze posiadaja relatywnie gruba warstwe (-glikanu i chityny co sprawia,
ze przepuszczalno$¢ dla PS, osigga wartosci posrednie jakie obserwuje si¢ dla bakterii Gram-
dodatnich 1 Gram-ujemnych [37].

W PDT jako PS stosowane sg np. porfiryny, tetrapirole, ftalocyjaniny, porficeny, teksafiryny,
szafiryny, chloryny i purpuryny. Wigkszo$¢ wymagan stawianych idealnym fotouczulaczom
spetniajg ftalocyjaniny (Pcs) 1 z tymi zwigzkami wiaze si¢ duze nadzieje na mozliwoséé
zastosowania w PACT [22, 23, 38, 39].

Kolejng dziedzing, ktora znajduje zastosowanie w walce z drobnoustrojami jest
nanotechnologia. Istnieje wiele rodzajow nanomaterialéw i nanoczastek. Nanoczastki (NPs)
posiadajg odmienne wilasciwosci fizykochemiczne od wigkszych czastek tego samego
materiatu. Na zmiang wlasciwosci np.: katalitycznych, adsorpcyjnych
czy przeciwdrobnoustrojowych wptywa zwigkszona powierzchnia wilasciwa czastek [40].
Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie NPs wynika z ich specyficznych wlasciwosci,
a szczegoOlnie duzej powierzchni. NPs adsorbuja do powierzchni komorek drobnoustrojow,
powoduja uszkodzenie blony komorkowej i lize komorki, zaburzajg replikacje DNA,
powodujg dezaktywacj¢ waznych enzymow oraz stymuluja wytwarzanie RFT [40-42].

W ostatnich dekadach nanoczastki metali (np.: srebro, ztoto, miedz, pallad, platyna) i ich
tlenkow (np.: ZnO, AL,O3, TiO,, CuO), znalazty si¢ w kregu zainteresowan wielu zespolow
badawczych. Wyniki eksperymentéw wskazuja, ze na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
NPs wptywajg morfologia 1 wlaSciwosci fizykochemiczne czastek [40]. Uzyskanie
nanoczgstek o pozgdanych wlaSciwosciach uzaleznione jest od zastosowanej techniki syntezy.

Najczesciej nanoczastki wytwarzane sa metodami fizycznymi lub chemicznymi. Metody te,
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poprzez zastosowanie odpowiednich technik fizycznych, warunkéw reakcji chemicznych
pozwalaja na uzyskanie NPs o zamierzonej wielkosci i1 ksztalcie. Niestety, powstajgce
w czasie syntezy chemicznej odpady sg toksyczne moga stanowi¢ zagrozenie dla Srodowiska.
Dlatego na popularno$ci zyskuja metody biologiczne (stosowane w przedmiotowym
Osiggnieciu) wykorzystujgce bakterie, grzyby lub ekstrakty ro$linne do syntezy NPs [43]. Sg
to metody ekologiczne, pozwalajace na ograniczenie zastosowania toksycznych
odczynnikéw, mato energo- i procochtonne. Odpowiedni dobor drobnoustrojow Iub
ekstraktéw ro$linnych jako bioreduktoréw oraz warunkéw reakcji umozliwia otrzymanie

nanoczgstek o dowolnej wielkosci i ksztalcie [43, 44].
Omowienie osiagni¢cia naukowego

Celem przedstawionego osiggniecia naukowego byla wielowatkowa analiza biofilmu
w aspekcie zakazen o charakterze przewlektym oraz poszukiwanie alternatywnych
do antybiotykoterapii metod walki z drobnoustrojami.

Powyzszy cel badawczy realizowano wykonujac nastgpujace zadania:

1. Wykrywanie obecnosci biofilmu u chorych z przewleklym zapaleniem zatok
przynosowych, poddanych operacyjnej funkcjonalnej endoskopowej chirurgii zatok
przynosowych.

2. Ocena zdolno$ci wytwarzania biofilmu przez drobnoustroje izolowane z zakazen
przewlektych oraz okreslenie wrazliwosci na antybiotyki pateczek Pseudomonas aeruginosa
bytujacych w formie biofilmu.

3. Analiza zdolnosci fotoinaktywacji bakterii bytujacych w formie planktonicznej oraz
biofilmu przy zastosowaniu nowej oktajodowej soli kompleksu 1,4,8,11,15,18,22,25-
oktakis[2-(4-N-metylomorfolin-4-ilo)etoksy]ftalocyjaniny z magnezem(II).

4. Ocena aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej nanoczastek SnO, oraz trimetalicznych
nanoczastek ztozonych ze zlota, srebra 1 platyny, uzyskanych na drodze syntezy

biogenicznej, wobec bakterii bytujacych w formie planktonicznej i w biofilmie.

Omawiajac role biofilméw w patogenezie zakazen czlowieka wymienia si¢ gtownie
zakazenia przewlekle, a szczegélnie zakazenia w otolaryngologii, zakazenia drog
oddechowych u chorych na mukowiscydozg, zakazenia ran przewleklych oraz infekcje
zwigzane ze stosowaniem rdznego typu biomateriatow, takich jak protezy stawowe, roznego

typu implanty, cewniki naczyniowe 1 urologiczne [45, 46]. Do tej grupy zakazen nalezy
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przewlekle zapalenie zatok przynosowych (PZZP). Infekcja ta jest jedng z najczestszych
przyczyn zglaszania si¢ chorych do lekarza. Pomimo tak powszechnego wystepowania,
wiedza dotyczaca etiopatogenezy PZZP pozostaje ograniczona i nieckompletna. Uwaza sie, ze
patogeneza tej choroby jest wieloczynnikowa, a jedng z najczgsciej uwzglednianych przyczyn
jest biofilm. Wyniki badan przedstawionych w publikacji 1 dotycza zagadnienia czesto$ci
wystepowania biofilmu u chorych cierpigcych na PZZP. Ponadto, dotykaja problemu czy
drobnoustroje izolowane z zatok przynosowych sg zdolne do wytwarzania biofilmu in vitro?

Na potrzeby badafh przedstawionych w pracy opracowatam koncepcje i zalozenia
eksperymentow pozwalajacych na oceng, pod wzgledem wystepowania biofilmu na blonie
sluzowej zatok przynosowych. Pierwszym najwazniejszym etapem byt pobor odpowiednich
probek do badan. Zaproponowatam schemat pobierania 1 przygotowania do badan bioptatéw
btony $luzowej od pacjentdéw dwoch grup eksperymentalnych. Od pacjentéw grupy badane;j -
chorych na PZZP - pobierano blong Sluzowa zatok przynosowych podczas funkcjonalne;j
endoskopowej chirurgii nosa 1 zatok sitowych przednich. Od chorych grupy kontrolnej -
pacjentow ze skrzywiona przegroda nosa 1 przerostowym niezytem btony $luzowej nosa,
zakwalifikowanych do septoplastyki 1 konchoplastyki - pobierano btong §luzowg matzowiny
nosowej. W badaniach uwzglednitam kryteria wykluczajace pacjentow takie jak: obnizona
odpornos$¢, dyskineza rzesek, ostra infekcja gornych drég oddechowych oraz przyjmowanie
lekow sterydowych 1 antybiotykow w ciagu czterech tygodni przed zabiegiem. Na wykonanie
badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy UMP nr 225/13. Wszyscy pacjenci wyrazili
pisemng zgode¢ na uczestnictwo w badaniach oraz wypehili ankiety dotyczace stanu zdrowia
(w obecno$ci osoby biorgcej udziat w projekcie).

Wykrywanie biofilmu na badanych fragmentach btony $luzowej zatok, prowadzono
przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Ponadto, metodami hodowlanymi
okre§lono  profil  drobnoustrojow  wystepujacych ~w  pobranych  materiatach.
W zaproponowanym przeze mnie schemacie opracowania pobranych tkanek, uwzglednitam
usuwanie niezwigzanych w biofilmie drobnoustrojow za pomoca trzykrotnego plukania
bioptatu w 0,9% NaCl. Probki do badan mikrobiologicznych byty ponadto homogenizowane,
co pozwolilo na uzyskanie jednorodno$ci probki 1 wigksza mozliwosci wyhodowania
drobnoustrojéw bytujacych wewnatrz komorek gospodarza (komorek nabtonkowych,
makrofagdéw, neutrofili). Zdolno$¢ wyizolowanych drobnoustrojow do wytwarzania biofilmu
in vitro, ocenitam za pomoca metody spektrofotometrycznej w formacie plytki titracyjnej

z uzyciem fioletu krystalicznego.
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Badania prowadzone za pomocg SEM wykazaly obecnos$¢ biofilmu w wigkszosci (76,7%)
bioptatow blony §luzowej pobranych od pacjentow z PZZP oraz w 45% préb pobranych
od pacjentéw grupy kontrolnej. W badaniach hodowlanych obecno$¢ drobnoustrojow
stwierdzono w 29 z 30 prébek pobranych od pacjentow z PZZP oraz we wszystkich probkach
pobranych od pacjentéw grupy kontrolnej, jednakze odnotowano réznice w izolowanych
gatunkach. Od pacjentow grupy kontrolnej izolowano gtéwnie gronkowce koagulazo-ujemne
(CNS) i Streptococcus mitis. Natomiast spektrum drobnoustrojow izolowanych od pacjentow
grupy badanej, byto bardziej zroznicowane i oprocz CNS izolowano réwniez pateczki Gram-
ujemne, glownie z rodziny Enterobacteriaceae oraz bakterie beztlenowe. Wigkszos¢
szczepdw izolowanych od pacjentow obu grup (81% grupa badana, 89,2% grupa kontrolna),
wykazywata zdolnoé¢ tworzenia biofilmu in vitro. Wyniki badah dodatkowo wskazuja,
ze biofilm nie jest jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za PZZP, a o wystgpieniu infekeji
moze decydowac wiele elementow.

