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4, Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach i tytule naukowym (Dz. U. nr. 65, poz. 595 ze zm.):

4.1. Tytul osiagniecia naukoweqo:

»Nowe metody diagnostyki i zwalczania biofilméw w przewleklych zakazeniach ran

i kosci”
Podstawe habilitacji stanowi cykl szeSciu powigzanych tematycznie artykutow naukowych

opublikowanych w latach 2015-2018 o sumarycznym IF (Impact Factor wedlug Journal

Citation Reports JCR) wynoszacym_19, 304 oraz liczbie punktoéw MNiSW wynoszacej 200.

4.2. Autorzy i tytuly publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

[H-1] Junka AF, Wojtowicz W, Zabek Z, Krasowski G, Smutnicka D, Bakalorz B, Boruta B,
Dziadas M, Mtynarz P, Sedghizadeh P, Bartoszewicz M: Metabolic profiles of exudates from
chronic leg ulcerations Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2017 Vol.137;
s.13-22 (IF: 2,831; MNiSW: 35 pkt.)

Udzial wlasny: koncepcja pracy, kierowanie zespotem badawczym, udziat w wykonywaniu
badan, opracowanie wynikoéw, opracowanie manuskryptu, przygotowanie pracy do druku.

Mo¢j wkiad wiasny szacuj¢ na 60%.

[H-2] Junka AF, Zywicka A, Szymczyk P, Dziadas M, Bartoszewicz M, Fijatkowski K:
A.D.A.M. test (Antibiofilm Dressing's Activity Measurement) - simple method for evaluating
anti-biofilm activity of drug-saturated dressings against wound pathogens. Journal of
Microbiological Methods 2017 Vol.143; s.6-12 (IF: 1.701; MNiSW: 20 pkt.)

Udzial wtasny: koncepcja pracy i testu A.D.A.M., kierowanie zespotem badawczym, udziat w

wykonywaniu badan, opracowanie wynikow, opracowanie manuskryptu, przygotowanie

pracy do druku, kierowanie zespotem badawczym. M¢j wktad wlasny szacuje na 75%.

[H-3] Junka AF, Rakoczy R, Szymczyk P, Bartoszewicz M, Sedghizadeh P, Fijatkowski K:
Application of rotating magnetic fields increase the activity of antimicrobials against wound
biofilm pathogens Scientific Reports 2018 Vol.8; art.167 (IF: 4.122; MNiSW: 40 pkt.)



Udziat wilasny: koncepcja pracy, kierowanie zespolem badawczym, udzial w wykonywaniu

badan, opracowanie wynikow, opracowanie manuskryptu, przygotowanie pracy do druku,

kierowanie zespolem badawczym. Moj wkiad wlasny szacuje na 75%.

[H-4] Junka AF, Szymczyk P, Smutnicka D, Kos M, Smolina I, Bartoszewicz M, Chlebus E,
Turniak M, Sedghizadeh P.: Microbial biofilms are able to destroy hydroxyapatite in the
absence of host immunity in vitro Journal of Oral and Maxillofacial Surgery 2015
Vol.73 no.3; s.451-46 (IF: 1.631; MNIiSW: 25 pkt.)

Udziat wiasny: koncepcja pracy, kierowanie zespolem badawczym, udzial w wykonywaniu

badan, opracowanie wynikéw, opracowanie manuskryptu, przygotowanie pracy do druku,

kierowanie zespolem badawczym. M§j wkiad wlasny szacuj¢ na 70%.

[H-5] Junka AF, Szymczyk P, Ziotkowski G, Karuga-Kuzniewska E, Smutnicka D, Bil-Lula
I, Bartoszewicz M, Mahabady S, Sedghizadeh P: Bad to the bone: on in vitro and ex vivo
microbial biofilm ability to directly destroy colonized bone surfaces without participation of
host immunity or osteoclastogenesis Public Library of Science One (PLOS One) 2017
Vol.12 no.1; art.e0169565 (IF: 2.766; MNiSW: 35 pkt.)

Udziat whasny: koncepcja pracy, kierowanie zespotem badawczym, udziat w wykonywaniu
badan, opracowanie wynikow, opracowanie manuskryptu, przygotowanie pracy do druku.

Moj wktad wilasny szacuje na 60%.

[H-6] Sedghizadeh P, Shuting S, Junka AF, Richard E, Sadreraf K, Mahabady S,
Bakhshalian N, Tjokro N, Bartoszewicz M, Oleksy M, Szymczyk P, Lundy M, Neighbors J,
Russell M, McKenna K, Ebetino FE: Design, synthesis, and antimicrobial evaluation
of a novel bone-targeting bisphosphonate-ciprofloxacin conjugate for the treatment
of osteomyelitis biofilms Journal of Medicinal Chemistry 2017 Vol.60 no.6; s.2326-234
(IF: 6.253; MNiSW: 45 pkt.)

Udzial wlasny: W pieciu z wyzej przytoczonych prac (HI-H5) jestem pierwszym autorem,

natomiast w pracy [H-6] stworzonej przez multidyscyplinarny i wieloosrodkowy zespot
badawczy bytem odpowiedzialny za stworzenie i nadzorowanie pracy zespotu polskiego
(w jego sktad wchodzili pracownicy Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz
Politechniki Wroctawskiej), koncepcje analiz mikrobiologicznych (w tym opracowanie
modelu  badan  pozwalajacych na  oceng¢  oddziatywania  nowych  $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych  wzgledem biofilmu stworzonego na hydroksyapatycie),
przeprowadzenie analiz mikrobiologicznych, opracowanie wynikow, analize statystyczna,
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opracowanie rycin, przygotowanie pracy do druku. Méj wktad wlasny w zakresie catej pracy
szacuj¢ na 20%, a w czgéci analiz mikrobiologicznych na 90% (co potwierdzone jest przez
koordynatora projektu prof. Sedghizadeha w o$wiadczeniu znajdujagcym si¢ w Zataczniku 5)
Ze wzgledu na fakt, ze podstawe czg¢sci mikrobiologicznej stanowi opracowany oraz
przebadany przeze mnie, wczesniej nie wykazywany, model biofilmu tworzacego si¢ na
hydroksyapatycie, umiescitem pracg H-6 wsrdd artykuldw sktadajacych si¢ na osiaggnigcie
naukowe. Wyniki badan opublikowanych w H-6 maja istotny wptyw na rozwoj nowych
metod leczenia infekcji kosci, a sama publikacja H-6 zostala wyrdzniona przez redakcje
periodyku Journal of Medicinal Chemistry (drugie w kolejnosci rankingowej JCR czasopismo
zajmujace si¢ tematyka chemii medycznej) jako najistotniejsza praca numeru, co zostato

zauwazone takze przez krajowa prase i media.

Do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego dolaczono o$wiadczenia
wspolautorow publikacji okreslajace indywidualny wklad kazdego z nich w ich

powstanie (Zalacznik 5).
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4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omoéwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Odkrycie, ze zdecydowana wigkszo$¢ bakterii i grzybow wystepuje w formie
wielokomoérkowych agregatow, a nie jak uprzednio uwazano, W postaci wolno ptywajacych
komorek, odmienito oblicze wspolczesnej mikrobiologii medycznej. Wielokomérkowe
spoteczno$ci drobnoustrojow, nazwano biofilmem (czyli ,biologiczng warstwa™). Znaczna
cze$¢ istotnych z punktu widzenia medycyny biofilméw to osiadle w tkankach lub na
powierzchniach implantow struktury otoczone zewnatrzkomoérkowa, ochronng macierza
(ang. matrix). Przykladem sa biofilmy w jelicie grubym, ptucach, jamie ustnej, w ranach,
kosciach oraz biofilmy tworzace si¢ na i wewnatrz cewnikow, Srubach ortopedycznych,
sztucznych zastawkach czy protezach kostnych [1]. W odroznieniu od komorek
planktonicznych  (niezadherowanych,  wolno-ptywajacych), komoérki w  biofilmie
charakteryzuja si¢ wysokim zréznicowaniem procesow metabolicznych. Jak wykazano w
badaniach laboratoryjnych, drobnoustroje tworzace najnizszg, podstawng, warstwe biofilmu,
cechuja sie spowolniong badz zatrzymang aktywnoscig metaboliczng. W warstwie tej obecne
sg takze komorki martwe, wykorzystywane przez zywe drobnoustroje jako zrodlo substancji
odzywczych oraz do budowy macierzy. Z kolei mikroorganizmy wyzszych warstw biofilmu
charakteryzuja si¢ wysokim poziomem aktywnos$ci metabolicznej oraz krotkim czasem
podzialu dzigki dostepowi do substancji odzywczych. Okresowo, w warstwie szczytowej
biofilmu, dochodzi do rozluznienia struktury macierzy i odrywania si¢ agregatow
komorkowych, ktore dryfujac z pradem cieczy (np. krwi) zasiedlaja oraz wywotuja infekcje
kolejnych obszaréw ciata [Ryc.1].

Obecnie uwaza si¢, ze nawet 99% biomasy bakteryjnej wystepuje w formie biofilmow,
a biofilmy odpowiedzialne sa za 60-80% wszystkich zakazen zwiazanych z opieka

zdrowotng (ang. HAI -healthcare associated infection) [2]



Ryc.1. Biofilm tworzony w patogenezie zakazen. W centralnej czgsci ryciny przedstawiony
jest dojrzaly, pokryty zewnatrzkomérkowa macierzg, biofilm utworzony na schematycznie
uwidocznionej powierzchni [bigkitna linia]. W zalezno$ci od umiejscowienia w strukturze
biofilmu, komorki drobnoustroju cechuja si¢ niska/wstrzymang [1], umiarkowang [2],
wysokg [3] aktywnos$cig metaboliczng. Okresowo, ze szczytowej warstwy biofilmu dochodzi
do enzymatycznego rozcigcia [4] macierzy i uwolnienia si¢ agregatow komorkowych [5],
ktore daja poczatek nowemu biofilmowi tworzacemu si¢ na skutek adhezji komorek
do powierzchni [6] i syntezy macierzy [7]. Efektem tych procesow jest dojrzaty,
wielowarstwowy biofilm [8]. Uwolnione agregaty komorek [9], pozbawione ochronnej
warstwy macierzy, sg podatne na eradykacje na skutek aktywnosci komorek efektorowych
uktadu odpornosciowego [10] — m.in. wydzielania opsonin [11] oraz reaktywnych form tlenu
ROS [12]. Te same mechanizmy dziatania systemu immunologicznego [13] sg nieskuteczne
wzgledem biofilmu. Na skutek obecno$ci ochronnej macierzy oraz niskiej aktywnosci
metabolicznej  komoérek — warstw  podstawnych  biofilmu,  aktywnos¢  $rodkoéw
przeciwdrobnoustrojowych — antybiotykow [14] oraz antyseptykéw [15] ulega znacznemu

ostabieniu. Rycina wlasna.



Biofilmy posiadajg takze zdolno$¢ do jednoczesnej (symultanicznej) odpowiedzi na bodzce
okreslang mianem systemu wyczuwania liczebno$ci (ang. Quorum Sensing System, QS). Jest
to zlozony mechanizm pozwalajacy na koordynacje aktywnos$ci miliardéw komorek
tworzacych biofilm. Quorum Sensing reguluje kazdy aspekt zycia pojedynczego
drobnoustrojow oraz catej ich spotecznosci, w tym przyleganie do powierzchni, wytwarzanie
macierzy, odrywanie si¢ agregatow komorkowych. Ponadto odgrywa istotng role w
koordynacji procesu syntezy i sekrecji enzyméw, miedzy innymi toksyn/enzymow
rozktadajgcych poszczegdlne clementy tkanki gospodarza [3]. Wysokie zageszczenie
komorek w obrebie struktury biofilmu umozliwia takze transfer genow zjadliwosci oraz
opornos$ci na srodki przeciwdrobnoustrojowe.