Uwaza sig, ze biofilm moze by¢ przyczyna niepowodzen terapeutycznych i nawrotow
choroby. Rutynowo prowadzone w laboratoriach mikrobiologicznych badania wrazliwo$ci
drobnoustrojow na antybiotyki, oceniaja efekt leku na bakterie planktoniczne w wyktadniczej
fazie wzrostu. W biofilmie bytujg komodrki o réznej aktywnosci metabolicznej. Zasadnym
wobec tego wydaje si¢ pytanie - w jakim stopniu stosowane rutynowo testy oceny
lekowrazliwo$ci bakterii - ulatwiajg dobor odpowiedniego antybiotyku w tego typu
infekcjach?

Z tego wzgledu w kolejnych badaniach (publikacja 2) podjelam probe oceny
wrazliwo$¢i bakterii na antybiotyki w zaleznoséci od ich formy bytowania. Chronicznym,
zwigzanym z wystepowaniem biofilmu zakazeniem, ktore czgsto prowadzi do $mierci, jest
zapalenie pluc chorych na mukowiscydoze (CF).  Zakazenie to mnajczeSciej, obok
Staphylococcus aureus, powodowane jest przez Pseudomonas aeruginosa. Paleczki
P.  aeruginosa posiadajg liczne czynniki oraz mechanizmy odpowiedzialne
za chorobotworczo$é, a ich naturalna i nabyta oporno$¢ na wiele antybiotykow powoduje
trudnoéci w eradykacji tego drobnoustroju. Ponadto, warunki $rodowiskowe ptuc chorych
na CF, indukujg P. aeruginosa do zwigkszenia produkcji biofilmu, ktory chroni je przed
uktadem odpornosciowym gospodarza oraz antybiotykami.

Badania prowadzilam na szczepach P. aeruginosa wyizolowanych z dolnych drog
oddechowych chorych na CF. Uzyte do badan drobnoustroje zostaty scharakteryzowane pod
wzgledem zdolno$ci do wytwarzania biofilmu in vitro. W badaniach okreslitam wrazliwo$¢

P. aeruginosa na antybiotyki oznaczajac najmniejsze stezenia hamujace wzrost bakterii
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bytujacych w formie planktonicznej (MIC, minimal inhibitory concentration) oraz w formie
biofilmu (BIC, biofilm inhibitory concentration). MIC oznaczono zgodnie z zaleceniami
EUCAST [47], natomiast BIC wyznaczono zmodyfikowang metoda spektrofotometryczna
wg Moscowitz [48].

Sposrod 22 uzytych w badaniu szczepow, 18 (82%) nalezato do silnych producentdw
biofilmu, dwa szczepy wytwarzaty biofilm w stopniu umiarkowanym, jeden w stopniu
stabym, a jeden szczep nie wytwarzat biofilmu. Antybiotykiem, dla ktérego odnotowano
najwigksze roznice w aktywnosci wobec komorek planktonicznych i biofilmu, okazala sie
piperacylina, ktora zastosowana w najwyzszym badanym st¢zeniu wynoszacym 4096 mg/L,
nie hamowata wzrostu biofilmu w przypadku wszystkich ocenianych szczepow. Wysokie
wartosci BIC w stosunku do MIC odnotowano dla ceftazydymu, nieco mniejsze
dla ciprofloksacyny i amikacyny. Otrzymane wyniki wskazuja, Ze nie nalezy stosowaé
wymienionych lekow, a szczeg6lnie piperacyliny, w zakazeniach przewlektych
powodowanych przez P. aeruginosa. Aktywno$¢ badanych lekéw wobec komorek
planktonicznych, nie korelowala z aktywnoscig wobec biofilmu. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze nie jest mozliwe prognozowanie skuteczno$ci terapii zakazen zwigzanych
z biofilmem, na podstawie wynikoéw oceny lekowrazliwosci dla form planktonicznych. Testy
oznaczajagce MIC czy MBC (najmniejsze steZenie dzialajace bakteriobdjczo) z duzym
prawdopodobienstwem przewiduja dzialanie leku na drobnoustroje szybko dzielgce sie, co ma
miejsce w przypadku zakazen ostrych. Test zastosowany do oznaczania BIC jest mozliwy
do wykonania w laboratoriach medycznych. Wskazanym byloby wdrozenie tego testu
do rutynowej oceny lekowrazliwosci bakterii bytujacych w formie biofilmu, szczegdlnie
w przypadku chorych na mukowiscydoze czy PZZP.

Uzupelnieniem powyzszych prac jest publikacja 3, dotyczaca roli biofilmu
w medycynie i1 farmacji. W pracy przedstawitam aktualng wiedz¢ na temat struktury, procesu
tworzenia 1 funkcjonowania biofilmu, jego cech fenotypowych, zjawiska Quorum Sensing
(OS) oraz tolerancji 1 opornosci na antybiotyki. Omowitam zakazenia zwigzane z biofilmem,
a takze zagadnienia dotyczace diagnostyki i leczenia zakazen. Poniewaz obok mikrobiologii
medyczne], moje zainteresowania dotyczg takze mikrobiologii farmaceutycznej, w publikacji
omoéwiono takze znaczenie biofilmu w S$rodowisku produkcji farmaceutycznej, gdzie
wystgpowanie biofilmu na powierzchni sprzetdéw 1 urzadzen, moze prowadzié
do zanieczyszczenia produktow leczniczych drobnoustrojami.

Zjawisko biofilmu jest problematyczne nie tylko z powodu tolerancji i oporno$ci

na antybiotyki oraz trudnoéci jego eradykacji. Wskazuje si¢ takze na duzg role biofilmu
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w szerzeniu si¢ antybiotykoopornosci. Fizjologia biofilmu umozliwia osadzonym w nim
bakteriom przetrwanie diugotrwatej ekspozycji na antybiotyk, co zwigksza szans¢ nabycia
na dany lek opornosci, a nagromadzenie komorek i ruchomych elementow genetycznych w
biofilmie, sprzyja horyzontalnemu transferowi genow opornosci. Ponadto, antybiotyki nie
zawsze calkowicie eliminuja drobnoustroje i w miejscu zakazenia mogg przetrwac
pojedyncze  komorki.  Nieskuteczna  antybiotykoterapia, —mozliwo$¢  przetrwania
wielolekoopornych — drobnoustrojéw —sprawiaja, ze coraz intensywniej poszukiwane
sa skuteczne, ,,nieantybiotykowe” metody niszczenia drobnoustrojow.

Jedna z tych alternatywnych metod jest opisana w publikacji 4, intensywnie
rozwijajaca sie terapia fotodynamiczna skierowana przeciw mikroorganizmom PACT, ktore;j
skuteczno$¢ w warunkach in  vitro 1 in vivo wobec bakterii, grzyboéw, wirusow
i pierwotniakéw zostala wykazana przez wiele grup badawczych [49-52]. Metoda PACT,
analogicznie jak w przypadku PDT, do prawidlowego dziatania wymaga obecnos$ci trzech
elementdéw, tj. fotouczulacza, $wiatta o odpowiedniej dtugosci fali oraz tlenu. Do najczg$cie]
wykorzystywanych grup zwiazkow spelniajacych role fotouczulaczy, naleza zwiazki
makrocykliczne z grupy porfirynoidéw — porfiryny, chloryny, porfirazyny oraz ftalocyjaniny.