Wyzej wzmiankowane cechy biofilmu sprawiaja, ze charakteryzuje si¢ on niezwykle
wysoka tolerancja na antybiotyki oraz antyseptyki. Usuniecie dojrzatego biofilmu
z organizmu jest zadaniem trudnym do wykonania i cechujagcym si¢ wysokim ryzykiem
niepowodzenia terapeutycznego [4]. Dlatego zakazenia zwigzane z obecnoscia biofilmu
przyczyniaja si¢ do znacznego pogorszenia stanu zdrowotnego pacjenta, obnizenia jego
statusu socjo-ekonomicznego oraz olbrzymich strat finansowych dla jednostek stuzby
zdrowia. Zgodnie z obecnymi zaleceniami, pokryty biofilmem implant lub zainfekowana
tkank¢ nalezy (w miar¢ mozliwos$ci) usuna¢ (np. chirurgicznie) i przeprowadzi¢ antyseptyke
oraz antybiotykoterapi¢ systemowg W celu zahamowania propagacji drobnoustrojow w gtab
ciala pacjenta.

Czesto dzialanie takie jest niemozliwe do wykonania, a zakazenia zwiazane z obecnoscia
biofilmu maja charakter nawracajacy i przewlekly [5].
Przyktadem sa przewleklte zakazenia ran zwigzane z obecnoscig biofilmu. Prowadza one do
znacznego pogorszenia si¢ stanu pacjenta (a nawet do jego $mierci) oraz do istotnych
obcigzen dla systemu stuzby zdrowia. Szacuje si¢, ze leczenie ran przewleklych — odlezyn,
owrzodzen goleni, owrzodzen stopy cukrzycowej, ran oparzeniowych, owrzodzen
neoplastycznych pochtania az 2-4% budzetéw przeznaczonych na opieke zdrowotng panstw
cztonkowskich Unii Europejskiej [6]. Chronicznos¢ infekcji jest nastepstwem ztozonych
interakcji miedzy wydolno$cig uktadu krazenia oraz systemu immunologicznego gospodarza,
chorobami wspétistniejagcymi a drobnoustrojami tworzgcymi biofilm.

Macierz pozakomoérkowa biofilmu tworzacego si¢ w ranach przewlektych jest jednym z
kluczowych czynnikow podnoszagcym opornos¢ tej struktury wzgledem antybiotykow
1 antyseptykow W poréwnaniu do drobnoustrojow bytujacych w formie planktonicznej [7].

Macierz chroni bakterie takze przed odpowiedzia immunologiczng gospodarza.
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Neutrofile i makrofagi sa3 w uszkodzi¢ gorne warstwy macierzy, odstaniajgc ukryte tam
komorki, nie potrafig natomiast przenikng¢ do glebszych warstw biofilmu. Paradoksalnie,
komorki odpornosciowe uruchamiajgc kaskade odpowiedzi immunologicznej (polegajacej
m.in. na ,,wybuchu tlenowym”, czyli uwolnieniu reaktywnych form tlenu o silnym dziataniu
przeciwbakteryjnym) prowadza do powaznych uszkodzen tkanek gospodarza, ale nie do
calkowitego zniszczenia biofilmu. Sktadniki uszkodzonych tkanek gospodarza stajg sig¢
natomiast zrodtem pozywienia dla drobnoustrojow, ktore odtwarzajg petng strukture biofilmu.
Jakkolwiek nie mozna pomija¢ pozostatych czynnikow zaburzajacych proces gojenia si¢ rany
(np. hipoksji w owrzodzeniu stopy cukrzycowej, zaburzen ukrwienia, zaburzen
odpornosciowych czy wielu innych), to jednak obecno$¢ w ranach przewleklych biofilmu
powinna by¢ uznana za jeden z najistotniejszych czynnikéw hamujacych i spowalniajacych
proces gojenia [8]. Infekcja w ranie moze rozwijaé si¢ przez dlugi czas niezauwazona,
poniewaz drobnoustroje namnazaja si¢ pod warstwg skrzepu, wioknika czy wewnatrz
komorek tkanki przyrannej [9], przez co nie dochodzi do wystagpienia odpowiedzi
immunologicznej i rozwoju objawow klinicznych. W sytuacji, gdy liczba komorek
drobnoustrojow przekroczy jednak okre$lone miano (zwyczajowo przyjmuje si¢ jako wartos¢
krytyczng 10° komérek/gram tkanki), dochodzi do pojawienia sie silnych oznak infekcji, stan
rany ulega znaczacemu pogorszeniu, a dalszy rozwo6j zakazenia moze prowadzi¢ do
propagacji drobnoustrojéw np. droga krwi i w efekcie do sepsy [10]. Obecnie, mimo licznych
prob podejmowanych przez $rodowiska naukowe i przemyst medyczny, brakuje szybkich
metod detekcji biofilmu w ranach, sposobéw na szybkie (i ekonomicznie optacalne)
okreslenie wrazliwosci szczepow infekujacych rang wzgledem konkretnych lekéw 1 wyrobow
medycznych oraz metod umozliwiajacych szybka eradykacj¢ patogendw z rany.

Infekcja w ranie, niezaleznie od jej etiologii moze doprowadzi¢ do translokacji
drobnoustrojow z tkanek migekkich w glab organizmu pacjenta i utworzenia biofilmu na
powierzchni kosci. Charakterystycznym przyktadem takiego zjawiska jest zakazenie stopy
cukrzycowej. Ta jednostka chorobowa, bedaca jednym z najczestszych powiklan cukrzycy,
charakteryzuje si¢ niedostatecznym ukrwieniem stop, co zmniejsza ich wrazliwo$¢ bolowa,
utrudnia gojenie si¢ ran i owrzodzen $wiadczacych o postgpujacym procesie martwiczym.
Zakazenie owrzodzenia (czesto wywolywana przez gronkowca ztocistego badz pateczke ropy
btekitnej) prowadzi¢ moze do penetracji tych drobnoustrojow w glab tkanki skornej 1 miesni,
a w efekcie do kosci stopy. Postepujaca destrukcja tkanek migkkich 1 twardych majaca
miejsce na skutek aktywnosci litycznej drobnoustrojow oraz zagrozenie infekcja systemowa

jest przyczyna, dla ktorej konieczne bywa przeprowadzenie amputacji stopy a nawet calej
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konczyny [11]. Innym obszarem ciata, w ktorym stosunkowo czesto dochodzi do
przeniesienia infekcji z tkanek migkkich na kos$¢ jest jama ustna. Naruszenie cigglosci bton
sluzowych czy stany patofizjologiczne przyzgbia umozliwiaja drobnoustrojom migracj¢ w
glgb organizmu pacjenta i osadzenie si¢ miedzy innymi na powierzchni kosci [12].
Do zakazenia ko$ci moze takze dochodzi¢ drogg krwi albo na skutek dziatan
okotozabiegowych. Rozwoj zakazenia majacego swoj poczatek na powierzchni kosci,
protezy czy urzadzenia stabilizujgcego moze trwac kilka miesigcy lub nawet lat, nie dajac
przy tym zadnych specyficznych objawow lub jedynie niewielka reakcje zapalna.

To maskowanie rozwijajacej si¢ przez dtugi okres czasu infekcji jest jedng z cech wspdlnych
zakazen zwigzanych z obecno$cig biofilmu zaréwno w ranach, jak i w kosciach. Kolejnymi
cechami wspolnymi jest nieskuteczno$¢ systemu immunologicznego oraz $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych w eradykacji dojrzatego biofilmu ran i kosci, chronicznos¢ i
nawracanie infekcji, silne uszkodzenie tkanek gospodarza sasiadujacych z biofilmem.
Podobnie jak w przypadku biofilmu tworzonego w ranach, takze w przypadku biofilmu na
powierzchni kosci uwaza si¢, ze za destrukcj¢ tkanek (poza aktywnos$cig lityczng
drobnoustrojow), odpowiedzialne sa wytwarzane przez komorki efektorowe uktadu

immunologicznego reaktywne formy tlenu (ang. ROS, reactive oxygen species) [Ryc.2].
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Ryc.2. Podobienstwa w rozwoju biofilmu tworzonego w ranach i na powierzchni kosci
oraz w odpowiedzi ukladu immunologicznego. [Rycina wlasna].

W procesie infekcyjnym obserwowane jest odlaczanie si¢ fragmentow obumartej kosci
(inaczej martwakow lub sekwestrow) [13]. Fragmenty te tworza nowe ogniska zakazne,
w ktorych dochodzi do gwaltownego rozwoju drobnoustrojow. Ko$¢ jest tkanka, ktora
stanowi trudng do przeniknigcia bariere dla wigkszosci podanych systemowo antybiotykow.
W przypadku zakazenia, antybiotyki musza penetrowaé nie tylko przez kos$¢, ale i przez
macierz biofilmowa. Ponadto, cz¢$¢ komorek w biofilmie cechuje si¢ spowolnionym badz
zatrzymanym wzrostem, co w znaczacy sposob podnosi ich tolerancje¢ na dziatanie znacznej
czesci antybiotykéw. Dlatego tez dochodzi do przypadkow, gdy mimo prowadzenia terapii
przeprowadzonej zgodnie z rekomendacjami, skuteczno$¢ kliniczna leczenia infekcji kosci
jest niezadawalajaca.

Zakazenie ko$ci, niezaleznie od etiologii - dtugotrwatego procesu zapalnego stawow, urazu,
czy wprowadzenia implantu, stanowi tak istotny problem nowoczesnej medycyny,
ze Swiatowa Organizacja Zdrowia nazwala ostatnie dziesieciolecie dekada choréb kosci
i stawow, a chirurgi¢ ortopedyczng ,,chirurgia ryzyka i niepewnych gwarancji” [14].

Dlatego tez konieczne jest nie tylko wprowadzenie nowych, skuteczniej penetrujacych do
miejsca infekcji lekow, ale takze zrozumienie i poznanie przyczyn, dla ktorych infekcje kosci
przez diugi czas moga rozwijac si¢ w sposob niezauwazony.

Infekcje zwigzane z obecnoscig biofilmu w ranach 1 kosciach prowadza do znacznego

pogorszenia si¢ stanu pacjenta. Nieleczone — prowadzi¢ moga do $mierci. Leczone w sposdb
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nieuwzgledniajagcy  specyfiki  biofilmu prowadzi¢ moga do utrzymywania si¢
lub nawracania infekcji, a w efekcie do wykluczenia pacjenta z zycia socjoekonomicznego
spoteczenstwa na przyktad na skutek ograniczonej zdolno$ci do poruszania si¢, wysokiego
poziomu doswiadczanego bolu czy nawet nieprzyjemnego zapachu (malodor) wydzielajacego
si¢ Z rany.