W ramach wspolpracy z zespotem badawczym prof. dra hab. Tomasza Goslinskiego

z Katedry i Zaktadu Technologii Chemiczne] Srodkéw Leczniczych UMP, podjetam oceng
fotodynamicznej aktywnosci zwigzkow z grupy ftalocyjanin (Pcs).
Sa to makrocykliczne zwigzki aromatyczne zawierajace w centrum koordynacyjnym jony
metali, charakteryzujgce si¢ duzg zdolnoscig generowania tlenu singletowego oraz optymalng
fototrwatoscia [53, 54]. Duza mozliwo$¢ chemicznej modyfikacji czasteczek Pcs, umozliwia
otrzymanie zwigzkow o korzystnych wlasciwosciach fotochemicznych [55, 56]. Ze wzgledu
na hydrofobowy charakter czasteczki, Pcs sa stabo rozpuszczalne w $rodowisku wodnym
i wykazuja znaczng tendencje do tworzenia agregatow. Poprawe rozpuszczalnosci mozna
osiagna¢ m.in. poprzez wbudowanie do struktury podstawnikow peryferyjnych posiadajgcych
tadunek. Na przykiad wbudowanie podstawnika obdarzonego tadunkiem dodatnim, utatwia
wigzanie z ujemnie natadowanymi komorkami bakterii, co zwigksza réwniez aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowg [57].

W publikacji 4 przedstawiono wyniki badan aktywnoéci przeciwdrobnoustrojowe;j
i przeciwnowotworowej in vitro oktajodowej soli kompleksu 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[2-
(4-N-metylomorfolin-4-ilo)etoksy]ftalocyjaniny z magnezem(Il) (ftalocyjanina 2, Pc 2).

W terapii fotodynamicznej bardzo cennym parametrem w przewidywaniu aktywnoS$ci

Ps wobec komoérek nowotworowych i drobnoustrojéw jest zdolno$¢ do wytwarzania
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reaktywnych form tlenu. Wydajnos¢ kwantowg tlenu singletowego Pe 2 wyznaczono metoda
poréwnawcza uzyskujac zadowalajagce wyniki. Istotnym parametrem wplywajacym
na efektywno$¢ PACT jest zdolno$¢ wigzania si¢ Ps z powierzchniowymi strukturami
1 penetracja komorek [35]. Ze wzgledu na podobienstwo chemiczne do naturalnych
fosfolipidow blonowych, syntetyczne fosfolipidy tworzace liposomy mogg stuzy¢ jako
przyblizony model in vitro, dostarczajac pewnych informacji na temat lipofilnosci Pcs i ich
powinowactwa do bton komoérkowych.

Okreslone w badaniach fizykochemicznych wiasciwosci Pe 2 wskazywaty, ze zwigzek
moze wykazywac dobrg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa po naswietleniu. W pierwszym
etapie okreslono aktywno$¢ przeiwdrobnoustrojowa Pec 2 wobec planktonicznych form
szerokiego spektrum wzorcowych 1 klinicznych szczepdw drobnoustrojow: Staphylococcus
aureus NCTC 4163, Staphylococcus epidermidis ATCC 49134, Enterococcus faecalis ATCC
49474, meticylinowrazliwego Staphylococcus —aureus (MSSA), meticylinoopornego
Staphylococcus aureus (MRSA), meticylinowrazliwego Staphylococcus epidermidis (MSSE),
wankomycynoopornego Enterococcus faecalis (VRE), Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749, Serratia marcescens ATCC 8100, Candida albicans
ATCC 1 Aspergilus niger ATCC 16404. Bardzo wysoka zdolno$¢ fotoinaktywacji uzyskano
po zastosowaniu Pe 2 w stezeniu 1x10™ M, w stosunku do wszystkich uzytych w badaniu
bakterii; uzyskano redukcje liczby zywych komorek o wigcej niz Slog. Nalezy podkresli¢, ze
na stopien redukcji nie wplywaly stwierdzone w szczepach klinicznych mechanizmy
opornosci (MRSA, VRE). W nizszych stezeniach (1x10° M, 1x10° M) badana Pc 2
wykazywata jedynie niewielkg aktywnos¢ fotodynamiczng wobec Staphylococcus
epidermidis ATCC 49134 1 Staphylococcus epidermidis MSSE (redukcja o 2,5log).
W zadnym z zastosowanych st¢zen Pc 2 nie wykazywata aktywnos$ci przeciwgrzybicze;j.

Nalezy podkresli¢, ze opisano wiele fotouczulaczy o obiecujacej aktywnoS$ci przeciw
bakteriom Gram-dodatnim, ale tylko niektére wykazujg aktywno$¢ wobec szczepdw Gram-
ujemnych [58]. Pierwszym etapem PACT jest interakcja lub wigzanie si¢ PS z powierzchnig
komérki drobnoustroju. Powierzchnia bakterii Gram-dodatnich i1 Gram-ujemnych natadowana
jest ujemnie, dlatego zwiazki kationowe posiadajace tadunek dodatni, efektywnie wigzg si¢
do ich powierzchni. Nie mniej jednak, na wrazliwo§¢ na PACT wplywaja takze struktury
powierzchniowe komorek. Obecny wu bakterii Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych
peptydoglikan jest relatywnie porowatg warstwa, przepuszczalng dla zwigzkéw kationowych,
anionowych 1 obojetnych PS [59]. Jednakze bakterie Gram-ujemne otoczone sa dodatkowo

btong zewnetrzng stanowigca bariere dla czasteczek lipofilowych i hydrofilowych, 1 jedynie
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czasteczki amfipatyczne sg zdolne pokonaé tg barier¢ [60, 61]. Pomimo tego zjawiska,
kationowe PS zastepuja jony dwuwarto$ciowe wigzace LPS (Ca®" i Mg™"), uszkadzajac btong
zewnetrzng. Powstate w ten sposob kanaty w blonie zewnetrznej pozwalajg na wniknigeie PS
do wnetrza komorki. Fakt, ze blona zewngtrzna i blona komérkowa sg miejscami dziatania
kationowych PS oraz duza zdolno§¢ generowania ROS wyjasnia wysoka aktywno$¢
fotodynamiczng badanej ftalocyjaniny wobec bakterii Gram-ujemnych.

W przeciwienstwie do bakterii, nie stwierdzono aktywnosci fotodynamicznej Pc 2
wobec grzybow. Sciana komoérkowa grzybow zawiera mieszaning polisacharydow
i glikoprotein. Obecno$¢ steroli w blonie komoérkowej sprawia, ze ta struktura jest szczelnie
upakowana i mniej przepuszczalna, co utrudnia wigzanie si¢ i penetracje¢ PS, czyniac grzyby
bardziej opornymi na PACT niz bakterie [37].

Waznym problemem wspoiczesnej medycyny jest lekooporno$¢ drobnoustrojow.
Bakterie mogg rozwijaé¢ oporno$¢ praktycznie na kazdy z obecnie stosowanych antybiotykdw.
[62, 63]. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze skuteczno$¢ PACT byta niezalezna
od opornosci na antybiotyki. Odpowiedz szczepéw wielolekoopornych (MRSA, VRE)
na inaktywacje fotodynamiczng, byla podobna do odpowiedzi szczepéw nie posiadajgcych
zadnych mechanizméw opornoéci (MSSA, MSSE, szczepy referencyjne). Nalezy podkreslic,
ze w trakcie prowadzenia badah nie stwierdzono nabycia opornosci na PACT [64]. Zazwyczaj
leki penetruja komorki drobnoustrojow jedna z dwoch drog: kontrolowanej dyfuzji
lub aktywnego wigzania si¢ z powierzchnia komorki. Jedng z przyczyn opornosci
drobnoustrojow na antybiotyki sg zmiany w przepuszczalno$ci i pdzniejsza niezdolnos¢ leku
do dotarcia do miejsca dziatania. W przypadku PACT przenikanie fotouczulacza do komorki
nie zawsze jest wymagane do uzyskania efektu toksycznego. Wedlug Hamblin i in. [65], jesli
wystarczajgca ilo$¢ tlenu singletowego moze by¢ wytworzona w poblizu komorek
bakteryjnych, to bedzie zdolna do zabicia bakterii. Powyzsza obserwacja moze by¢ jedng
z przyczyn braku oporno$ci na PACT.

Wysoka aktywno$¢ Pe 2 wobec komorek planktonicznych bakterii, byla impulsem
do rozszerzenia badan o ocene skutecznoSci PACT wobec biofilmu bakteryjnego.
Skuteczno$¢ PACT wobec biofilmu bakteryjnego byta znacznie nizsza niz wobec komorek
planktonicznych, pomimo zastosowania wyzszego stgzenia Pe¢ 2 (lx10'3M) 1 wydtuzenia
czasu preinkubacji. Nalezy zaklada¢, ze obecnos¢ w biofilmie EPS moze utrudnia¢ absorpcje
PS i utrudniaé penetracje $wiatla, a tym samym obniza¢ skutecznoéc PACT. Zadowalajacy
stopien redukcji drobnoustrojow (>3 log) uzyskano dla bakterii Gram-dodatnich (S. aureus

NCTC 4163, MRSA). Nizsze wspolczynniki redukcji odnotowano dla wzorcowych
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1 klinicznych szczepow P. aeruginosa. Nie odnotowano fototoksycznego dzialania wobec
biofilmu C. albicans.

Opornos¢ biofilmu na $rodki przeciwdrobnoustrojowe jest duzym problemem nie
tylko w obszarach medycznych ale rowniez w przemysle spozywczym, farmaceutycznym
1 innych dziedzinach, gdzie biofilm tworzy si¢ na powierzchni urzadzen i w systemach
wodnych (publikacja 5). Aby przyblizy¢ mozliwos¢ zastosowania PACT w tym aspekcie,
jako modelu badawczego do oceny inaktywacji fotodynamicznej biofilmu P. aeruginosa
wykorzystatam Pc2 1 zastosowatam krazki (¢=23mm) réznych powszechnie stosowanych
materiatow: tworzywo sztuczne, szkto, stal nierdzewna. Po naswietlaniu odnotowatam
znaczng redukcje liczby komorek P. aeruginosa w biofilmie wytworzonym na powierzchni
krazkow. Uzyskane wspolczynniki redukcji przekraczaty warto$¢ 3 log dla wszystkich
powierzchni 1 szczepéw, z wyjatkiem biofilmu wzorcowego szczepu P. aeruginosa
wytworzonym na powierzchni ze stali. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna uznaé
badang ftalocyjaning Pc2, za potencjalny czynnik przeciwko biofilmom P. aeruginosa.

Poszukujac srodkéw przeciwdrobnoustrojowych nowej generacji zainteresowatam sie
rowniez nanoczastkami bedacymi nanokrystalitami metali i tlenkow metali. Wykorzystywanie
metali jako czynnikéw antybakteryjnych znane jest od wiekdéw, natomiast w ostatnich
dekadach uwage wielu naukowcow przyciagaja ich nanoczastki (NPs). NPs charakteryzujg sig
catkowicie nowymi lub ulepszonymi, w stosunku do wigkszych czastek czy materiatéw litych
wlasciwosciami, ktore zawdzigczaja swoim rozmiarom 1 morfologii [40]. NPs otrzymywane
sa za pomocg roznych metod chemicznych, fizycznych, fizykochemicznych i biologicznych.
W czasie syntezy chemicznej 1 wytwarzania NPs metodami fizycznymi, wykorzystywane sg
toksyczne zwigzki lub promieniowanie, a co wigcej, stosowane odczynniki mogg osadzac sig
na wytwarzanych NPs. Osadzone na otrzymanych nanoczastkach zwigzki toksyczne moga
wywolywa¢ niepozadane skutki, zwlaszcza w przypadku preparatow do zastosowan
medycznych. W zwigzku z powyzszym poszukuje si¢ alternatywnych biogenicznych metod
otrzymywania NPs. W publikacji nr 6 przedstawiono biologiczng synteze nanoczastek tlenku
cyny przy uzyciu ekstraktu z kwiatu tarniny (Pruni spinosae flos). Obecno$¢ NPs
potwierdzono wykorzystujac spektroskopie¢ UV-Vis oraz IR z transformacjg Fouriera. Ksztalt
1 wielkos¢ NPs okres§lono z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego, a morfologie
powierzchni oceniono za pomocg mikroskopu sit atomowych, skaningowej mikroskopii
elektronowej oraz wysokorozdzielczej skaningowej mikroskopii elektronowej. Aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa NPs SnQO; okreslono wobec klinicznych i wzorcowych szczepdw

bakterii: Staphylococcus aureus NCTC 4163, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
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aeruginosa NCTC 4749, Staphylococcus aureus K1, Escherichia coli K1, Pseudomonas
aeruginosa K1 i grzybow: Candida albicans ATCC 6749, Candida albicans K1, Aspergillus
niger ATCC 16404 i Trichophyton rubrum ATCC 28188. Zastosowano metodg .
rozcienczeniowa lecz ze wzgledu na charakter probki (zmegtnienie), oznaczono jedynie
aktywno$é bojcza. Wykazatam wysoka aktywno$¢ bakteriobojcza (MBC od 0,012 mg/mL
do 0,06 mg/mL) i grzybobojcza (MFC — najmniejsze stezenie grzybobdjcze od 0,024 mg/mL
do 0,03 mg/mL) badanych NPs SnO,. Na podkreslenie zastuguje fakt odnotowania wyzszej
aktywnosci przeciwgrzybiczej niz przeciwbakteryjnej (z wyjatkiem E. coli ATCC 25922)
badanych NPs, a zwlaszcza wysokiej aktywnosci wobec 4. niger ATCC16404 (MFC=0,024
mg/mL) — drobnoustroju niewrazliwego na wiele czynnikow przeciwdrobnoustrojowych.
Wiyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze syntezowane metodg biologiczng nanoczastki
SnO, sg obiecujgcym kandydatem jako czynnik przeciwdrobnoustrojowy.

Dzialanie przeciwdrobnoustrojowe monometalicznych nanoczgstek metali znajduje
szerokie zastosowanie, szczeg6lnie nanoczastki srebra sa najbardziej skomercjalizowanymi
nanoczastkami metali i wchodza w sktad kilkuset produktéw, poczawszy od antybakteryjnych
opatrunkéw, po artykuly gospodarstwa domowego. Znacznie mniej liczne sg doniesienia
0 stosowaniu nanoczastek bimetalicznych, czy trimetalicznych. Wielosktadnikowe
nanoczgstki metali ujawnity spotegowane i kumulatywne wlasciwosci poszczegdlnych
sktadnikéw. W ramach badan oceniajacych aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek
metali (publikacja 7), poddatam ocenie trimetaliczne nanoczastki zbudowane ze zlota, srebra
i platyny (Au/Pt/Ag NPs), uzyskane na drodze syntezy biologicznej z wykorzystaniem
ekstraktu z kwiatu jasnoty biatej (Lamii albi flos). Tozsamo$¢ trimetalicznych nanoczastek
Au/Pt/Ag potwierdzono kilkoma metodami analitycznymi m.in. spektroskopit UV-Vis oraz
IR, skaningowej oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej, a takze mikroskopii sit
atomowych.

Badania mikrobiologiczne wykazaly aktywno$¢ bakteriostatyczng (MIC=10%)
i bakteriobdjcza (MBC od 16,7+5,8) trimetalicznych nanoczastek Au/Pt/Ag wobec bakterii
Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus NCTC 4163, Enterococcus faecalis ATCC 29212)
i Gram-ujemnych (Escherichia coli ATCC 25922) oraz grzybostatyczng (MIC=20%)
i grzybobdjcza (MFC=40%) wobec Candida albicans ATCC 10231. Ponadto, badane
Au/Pt/Ag NPs wykazaly silne dziatanie bakteriostatyczne (MIC=10%) i bakteriobdjcze
(MBC=20%) wobec o$miu klinicznych szczepoéw E. faecalis i E. faecium izolowanych z krwi
i moczu. Aktywno$¢ bdjcza Au/Pt/Ag NPs wobec enterokokow potwierdzono wyznaczajgc

logarytmiczny wspolczynnik redukeji liczby drobnoustrojow, po ekspozycji bakterii
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na dziatanie NPs w stezeniu rownym MBC. Oceniane Au/Pt/Ag NPs wykazaly szybkie
dzialanie bojcze, redukujac liczbg zywych komorek o wigcej niz 5 log w czasie 5 min.

Jednym z czynnikow wirulencji enterokokow jest zdolno$¢ tworzenia biofilmu. Polowa
z uzytych w badaniu szczepdw wykazata w badaniach in vitro, z zastosowaniem metody
spektrofotometrycznej, zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu. Oznaczona w badaniach
iloSciowych liczba komoérek w biofilmie wzrastata w czasie i po 72 h inkubacji wahala sie od
>10'CFU/ml do >10"CFU/ml, zaleznie od szczepu. W badaniach oceniono wptyw Au/Pt/Ag
NPs na dojrzaty (72h), wytworzony przez bakterie z rodzaju Enterococcus biofilm,
w stezeniach rownych MIC, MBC 1 2xMBC wyznaczonych dla komoérek planktonicznych
w czasie 5 min, 2 h, 6 h, 12 h i 24 h. Wykazano, ze redukcja liczby zywych komdrek
wzrastata wraz ze wzrostem stezenia Au/Pt/Ag NPs 1 czasem dziatania. Niewielkie dzialanie
bojcze oceniane NPs wykazywaty juz w stezeniu rownym MIC (wspdtczynnik redukcji po 2 h
dziatania wynosit ok. 0,5 log, a po 24 h nieco ponizej 3 log w odniesieniu do prob
kontrolnych, niepoddanych dziataniu NPs), silniejsze w stezeniu rownym MBC. Natomiast
po zastosowaniu NPs w stezeniu rownym dwukrotno$ci MBC liczba komérek w biofilmie

obnizyla si¢ o ok. 4 log juz po 2 h 1 0 ok. 5 log po 6 h dzialania.

Podsumowanie

W przedstawionych pracach:

- Wykazano obecno$¢ biofilmu na btonie §luzowej zatok przynosowych u chorych z PZZP
oraz u 0sob nie cierpigcych na PZZP. Stwierdzono, ze mikrobiota zatok przynosowych osdb
z PZZP charakteryzowata si¢ wigkszym zréznicowaniem w stosunku oséb bez PZZP.