Dlatego tez podjalem si¢ opracowania i zbadania przydatnosci nowych technik i metod
badawczych pod katem ich zastosowania jako potencjalnych narzedzi do wykrywania
zakazen zwigzanych z obecno$cig biofilmu tworzonego w ranach oraz kosciach, a takze
zrozumienia mechanizmu unikania przez patogeny odpowiedzi immunologicznej oraz

aktywnosci srodkow przeciwdrobnoustrojowych.
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4.3.2. Cel badawczy

Podstawowym celem publikacji, wchodzacych w sklad osiggnigcia naukowego
i stanowigcych podstawe o ubieganie si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego, byto
uzyskanie i opracowanie sposoboéw stuzgcych wykrywaniu, okreslaniu lekowrazliwo$ci oraz
zwalczaniu infekcji ran przewlektych i kosci wywotywanych przez drobnoustroje rosngce w
postaci biofilmu.

Szczegoétowe cele badawcze to:

1. Analiza skltadu metabolitow wydzielanych przez drobnoustroje izolowane z ran
przewlektych w celu okreslenia ich przydatnosci jako biomarkerow zakazenia oraz okreslenia
przydatnosci Spektroskopii Magnetycznego Rezonansu Jadrowego jako narzedzia do szybkiej
diagnostyki mikrobiologicznej shuzacej wykrywaniu drobnoustrojow izolowanych z ran
przewlektych [publikacja H-1]

2. Opracowanie metody umozliwiajacej szybka i powtarzalng ocen¢ wrazliwosci biofilmu
utworzonego przez mikroorganizmy izolowane z ran przewleklych na substancje
przeciwdrobnoustrojowe zawarte w opatrunkach aktywnych [publikacja H-2]

3. Okreslenie przydatnosci wirujacego pola magnetycznego do zwigkszenia aktywnoSci
wybranych antybiotykdw oraz antyseptykow wzgledem biofilméw tworzonych przez
drobnoustroje wywotujace infekcje ran przewlektych [publikacja H-3]

4. Okreslenie wptywu drobnoustrojow rosngcych w postaci biofilmu na powierzchnig
gtownego mineralnego sktadnika kosci - hydroksyapatytu [publikacja H-4]

5. Okreslenie zdolnosci drobnoustrojow rosngcych w postaci biofilmu do destrukcji
powierzchni ko$ci bez udziatu uktadu immunologicznego gospodarza [publikacja H-5]

6. Okreslenie aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej nowego leku, hybrydowej czasteczki
bisfosfonian-ciprofloksacyna, wzgledem biofilmow tworzacych si¢ na powierzchni

hydroksyapatytu [publikacja H-6]
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4.3.3. Uzyskane wyniki

H-1: Junka AF, Wojtowicz W, Zabek Z, Krasowski G, Smutnicka D, Bakalorz B, Boruta B,
Dziadas M, Mtiynarz P, Sedghizadeh P, Bartoszewicz M: Metabolic profiles of exudates
from chronic leg ulcerations Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2017
Vol.137; 5.13-22 (IF: 2.831; MNIiSW: 35 pkt.)

W ranach przewlektych drobnoustroje namnazaja si¢ w kieszonkach rany, pod warstwa
skrzepu czy tkanek nekrotycznych. Powstanie biofilmu prowadzi do rozwoju przewlektego
zakazenia i destrukcji tkanek pacjenta [Ryc.2]. Dlatego wczesne wykrycie drobnoustrojow
patogennych i ich eradykacja sa wymagane dla poprawy stanu rany i zdrowia pacjenta.
W badaniu H-1, do szybkiej detekcji drobnoustrojow w przewlektych owrzodzeniach goleni
wykorzystatem nowg dziedzine nauki okre$lang mianem metabolomiki. W badaniu
metabolomicznym analizie poddawane sg wszystkie aminokwasy, lipidy, peptydy, witaminy,
kwasy organiczne i weglowodany powstate w wyniku przemian fizjologicznych Ilub
patologicznych zachodzacych w komorkach gospodarza oraz - w przypadku choréb o
etiologii infekcyjnej - w komorkach drobnoustrojow [15]. W badaniu H-1 zalozylem, ze
wysiek gromadzacy sie w wiekszosci przewleklych owrzodzen goleni moze stanowié
cenny material diagnostyczny, gdyz wyst¢epuja w nim metabolity wydzielane przez
drobnoustroje, komorki tworzace tozysko rany, komorki uktadu immunologicznego a takze
metabolity osoczowe [16]. Do detekcji i identyfikacji metabolitow z wysigku postuzytem sig¢
spektroskopia Magnetycznego Rezonansu Jadrowego NMR (ang. Nuclear Magnetic
Resonance) [Wyk. 1] a do okreslenia istotnoSci statystycznej uzyskanych wynikow
zastosowatem algorytm chemometryczny okreslanym mianem metody najmniejszych
czesciowych kwadratow PLS-EDA (ang. Partial Least Squares Discriminant Analysis).
Dodatkowo w pracy H-1 wykonane zostaly posiewy mikrobiologiczne wysickow z
owrzodzen oraz zebrane zostaly dane zwigzane ze Stanem zdrowotnym pacjentéw (masa
ciata, wiek, choroby wspottowarzyszace i inne). Wykazalem, ze najmniejsza objgtosé
wysicku potrzebna do przeprowadzenia analizy wynosi 600 uL. Pobranie tak niewielkiej
objetosci ptynu za pomoca jatowej pipety nie wywotuje bdlu pacjenta (inaczej niz w
przypadku pobierania bioptatow Czy wymagajacych zastosowania ucisku wymazow
bakteriologicznych) oraz nie wymaga uzycia specjalistycznych drenazy. Wykazatem, ze
przeprowadzenie badania i uzyskanie wynikow zajmuje okoto 4 godzin, podczas gdy
diagnostyka mikrobiologiczna opierajacej si¢ na posiewach na odpowiednie podtoza zajmuje

min. 48 godzin (lub dhuzej, jesli za infekcje odpowiedzialne sa drobnoustroje beztlenowe lub
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grzyby). Czas konieczny do przeprowadzenia badania metabolitow z wysieku jest zatem
porownywalny do czasu koniecznego do przeprowadzenia diagnostyki opierajacej si¢ na
detekcji kwasu nukleinowego DNA/RNA, np. tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym (RT-PCR, ang. Real-Time Polymerase Chain Reaction,) Nalezy jednak
zauwazy¢, ze wykorzystanie techniki analizy metabolomicznej umozliwia uzyskanie w
trakcie jednego pomiaru istotnych danych dotyczacych nie tylko stanu mikrobiologicznego i
potencjalnej infekcji rany pacjenta, ale takze choréb wspoéttowarzyszacych, np. cukrzycy