- Odnotowano wysoka opornos¢ biofilméw Pseudomonas aeruginosa na leki stosowane w
terapii zakazen powodowanych przez ten drobnoustrdj. Wskazano, ze wyniki stosowanych
rutynowo w laboratoriach diagnostycznych testow oceny lekowrazliwosci, nie pozwalaja na
poprawne prognozowanie skutecznosci leczenia w przypadku zakazen zwigzanych z
biofilmem. Wysoka oporno$¢ na antybiotyki bakterii bytujacych w formie biofilmu wskazuje
na konieczno$¢ opracowania nowych ,,nieantybiotykowych” metod walki z drobnoustrojami.

- Wykazano wysokg aktywno$¢ fotodynamiczng soli oktajodowej magnezowej ftalocyjaniny
wobec form planktonicznych bakterii Gram-dodatnich 1 bakterii Gram-ujemnych, niezaleznie
od posiadanych przez te drobnoustroje mechanizmoéw opornosci.

- Oktajodowa sol magnezowej ftalocyjaniny, w badaniach prowadzonych w formacie ptytki
titracyjnej, wykazywala niskg lub nieznaczng aktywnos$¢ fotodynamiczna wobec biofilméw

S. aureus i1 P. aeruginosa, natomiast znaczace dzialanie fototoksyczne odnotowano wobec
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biofilméw P. aeruginosa wytworzonych na powierzchniach z tworzywa sztucznego, stali
nierdzewnej, szkta. Na uzyskane wyniki mogly wplyna¢ charakter powierzchni, na ktorej
wytworzony byt biofilm oraz utatwiony dostep $wiatta, w przypadku zastosowania krazkow.

- Wykazano ze 1,4,8,11,15,18,22,25-octakis[2-(4-N-metylomorfolin-4-ium-4-ilo)etoksy]
ftalocyjanina magnezu(Il) moze by¢ dobrym kandydatem do opracowania nowej metody
walki z drobnoustrojami opartej na fotodynamicznej inaktywacji.

- Wykazano dobrag aktywno$¢ bojcza wobec bakterii i grzybéw nanoczastek SnO,
zsyntezowanych za pomoca nowej biologicznej metody z uzyciem ekstraktu z kwiatu tarniny
(Pruni spinosae flos).

- Odnotowane w badaniach wlaéciwosci fizykochemiczne i biologiczne nanoczastek SnOj
wskazujg ze mozna je uzna¢ za potencjalny czynnik przeciwko szerokiemu spektrum
drobnoustrojow.

- Wykazano wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows trimetalicznych nanoczastek
Au/Pt/Ag, zsyntezowanych za pomoca nowej biologicznej metody z uzyciem ekstraktu
z kwiatu jasnoty biatej (Lamii albi flos) wobec szerokiego spektrum drobnoustrojow (bakterii
Gram-dodatnich, bakterii Gram-ujemnych i grzybow).

- Badania wykazaly silne dzialanie bdjcze trimetalicznych nanoczgstek Au/Pt/Ag wobec
komorek bytujacych w formie planktonicznej, jak i w postaci biofilmu, co wskazuje ze
Au/Pt/Ag NPs sg dobrym kandydatem do opracowania nowej metody walki z biofilmem
bakteryjnym.

W badaniach podkreslono role biofilméw i1 opornoéci na antybiotyki jako jedng z przyczyn
trudno$ci w zwalczaniu zakazen 1 eradykacji drobnoustrojow. Wskazano trzy
,hieantybiotykowe” czynniki, ktore moga by¢ zastosowane do opracowania nowych metod

przeciwdrobnoustrojowych.

Plany na przyszlos¢

Dalsze badania planuje rozszerzy¢ o poszukiwanie substancji/metod pozwalajacych na
zwiekszenie skuteczno$ci PACT wobec biofilmoéw bakteryjnych, poprzez zwigkszenie
zdolno$ci penetracji fotouczulaczy w biofilmie, zaburzenie struktury biofilmu, zwigkszenie
dostepnosci i penetracji $wiatta. W tym celu do grupa fotosensybilizatoréw dotgczytam
pochodne porfirynoidowe. Przeprowadzitam badania pilotazowe z uzyciem wyciggow
ro$linnych i substancji powierzchniowo-czynnych. Planuj¢ rowniez poszerzy¢ badania nad bi-
i trimetalicznymi nanoczastkami o nowe nanomateriaty i grupy drobnoustrojow, szczegolnie

o paleczki P. aeruginosa izolowane od chorych na mukowiscydozg.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO — BADAWCZYCH (ARTYSTYCZNYCH).
5.1. OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA NAUK

FARMACEUTYCZNYCH

Jestem absolwentkg Oddziatu Analityki Medycznej Wydziatu Farmaceutycznego
Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Prace magisterska
pt. ,,Ocena mikrobiologiczna dwoch nowych kompozycji antyseptycznych” wykonatam
w Katedrze i Zaktadzie Bakteriologii Farmaceutycznej pod kierunkiem dr hab. Zygmunta
Muszynskiego. Praca ta byta fragmentem prowadzonych w Katedrze badan dotyczacych
opracowywania nowych preparatow dezynfekcyjnych i1 antyseptycznych. Bezposrednio
po ukonficzeniu w 1988 roku studidw zostalam zatrudniona w Katedrze i Zakladzie

Bakteriologii Farmaceutycznej, kierowanej przez prof. dr hab. Wtodzimierza Kedzie.

W moich badaniach kontynuowatam tematyke zwigzang z dezynfekcja i antyseptyka.
Prace badawcze dotyczyly oceny aktywnosci srodkow antyseptycznych, tak prowadzonej
in vitro, jak 1 in vivo na ochotnikach (sztuczne zanieczyszczenie rgk) oraz w warunkach
praktycznych w czasie ich stosowania przez personel oddziatow szpitalnych. Bratam udziat
w opracowaniu i ocenie nowych kompozycji dezynfekcyjnych i antyseptycznych.
Wryniki badan zostaly zaprezentowane na zjazdach krajowych [ILLK.17, IIL.B.99]
oraz opublikowane w pracy oryginalnej [IL.D.12].
Najwazniejsze osiggnigcia jakie uzyskatam w tym obszarze sg nastepujace:
- Opracowanie i ocena preparatu Septo - Clean skomponowanego na bazie czwartorzedowych
soli amoniowych i alkoholu izopropylowego. Preparat ten wykazywal silne dziatanie
bakteriobojcze 1 bakteriostatyczne wobec ziarniakow Gram-dodatnich i pateczek
Gram-ujemnych, w tym wobec P. aeruginosa. Ponadto, szybko i w krotkim czasie niszczyt
drobnoustroje flory przejsciowej i stalej skory rak oraz na powierzchniach uzytkowych,
co wskazuje na mozliwo$¢ zastosowania w antyseptyce oraz dezynfekcji powierzchni.
- Opracowanie i ocena preparatu Dishand (pierwotna nazwa Chirurgina) zawierajacego jako
substancje aktywne glukonian chlorheksydyny, bromek benzalkoniowy, izopropanol. Preparat
wykazywal silne dzialanie bakteriobdjcze wobec ziarniakow Gram-dodatnich i pateczek

Gram-ujemnych, w tym wobec P. aeruginosa.

Bralam réwniez udziat w badaniach dotyczacych skuteczno$ci ochrony

przeciwdrobnoustrojowej wyrobow perfumeryjno-kosmetycznych. Badania te prowadzone
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byly na etapie opracowywania receptury produktu, jak i dotyczyty wyrobéw gotowych.
Oceniano preparaty z grupy nipagin, glukonian chlorheksydyny, bromek benzalkoniowy,
Kathon CG, Euxyl K-400 i Sepicide Cl.
Najwazniejsze osiggnigcia jakie uzyskatam w tym obszarze s nastepujace:
- Wykazatam skuteczno$¢ konserwacji za pomocg: preparatu Kathon CG - dla kreméw typu
W/O, preparatu Kathon w mieszaninie z Nipaginami - dla kreméw typu O/W, areparatu
Sepicide Cl - dla past do zgboéw pojedynczo lub w mieszaninie z Nipaginami.
Wykazatam przydatnosc do konserwacji emulsji w ukladzie O/W preparatéw Euxyl K-400
i Kathon CG. Czg$¢ z tych badan byla prowadzona w ramach wspétpracy z przemystem
kosmetycznym i wyniki zostaty opracowane w formie raportéw z badan. Wyniki badan
zostaly rowniez zaprezentowane na zjazdach krajowych [II1.B.96, II1.B.97] i opublikowane
w pracy oryginalnej [I1.D.10].
Swoje zainteresowania naukowe rozszerzylam o aspekty zwigzane z profilaktyka

i zwalczaniem zakazen szpitalnych. W ramach wspélpracy z klinikami Uczelni
1 poznanskimi szpitalami (np. Klinika Chirurgii Urazowej, Klinika Chirurgii Ogdlnej
Instytutu Chirurgii, Klinika Neonatologii, Klinika Chirurgii Ogélnej Instytutu Chirurgii)
uczestniczylam w badaniach dotyczacych profilu zakazefi szpitalnych, oceny wrazliwosci
bakterii izolowanych z zakazen na antybiotyki stosowane
w lecznictwie, skutecznosei antybiotykoterapii. np. noworodkéw sztucznie wentylowanych,
wplywu stosowania antybiotykéw szeroko wachlarzowych na selekcje szczepéw opornych,
czgstosci wytwarzania klinicznie waznych mechanizméw opornosci przez drobnoustroje
izolowane z zakazen (np. wytwarzanie przez pateczki Gram-ujemne betalaktamaz o szerokim
spektrum substratowym), profilaktyki zakazen szpitalnych.

Wyniki badan zostaty zaprezentowane na konferencjach naukowych krajowych [I1.K.14],
oraz opublikowane [II.D.14].
Najwazniejsze wyniki jakie uzyskano w tym obszarze s nastepujace:
- Wykazano, ze leczone na Oddziale Neonatologicznej Intensywnej Terapii noworodki byty
skolonizowane szczepami o wielorakiej opornosci na antybiotyki: MRSA, MRCNS,
Enterococcus spp. 0 wysokiej opornosci na aminoglikozydy (HLAR), E. coli ESBL+
- Udowodniono, ze wysoki odsetek izolowanych od noworodkéw pateczek E. coli
wytwarzajacych  betalaktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym, wskazuje
na epidemiczne wystgpowanie tych szczepéw na oddziale.

- Wykazano, ze stosowanie u wigkszosci noworodkow (90%) cefalosporyn III generaciji
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sprzyja selekcji szczepow opornych.
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- Wykazano, ze stosowanie Fortum w profilaktyce i leczeniu zakazefi u noworodkow,
zarowno w monoterapii, jak i w polaczeniu z amikacyna, powinno by¢ monitorowane
mikrobiologicznie w celu wezesnego wykrycia szczepow opornych.

Waznym obszarem moich zainteresowan byly zakazenia ran oparzeniowych. W tym
celu prowadzitam badania oceniajace profil zakazen ran oparzeniowych oraz czystosc
mikrobiologiczng $rodowiska Oddziatu Oparzen. Izolacje drobnoustrojow z ran prowadzitam
metoda jakos$ciowa (wymazy) oraz opracowang wilasng metodg ilosciowa (bioptaty).
W ramach prowadzonych badan okreslitam profil drobnoustrojéw wywolujacych zakazenia
ran i szczepoéw $rodowiskowych oraz ich lekoopornoéé. Przeprowadzitam typowanie
biochemiczne, serologiczne i piocynowe wyizolowanych szczepow P. aeruginosa.

Wyniki badan przedstawiono na zjazdach krajowych [ILK.13, IL.K.15, IL.K.16, I1.K.18,
I1.K.19], oraz opublikowano jako prace oryginalne [IL.D.13, IL.D.15, IL.D.16]

Najwazniejsze osiggniecia jakie uzyskalam w omawianym obszarze s3 nastgpujace:

- W profilu drobnoustrojow izolowanych zaréwno z ran oparzeniowych, jak i ze Srodowiska
odnotowano wzrost znaczenia ziarniakow Gram-dodatnich z rodzaju Staphylococcus
z rdwnoczesnym zmniejszeniem si¢ roli pateczek Gram-ujemnych z rodzajow Acinetobacter
1 Pseudomonas.

- Powazny problem epidemiologiczny i terapeutyczny stanowity szczepy wielooporne,
szczegdlnie MRSA i pateczki wytwarzajace nowy typ betalaktamaz.

- Szerzenie sie zakazenia w ranach oraz rozwoj sepsy sa S$ciSle zwigzane z liczbg
drobnoustrojow w tkance rany. Jako$ciowe i ilo§ciowe monitorowanie rany oparzeniowej jest
czulym i niezbednym przy podejmowaniu decyzji o chemioterapii i/lub przeszczepie
wskaznikiem stopnia rozwoju infekcji.

- Wykazatam istotng role personel oddziatu w rozprzestrzenianiu si¢ zakazen szpitalnych.

- Wérdd szczepow izolowanych z ran oparzeniowych wykazalam wysokie odsetki szczepow
wrazliwych na amikacyne (od 92-100% zaleznie od szczepu), nizsze na cefoperazon
(78-100%), ceftazydym (72-94%) 1 gentamicyne (67-100%).

- W leczeniu zakazen u chorych oparzonych stosowano nie tylko antybiotykoterapi¢
ale rowniez chirurgiczne opracowanie rany, leczenie miejscowe (ma$¢ Dermazin, masé
Polseptol jodofory), immunizacje szczepionka Pseudovac, w zwigzku z tym nie byta mozliwa
jednoznaczna ocena skutecznos$ci dziatania antybiotykow.

- W typowaniu epidemiologicznym P. aeruginosa wykazatam dominacj¢ serotypu 06 oraz
typu piocynowego A, tak wsrdéd szczepdw izolowanych z ran oparzeniowych, jak

1 ze Ssrodowiska.
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Uczestniczytam rowniez w opracowaniu i ocenie nowych technik stosowanych do
kontroli czysto$ci mikrobiologicznej $rodowiska ozywionego i nieozywionego. Wyniki badan
przedstawiono na zjazdach krajowych [III.B.98] oraz opublikowane w pracy oryginalnej
[IL.D.11]

Najwazniejsze osiggniecia jakie uzyskatam w omawianym obszarze sg nastepujace:

- Wykazalam, ze wyniki uzyskane za pomocg zaproponowanego probnika Dermomedium
sg porownywalne do tradycyjnej metody wymazdw, a jest to metoda szybka, prosta i tafisza
od metody tradycyjnie stosowane;j.

- Wykazalam przydatnos¢ probnika Dermomedium do kontroli zanieczyszczen
mikrobiologicznych powierzchni uzytkowych i skory.

Czes¢ wynikow z tych badan bylo podstawa mojej pracy doktorskiej pt.: ,,Ocena
bakteriologiczna $rodowiska Oddziatu Oparzen”, ktoérg obronitam na Wydziale
Farmaceutycznym Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w 1996 r,

otrzymujac w 1997 roku dyplom doktora nauk farmaceutycznych.

5.2.0SIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA NAUK

FARMACEUTYCZNYCH

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam 1 rozwijalam tematyke badawcza
dotyczaca dezynfekcji, antyseptyki i sterylizacji. Przedmiotem moich zainteresowan byty
preparaty na bazie zwiazkow utleniajacych, czwartorzedowe sole amoniowe oraz antyseptyki
na bazie alkoholu etylowego 1 izopropylowego. Prowadzitam badania laboratoryjne oraz
badania oceniajace skuteczno$¢ prowadzonych zabiegow antyseptycznych i dezynfekcyjnych
na oddziatach szpitalnych.

W ramach wspotpracy z doktorem Bogumilem Bryckim z Wydziatu Chemii UAM,
prof. dr hab. Juliuszem Pernakiem z Wydzialu Technologii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej oraz firmami przemyslowymi bratam udziat w pracach badawczych, ktoérych
celem byla ocena aktywnoS$ci przeciwdrobnoustrojowej nowo zsyntezowanych zwigzkow,
glownie z grupy czwartorzgdowych soli amoniowych oraz ocena aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej substancji 1 preparatow dezynfekcyjnych, zgodnie z wymogami
PZH, przed ich wprowadzeniem do obrotu.

W ramach wspoélpracy z Prof. dr hab. Barbarg Marciniec z Katedry Chemii Farmaceutycznej
UMP uczestniczylam w badaniach dotyczacych mozliwosci zastosowania promieniowania

jonizujacego do sterylizacji antybiotykdw 1 innych substancji stosowanych w lecznictwie.
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Wyniki prac zaprezentowane zostaly na zjazdach krajowych [ILK.9, IILB.82, I11.B.83,
I11.B.84, IIL.B.89, IILB.92, IIL.B.93, IIL.B.94] i miedzynarodowych [IILB.19]
oraz przedstawione w publikacji [IL.D.6].