(zob. Fig. 2., str. 20 dolaczonej pracy H-1), mogacych wikta¢ proces gojenia rany.
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Wykres 1. Widmo zbiorcze 1H NMR analizowanych probek wysiekéw. 1-lipid,;
2-leucyna, 3 — walina, 4 — izoleucyna, 5 — propionian, 6 — glikol propylenowy, 7 — 3-
hydroksymaslan, 8 — etanol, 9 — lipid 2, 10 —mleczan, 11 — alanina, 12 — leucyna, 13 — lizyna,
14 —metabolit nieznany 1, 15 — aceton, 16 — lipid 3, 17 — metabolit nieznany 2, 18 — metabolit
nieznany 3, 19 - metabolit nieznany, 20 — glutaminian, 21 — pirogronian, 22 — bursztynian, 23
—  metabolit nieznany 4, 24 —  dimetyloamina, 25 -  asparginian,
26— N.N-dimetyloglicyna, 27 — sn-glicero-3-fosfocholina, 28 — metabolit nieznany 5, 29 —
metanol, 30 — glukoza 1, 31 — metabolit nieznany 6, 32 — hydroksyaceton, 33 — glukoza 2, 34
— metabolit nieznany 7, 35— mocznik, 36 —Tyrozyna, 37 — histamina, 38 — fenyloalanina, 39
— metabolit nieznany 8, 40 — metabolit nieznany 9, 41-mroéwczan, 42 — metabolit nieznany
10. Na wykresie przedstawione sg stezenia wzglgdne metabolitow. Oryginalny wykres: Fig.
2, str. 16 dolaczonej pracy H-1

Na Wyk.2 przedstawiony jest wynik analizy dyskryminacyjnej PLS-DA, pozwalajgcej na
rozroznienie pomiedzy charakterystycznym zbiorem metabolitow gronkowca zlocistego,

a metabolitami innych gatunkow drobnoustrojow zasiedlajacych rany przewlekte.
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Wykres 2. Analiza metabolitow wydzielanych do wysieku przez gronkowca zlocistego
w poréwnaniu do metabolitow wydzielanych przez inne gatunki drobnoustrojow
izolowanych z owrzodzen goleni. A — metabolity o najwyzszym stezeniu wzglednym.
B - Grupowanie metabolitow gatunkowo-specyficznych za pomoca algorytmu PLS-EDA.
Oryginalny wykres: Fig.4, str. 19 dolaczonej pracy H-1
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Nalezy zauwazy¢, ze przedstawione na WyK. 2. wysokie stezenie wzglgdne metabolitow
powstajacych w wyniku oddychania beztlenowego moze $wiadczyé o wystgpowaniu
dojrzatych postaci biofilmu gronkowca z charakterystycznym dla tej struktury
zroéznicowaniem aktywno$ci metabolicznej i mieszanym (tlenowo-beztlenowym) typem
metabolizmu.

Praca H-1 jest (wedlug najlepszej wiedzy Autora) pierwszym doniesieniem, w ktorym
zademonstrowano przydatno$¢ diagnostyczng metabolomiki do analiz metabolitow z
wysieku pobranego z przewleklych owrzodzen goleni. EKkstrapolacja opracowanej
metodologii moze potencjalnie stuzy¢ do analiz wysieku pochodzacego z kazdego typu ran
przewlektych. Wczeséniejsze doniesienia, takie jak na przyktad badania amerykanskiego
zespolu Ammons i wsp. (2014) skupiaty si¢ jedynie na analizach przeprowadzonych in vitro
oraz na modelu zwierzecym [17].

Przedstawione powyzej wyniki wykazuja przydatno$¢ nowoczesnej techniki spektroskopowe;j
NMR oraz algorytméw chemometrycznych do zaréwno Szybkiego wykrywania
drobnoustrojow w ranie (oraz okre$lenia ich profilu metabolicznego), jak i do analiz
istotnych proceséw zachodzacych nie tylko w obrebie rany, ale i w organizmie pacjenta.
Wykazano takze wysoka przydatnos¢ wysieku jako materiatu, ktory moze zostaé
wykorzystany do badan metabolomicznych. Wyniki analiz przedstawionych w pracy H-1 w
polaczeniu z danymi uzyskanymi drogg wywiadu klinicznego moga stanowié¢ niezwykle
cenne narzg¢dzie diagnostyczne, ktorego zastosowanie przetozy¢ si¢ moze na istotne skrocenie
czasu oczekiwania na wynik mikrobiologiczny, dostarczenie informacji o formie bytowania
drobnoustrojow W ranie (spotecznosci osiadte a formy planktoniczne), dodatkowo moze by¢
pomocne w okresleniu ogdlnego stanu zdrowotnego pacjenta.