Najwazniejsze osiggni¢cia jakie uzyskatam w omawianym obszarze s3 nastgpujace:
- Wykazatam wysoka aktywno§¢ i szeroki zakres przeciwdrobnoustrojowego dziatania soli
magnezowej kwasu monoperoksyftalowego, brak narastania opornosci drobnoustrojow
na zwiazek oraz tolerancje na obecno$¢ substancji organicznych
- Wykazatam dobre wiasciwosci bdjcze preparatu Ftaloxid oraz jego skuteczno$¢
w warunkach praktycznych.
- Ocenilam aktywno§¢ przeciwdrobnoustrojowa kompozycji zawierajgcych —tenzydy
amfoteryczne, chlorek didecylodimetyloamoniowy, kwas mlekowy, jodofory.
- Wykazatam, ze dzialanie przeciwdrobnoustrojowe  nowo zsyntezowanych
soli benzimidazoliowych nalezacych do pochodnych alkoksymetylowych,
cykloalkoksymetylowych i alkilometylowych jest zalezne od liczby atomow wegla
w podstawniku alkilowym. Najbardziej aktywne byly zwiazki o tancuchu zawierajagcym10-12
atomoéw wegla.
- Wykazatam, ze aktywno$¢ biologiczna nowych soli dialkilodimetyloamoniowych -
pochodnych alkoksymetylowych, alkilotiometylowych, alicykloksymetylowych,
aryloksymetylowych chlorku dialkilodimetyloamoniowego zalezy od ich struktury
chemicznej. Stwierdzono, ze najistotniejszy wplyw na aktywno$¢ bojcza wywiera tancuch
alifatyczny o 12 atomach wegla, przylaczony do czwartorzedowego atomu azotu. Optymalne
dzialanie biologiczne wykazywaly zwigzki z faficuchem dodecylowym i krotkimi
podstawnikami n-alkilowymi polaczonymi z heteroatomem (X=O Ilub S). Zwiazki
zawierajace tlen wykazywaly wyzsza aktywno§¢ wobec bakterii Gram-dodatnich i grzybow,
natomiast zwigzki z atomem siarki wobec bakterii Gram-ujemnych.
- Wykazatam, ze sterylizacja radiacyjna w dawce 25 kGy jest skuteczng i bezpieczng metoda
sterylizacji takich substancji jak penicylina, gramicydyna i neomycyna bez negatywnego

wplywy na ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows.

Kontynuowatam réwniez badania zwigzane z profilaktyka i zwalczaniem zakazen
szpitalnych. W tym obszarze ocenialam skuteczno$¢ wykonywanych zabiegéw higieniczno-
sanitarnych w oddziatach szpitalnych, ze szczegélnym uwzglednieniem oddziatow

intensywnej terapii. Badania byly wykonywane we wspdlpracy z zespolem
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prof. dr hab. Laury Wotowickiej, kierownika Kliniki Intensywnej Terapii i Leczenia Bélu
Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego w Poznaniu.

Wyniki prac zaprezentowane zostaty na zjazdach krajowych [ILK.11, ILK.12, ILK.13,
I11.B.95], migdzynarodowym [IIL.B.23] oraz opublikowane [IL.D.7].

Najwazniejsze osiggnigcia jakie uzyskatam w omawianym obszarze sa nastepujace:

- Wykazatam, ze pomimo stosowania na Oddziale wiasciwych $rodkow dezynfekcyjnych,
w  niektorych obszarach po przeprowadzonych zabiegach higieniczno-sanitarnych,
nie odnotowano zadowalajacego obnizenia liczby drobnoustrojow. Wskazuje to
na pominiecie tych obszarow w czasie mycia i dezynfekcji, a miejsca te moga by¢
zrodlem/rezerwuarem szczepow chorobotwérczych.

- Wykazatam, Ze ciagly nadzor i kontrola nad przestrzeganiem planu higieny i prawidlowym
wykonywaniem zabiegéw sanitarnych sa konieczne w celu uzyskania bezpiecznego

dla pacjenta srodowiska.

Waznym obszarem mojej dziatalno$ci naukowo-badawczej byty drobnoustroje
z rodzaju Enterococcus izolowane od chorych oraz ze srodowiska. Przeprowadzatam analize
wrazliwosci  tych szczepow na antybiotyki oraz $rodki dezynfekcyjne. Oceniatam
wystgpowanie roznych czynnikéw zjadliwosci u tej grupy drobnoustrojow oraz
mechanizmow opornosci. Oceniatam takze wplyw enterokokow i gronkowcoéw na $mieré
ludzkich komoérek mezotelium. Oceniatam zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu i adherencji do
réznych biomateriatow szczepow Enterococcus spp.

Wyniki powyzszych badan zaprezentowano w czasie zjazdéw krajowych [I1.K.3,
ILK.8, IL.K.10, IIL.B.28, III.B.30, IIL.B.44, IIL.B.57, IIL.B.72, III.B.81, III.B.86]
1 migdzynarodowych [II1.B.3, I11.B.14, III.B.18, II1.B.20, I11.B.21, II1.B.22] oraz zostaty
opublikowane w pracy oryginalnej [I1.D.8].

Najwazniejsze osiggniecia jakie uzyskatam w omawianym obszarze sg nastepujace:

- Okreslitam profil i lekooporno$¢ ziarniakow z rodzaju Enterococcus izolowanych z zakazen.
- Wykazalam wystepowanie w wysokich odsetkach szczepdw E. faecalis i E. faecium wysoce
opornych na streptomycyne i gentamicyne. Wykazatam, ze wysokiej opornosci enterokokow
na aminoglikozydy czesto towarzyszy opornos¢ na leki z innych grup chemicznych.

- Nie stwierdzitam w$réd badanych szczepow opornosci na glikopeptydy.

- Wykazatam, ze preparaty takie jak Aldevir (aldehyd glutarowy), Ftaloxid (s61 magnezowa
kwasu monoperoksyftalowego), Terralin (czwartorzgdowe sole amoniowe) oraz alkohol

etylowy 1 izopropylowy wykazuja wymagang aktywno$¢ wobec bakterii z rodzaju
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Enterococcus. Natomiast wodne roztwory glukonianu chlorheksydyny nie wykazuja wobec
klinicznych szczepow enterokokow wymaganej dla preparatdéw dezynfekcyjnych aktywnosci
bakteriobdjczej, a ich stosowanie w placowkach opieki zdrowotnej do dezynfekcji skory rak
nie zabezpiecza przed transmisjg zakazen enterokokowych.

- Wykazatam brak znaczacych rdéznic w czgstosci wystepowania takich czynnikoéw
zjadliwosci jak: cytolizyny, Zelatynaza, lipaza wsrod szczepoéw enterokokow izolowanych
z zakazen i od zdrowych ochotnikdw.

- Wykazatam zdolnos¢ do adherencje do réznych biomateriatdéw oraz wytwarzania biofilmu
przez enterokoki.

- Wykazatam, ze zaro6wno szczepy enterokokow izolowane z zakazen, jak 1 pozyskane
od zdrowych ochotnikéw intensywnie tworzyly biofilm na powierzchni cewnikéw
wykonanych z rdéznych materiatow. Pomimo modyfikacji powierzchni cewnikow
(np. zastosowanie silikonu) nie odnotowano znaczgcych réznic w adhezji enterokokéw do

r6znych materialow.

Glownym obszarem moich badan bylo omdéwione w Osiggnigciu poszukiwanie
nowych nie-antybiotykowych metod walki z drobnoustrojami, w tym z drobnoustrojami
opornymi na antybiotyki oraz nowych metod walki z biofilmem bakteryjnym.
W prowadzonych badaniach okreslatam zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu drobnoustrojow
izolowanych z ro6znych zakazen, zdolno$¢ adhezji drobnoustrojow do biomateriatow,
wrazliwo$¢ na antybiotyki bakterii bytujacych w formie biofilmu, wystepowanie biofilmu
w zakazeniach przewlektych.

Ten obszar zainteresowan obejmuje takie aspekty jak terapia fotodynamiczna skierowana
przeciw drobnoustrojom (PACT) oraz przeciwdrobnoustrojowe dzialanie nanoczgstek
(NPs). Badania dotyczace PACT prowadzone sa w ramach wspolpracy z zespotami
badawczymi prof. dr hab. Jadwigi Mielcarek z Katedry i Zakladu Chemii Nieorganicznej
1 Analitycznej UMP 1 prof. dra hab. Tomasza Goslinskiego z Katedry i Zaktadu Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych UMP. Natomiast badania dotyczace nanoczastek
prowadz¢ w ramach wspdipracy z dr hab. Renatg Dobrucka z Katedry Towaroznawstwa
i Ekologii Produktéw Przemystowych Uniwersytetu Ekonomicznego w Poznaniu. Czgs$é
uzyskanych wynikow zostala wyodrgbniona i weszta w sklad osiggni¢cia naukowego
przedstawionego w prezentowanym postepowaniu habilitacyjnym pt.: ,,Biofilm - wyzwanie

dla nauk farmaceutycznych”.
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Wyniki badan przedstawiono na licznych zjazdach miedzynarodowych [ILK.1, II1.B.4,
IILB.5, I1L.B.6, I11.B.9, IT1.B.10, I11.B.11, IIL.B.12, I11.B.13, I1L.B.17] i krajowych [IL.K.4,
ILK.S, ILK.7, 111.B24, 111.B.25, I11.B.27, 111.B.43, I11.B.53, I11.B.60] oraz opublikowano
jako prace oryginalne [ILA.1, ILA.8, IL.A.9, I1.A.10, I1.A.13, ILA.114, IL.A.16, 11.A.18,
IL.A4,11.A.6, I1.A.11, I1.A.12, IT.A.17, IL.D.1].