Upowszechnienie metody analizy metabolicznej wymaga stworzenia bazy danych
metabolitow (lub zbiorow metabolitow) specyficznych dla poszczegolnych gatunkow
drobnoustrojow na takiej samej zasadzie, na jakiej stworzono bazy danych biochemicznych
stuzace identyfikacji i okreslaniu lekowrazliwosci drobnoustrojow. Jednakze zalety badania
metabolomicznego, takie jak bardzo krotki czas badania, mozliwos¢ szybkiego wykrycia
drobnoustrojéw (bez koniecznosci ich dhlugotrwalej hodowli na podlozach roznicujaco-
wzrostowych), rozroznienie metabolitow charakterystycznych dla szlakéw oddychania
tlenowego 1 beztlenowego drobnoustrojoéw sprawiaja, ze analiza metabolomiczna moze
znalez¢ zastosowanie w intensywnie obecnie rozwijanej koncepcji leczenia ran powiktanych

zakazeniem infekcja zwigzanym z obecnos$cia drobnoustrojow rosnagcych w postaci biofilmu.
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[H-2] Junka AF, Zywicka A, Szymczyk P, Dziadas M, Bartoszewicz M, Fijatkowski K:
A.D.AM. test (Antibiofilm Dressing's Activity Measurement) - simple method for
evaluating anti-biofilm activity of drug-saturated dressings against wound pathogens.
Journal of Microbiological Methods 2017 Vol.143; s.6-12 (IF: 1.701; MNiSW: 20 pkt.)
Jak wykazano w pracy H-1, szybka detekcja patogenéw W ranie umozliwia podjecie dziatan
leczniczych adekwatnych do stanu mikrobiologicznego rany oraz ogdlnego stanu pacjenta.
Zgodnie z obowigzujacymi wytycznymi, leczenie ran przewleklych objgtych procesem
infekcyjnym wymaga stosowania antyseptykow (miejscowo stosowanych $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych) oraz opatrunkoéw wysyconych zwigzkiem
przeciwdrobnoustrojowym. Opatrunki takie maja za zadanie chroni¢ ran¢ przed kontaminacja
drobnoustrojami pochodzacymi ze srodowiska zewngtrznego oraz zwalczac zakazenie toczace
sie w tozysku rany [18].

W roku 2013 zaproponowalem metode laboratoryjnej oceny aktywnosci bdjczej
antyseptykéw wzgledem biofilmu tworzonego przez drobnoustroje wywotujace zakazenie W
ranach - B.O.A.T (ang. Biofilm-Oriented Antiseptic Test) [19]. Do chwili obecnej istniata
natomiast potrzeba opracowania szybkiej i ekonomicznie przystgpnej metody oceny
aktywnos$ci bojczej opatrunkéw wzgledem biofilmu infekujacego rany przewlekle. Celem
pracy H-2 bylo stworzenie takiej metody — umozliwiajacej hodowle biofilmu tworzonego
przez drobnoustroje pozyskane z rany pacjenta, a nastgpnie ocen¢ skutecznosci opatrunkow
aktywnych wzgledem takich biofilméw w $cisle kontrolowanych warunkach in vitro. Zasada
opracowanej przeze mnie metody, ktora nazwatem A.D.A.M. [ang. Antibiofilm Dressing's
Activity Measurement czyli Pomiar Aktywno$ci Przeciwbiofilmowej Opatrunku]
przedstawiona jest na Rycinie 3. Zaletami zaproponowanej metody jest powtarzalno$¢, krotki
czas wykonania oraz mozliwos¢ realizacji przez laboratoria kliniczne, czgsto niedysponujace
zaawansowang aparaturg badawcza stosowang do analiz biofilmow tworzonych przez

drobnoustroje w patogenezie zakazen.
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I. Utworzenie biofilmu na dysku agarowym
Wlej po 2 ml 2% agaru bakteriologicznego do dotkoéw plytki 24-dotkowej
Napelnij szalk¢ 2% agarem bakteriologiczym. Po zastygnigciu, Po zastygnigciu, wytnij korkoborem fragment agaru.

wytnij dyski agarowe za pomoca korkoboru.
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Ryc.3. Schemat wykonania metody A.D.A.M. Oryginalna rycina: Fig. 4, str. 19
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Do  przeprowadzenia testu A.D.A.M. potrzebne sg jedynie podstawowe materialy
1 odczynniki mikrobiologiczne. Metoda cechuje si¢ mozliwo$ciag wykonywania 24 powtorzen
pomiarowych podczas jednej analizy. Aktywno$¢ przeciwbiofilmowa opatrunku okres$lana
jest poprzez analiz¢ dwoch parametrow:

- stopnia eradykacji biofilmu z ulozonych na sobie trzech dyskow agarowych na skutek
aktywnosci bojczej substancji aktywnej opatrunku

- zdolnoSci penetracji substancji aktywnej opatrunku przez poszczegélne krazki agarowe i
warstwy biofilmu.

Skuteczno$¢ eradykacji biofilmu z poszczegolnych dyskow agarowych obliczana jest

poprzez zastosowanie nastepujacego Wzoru:

100% — ([DDbioﬁ.lmuzprﬁbklbadanei) « 100%)

(OD bk kontrolne )  adzie ,,0D biofilmu z probki badanej” to
warto§¢ pomiaru absorbancji wskazujacej w sposob poétilosciowy na liczbe komorek w
biofilmie, ktore przezytly kontakt z opatrunkiem aktywnym; ,,OD probki kontrolnej” to
warto$¢ pomiaru absorbancji wskazujacej w sposob potilosciowy na liczbe komorek w

biofilmie niepoddanemu dziataniu opatrunku (proba kontrolna dodatnia).

lub jesli wykonywano posiewy iloSciowe:

[CFUbinﬁlmu z probki badanej )

10094 —( X 100%)

(CFUprébki kontrolasi ) , gdzie cfu —liczba komoérek w biofilmie,
ktore przezyly kontakt z opatrunkiem aktywnym; cfu probki kontrolnej: liczba komoérek w

biofilmie niepoddanemu dziataniu opatrunku (proba kontrolna dodatnia).