Najwazniejsze wyniki jakie uzyskalam w omawianym powyzej obszarze, a ktérych
nie omowitam w Osiggnieciu naukowym sa nastepujace:

- Okreslono aktywnos¢ fotodynamiczng wobec E. faecalis fotouczulaczy z grupy chloryn,
porfirazyn i ftalocyjanin. Wyselekcjonowano —porfirynoidy o najkorzystniejszych
wiasciwosciach w fotodynamicznej inaktywacji Enterococcus fuecalis. Wykazano, ze badanie
zwiazki nie wykazujg dziatania wobec Escherichia coli.

- Wykazatam wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek tlenku cynku,
syntezowanych metodg biologiczng z uzyciem wyciagu z kwiatu koniczyny takowej
(Trifolium pratense flower). Nanoczastki scharakteryzowano metodami instrumentalnymi
i wykazano, ze metoda biologiczna moze by¢ metoda alternatywna dla syntezy chemiczne;.

- Wykazatam wysoka aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek srebra syntezowanych
metoda biologiczng z uzyciem wyciagu z kwiatu arniki (Arnicae anthodium), ktére
scharakteryzowano metodami instrumentalnymi i wykazano, ze metoda biologiczna moze by¢é
metodg alternatywna dla syntezy chemicznej.

- Wykazalam wysoka aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek zlota syntezowanych
metoda biologiczng z uzyciem wyciggu z owocu czarnej porzeczki (Ribes nigrum fruit).
Wykazano rowniez dziatanie cytotoksyczne wobec komoérek raka ptuc. Zsyntezowane
nanoczgstki  scharakteryzowano metodami instrumentalnymi. Wykazano, ze metoda
biologiczna moze by¢ metoda alternatywna dla syntezy chemiczne;j.

- Wykazalam wysokg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek tlenku cynku
syntezowanych metodg biologiczna z uzyciem wyciagu z glistnika jaskéleze ziele
(Chelidonium  majus).  Oceniono  wilasciwosci  fizyko-chemiczne i  dzialanie
przeciwnowotworowe zsyntezowanych nanoczastek. Wykazano, ze metoda biologiczna moze
by¢ metoda alternatywng dla syntezy chemiczne;.

- Wykazalam wysokg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek bimetalicznych
Cu@Pt typu rdzen-powloka, syntezowanych z wykorzystaniem ekstraktu z ziela rzepiku.
W badaniach fizykochemicznych potwierdzono obecnos¢ bimetalicznych nanoczastek,

w ktorych powierzchnia sferycznego rdzenia Cu pokryta byla warstwa nanoczastek Pt.
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Wiasciwosci fizyko-chemiczne nanoczastek wykazaty, ze metoda biologiczna moze byc¢
metodg alternatywng dla syntezy chemiczne;j.

Obecnie wcigz prowadze badania w tym obszarze skupiajagc si¢ na analizie
mechanizméw dzialania NPs oraz PACT na drobnoustroje planktoniczne 1 bytujace
w biofilmie, zwlaszcza P. aeruginosa izolowane z pluc chorych na mukowiscydozg
i Enterococcus spp. Poszukuje metod pozwalajacych na zwigkszenie aktywnosci
fotodynamicznej zsyntetyzowanych fotouczulaczy wobec biofilméw bakterii Gram-

ujemnych, zwlaszcza P. aeruginosa.

Ponadto, bralam udziat w badaniach dotyczacych poszukiwania, innych niz
wymienione powyzej, zwiazkow i substancji o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, zarowno
syntetycznych, jak i pochodzenia naturalnego. Prace te prowadzone byly we wspolpracy
z zespotami badawczymi prof. dr hab. Wiestawy Bylki z Katedry i Zakladu Farmakognozji
UMP, dr hab. Barbary Thiem z Katedry i Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej i Biotechnologii
Ro$lin UMP, dra hab. Marka Bernarda i dr hab. Anny Katrusiak z Katedry i Zakfadu Chemii
Organicznej UMP.

Wiyniki tych badan zostaly zaprezentowane na zjazdach mig¢dzynarodowych [IIL.B.7,
II1.B.8, II1.B.15, IIL.B.16] i krajowych [IIL.B.41, IT1.B.42] oraz opublikowane w pracach
oryginalnych [ILA.5, I.A.7, IL.A.15, I11.A.19, IL.D.2, I1.D.4]

Najwazniejsze wyniki jakie uzyskatam w tym obszarze sg nastgpujace:

- Z ocenianych wyciagéw z Mpyosotis arvensis L. (niezapominajka polna) najsilniejsze
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wykazywat wyciag etanolowy

- Wykazatam przeciwdrobnoustrojowa aktywno§¢ wyciggéw z roznych gatunkow Eryngium
L., (rézne gatunki mitka) Chaenomeles japonica (pigwowiec japonski)

- Wykazatam przeciwdrobnoustrojowe dziatanie wyciagow z Galinsoga parviflora herb
(ziele zoltlicy drobnokwiatowej) i Aesculus hippocastanum flowers (kwiat kasztanowca
pospolitego)

- Wykazalam przeciwdrobnoustrojowe dziatanie olejkow oraz wyciagdéw z lisci 1 kwiatow

Succisa pratensis Moench (czarcikes lakowy)

Duzy obszar mojej dzialalnoSci naukowej dotyczy jakoSci preparatow
farmaceutycznych, tak wytwarzanych przemystowo, jak i lekdéw recepturowych oraz
surowcdw stosowanych w przemysle farmaceutycznym i suplementéw diety. Prace te dotyczg

zagadnien zwigzanych z jakoscig (czystoscig 1 jatowosécig) mikrobiologiczng tych produktow
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oraz metod stosowanych w badaniach iloSciowych i jako$ciowych, w tym zagadnien
zwiagzanych z walidacja metod.

Waznym obszarem badawczym sg badania oceniajace jako$¢ §rodowiska produkeji lekow
przemystowych, lekow recepturowych i aptecznych. Prace w tym zakresie prowadze
we wspllpracy z wytworniami farmaceutycznymi oraz Wojewoddzkim Inspektoratem
Farmaceutycznym w Poznaniu.

Wyniki badan dotyczace powyzszego obszaru zostaly zaprezentowane na zjazdach
migdzynarodowych [ILK.2, IILB.2], krajowych [IL.LK.6, III.B.26, III.B.40, III.B.45,
II1.B.46, II1.B.50, III.B.54, IIL.B.S9, III.B.63, III.B.66, IIL.B.67, III.B.69, III.B.70,
I11.B.71, IIL.B.73, IIL.B.73, III.B.74, IIL.B.75, IIL.B.76, IIL.B.77, IIL.B.79, IIL.B.80,
I11.B.81, IIL.B.85, II1.B.87, III.B.88, III.B.90, IIL.B.91] oraz opublikowane jako prace
oryginalne [II.A.2, I1.A.3, I1.A.20, IL.D.3, 11.D.5]

Najwazniejsze osiggniecia jakie uzyskatam w tym obszarze sg nastepujace:

- Wykazatam, ze posiew powierzchniowy jest wiarygodna technikg iloSciowego badania
czysto$ci mikrobiologicznej produktéw leczniczych i surowcéw farmaceutycznych.

- Wykazalam przydatnos¢ metody bezposredniego posiewu do oceny jakosci
mikrobiologicznej lekéw doustnych.

- Wykazatam niski stopien zanieczyszczenia mikrobiologicznego przestrzeni pracy
w ocenianych wytworniach farmaceutycznych. Wykryte nieliczne uchybienia w jakosci
badanego Srodowiska wskazuja na celowo$¢ prowadzenia monitoringu mikrobiologicznego
w pomieszczeniach produkcji farmaceutyczne;.

- Wykazatam, ze wytwarzane przemystowo leki doustne, w przeciwienstwie do lekow
recepturowych, w zdecydowanej wigkszoS$ci spelniaja wymagania Farmakopei Polskiej.

- Wykazano, ze odnotowanie wsrod ocenianych probek lekow niejatowych, przypadkow
przekroczenia dopuszczalnych limitdw zanieczyszczen, wskazuje na konieczno$é
prowadzenia monitoringu mikrobiologicznego na kazdym etapie ich produkc;ji.

- Wykazalam, Ze odnotowanie wsrod przebadanych probek - suplementow diety,
o niewlasciwej jakosci mikrobiologicznej, wskazuje na konieczno$¢ biezgcej kontroli
1 wprowadzenia uregulowan prawnych dotyczacych tej grupy produktow.

- Odnotowatam, ze w niektérych aptekach nie s3 zapewnione wlasciwe warunki
do wytwarzania lekoéw recepturowych 1 aptecznych, co moze wplywaé na jakos$é

sporzadzanych lekow.
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