W metodzie A.D.A.M. dyski agarowe imituja warstwy skrzepu oraz tkanki martwicze, pod
ktérymi moze rozwija¢ si¢ biofilm w ranie. Metoda umozliwia modyfikacje sktadu dyskow
poprzez wprowadzenie do agaru takich ,,obciaznikow” jak elementy morfotyczne krwi, biatko
albuming czy mucyne, ktore imitujg warunki panujgce w ranach silnie zanieczyszczonych i
pokrytych $luzem. Liczne substancje antyseptyczne na skutek swej budowy chemicznej i
mechanizmoéw dziatania charakteryzuja si¢ w obecnosci wyzej wzmiankowanych
obcigznikow znacznie nizsza aktywnos$cia przeciwdrobnoustrojowa niz mogtoby to wynikac z
karty charakterystyki leku czy wyrobu medycznego [20]. Dlatego tez drugim parametrem
ocenianym w metodzie A.D.A.M jest opracowana przeze mnie bezwymiarowa jednostka,

ktéra okreslitem mianem Indeksu Przenikania (ang. Permeability Index, PI), a ktora wskazuje
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na zdolno$¢ penetracji substancji aktywnej z opatrunku przez macierz biofilmowsg i przez

poszczeg6lne dyski agarowe.

Pl obliczane jest wedtug nastepujgcego wzoru:

B

()
(B)
Gdzie: PI — indeks przenikania; C,M,B - poziom redukcji biofilmu dyskach agarowych

(C - kontaktowych, M -srodkowych oraz B - dolnych).

Wartos$¢ PI <1 opisuje opatrunki, ktérych substancja czynna wykazuje dobra przenikalnos¢;
PI<1>2 opisuje opatrunki, ktorych substancja czynna wykazuje umiarkowang przenikalnos¢;
PI <2 opisuje opatrunki, ktérych substancja czynna wykazuje niskg przenikalnosé.
Zaproponowane rozwigzanie pozwala zatem na szybkie i ekonomicznie oplacalne okreslenie
skutecznos$ci eradykacji biofilmu (tworzonego przez patogeny wyizolowane z rany chorego)
przez specyficzne typy opatrunkéw oraz okreslenie zdolnosci substancji aktywnej z opatrunku
do przenikania w glagb rany. Wyniki uzyskiwane sg w ciggu 72 h, a w ramach jednego badania
mozliwe jest badanie kilkunastu typoéw opatrunkow. Otrzymane dane pozwalaja na
zastosowanie wzgledem hospitalizowanego pacjenta najskuteczniejszego z dostgpnych w
danej jednostce opieki zdrowotnej opatrunku aktywnego wzgledem patogenow faktycznie
zasiedlajgcych rang¢ chorego. Potaczenie metody A.D.A.M wraz z przytoczonym uprzednio
opracowanym przeze mnie testem B.O.A.T (stuzacym ocenie skutecznosci antyseptykow
wzgledem biofilmu) [19] prowadzi¢ moze do skutecznego leczenia ran przewlektych objetych
procesem infekcyjnym wywotanym przez drobnoustroje w formie biofilmu, a co za tym idzie
skroceniem czasu hospitalizacji pacjentOw 1 znaczacego obnizenia kosztow leczenia.
Stworzona przeze mnie metoda umozliwia takze badanie skutecznosci eradykacji
i indeksu przenikalnoéci PI opatrunkow eksperymentalnych, jeszcze nie wprowadzonych do

lecznictwa, dajagc wyobrazenie o ich przypuszczalnej aktywno$ci w warunkach klinicznych.
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H-3: Junka AF, Rakoczy R, Szymczyk P, Bartoszewicz M, Sedghizadeh P, Fijatkowski K:
Application of rotating magnetic fields increase the activity of antimicrobials against
wound biofilm pathogens. Scientific Reports 2018 Vol.8; art.167 (IF: 4.122; MNiSW: 40
pkt.)

Woczesne wykrycie patogenéw w ranie [H-1] oraz okreslenie wrazliwosci biofilmu na
substancje aktywne zawarte w opatrunku [H-2] czy antyseptyku [19] pozwala na wdrozenie
dzialan terapeutycznych prowadzacych do poprawy stanu zdrowia pacjenta cierpigcego od
rany przewleklej niezaleznie od jej etiologii. Jednakze niezwykle wysoka tolerancja biofilmu
na antybiotyki i antyseptyki jest wcigz przyczyng licznych niepowodzen leczniczych.
Dochodzi do tego migdzy innymi na skutek stabej penetracji leku przez warstwy skrzepu,
tkanki martwiczej, przez macierz biofilmu (w przypadku okreslonych grup antybiotykow) i
obecnoscig w biofilmie komoérek przetrwatych. Z tego powodu stezenie leku w miejscu
docelowym jest zbyt niskie, by doprowadzi¢ do eradykacji biofilmu. Z Kkolei zastosowanie
wyzszych stezen $rodkow przeciwdrobnoustrojowych prowadzi do podwyzszonej
cytotoksycznosci 1 uszkodzen  komoérek  oraz  tkanek  gospodarza  [21].
W przypadku infekcji ran obiecujagcym podejsciem mogacym przetamac t¢ niekorzystng
sytuacje¢ jest zastosowanie nie wyzszych stezen lekoéw/wyrobow medycznych, ale czynnikow
zwigkszajacych ich zdolnos¢ do penetracji przez wyzej wzmiankowane przeszkody.

W badaniu H-3 wchodzacym w sklad osiggnigcia naukowego, zalozylem, ze czynnikiem
mogacym podnieS¢ aktywnos$¢ bodjcza antyseptykow oraz antybiotykow wzgledem
biofilmu tworzonego przez drobnoustroje izolowane z ran przewleklych moze by¢
Wirujace Pola Magnetyczne (WPM).

Badania zwigzane z wptywem pol magnetycznych na roznorodne aspekty funkcjonowania
drobnoustrojow oraz na zdolno$¢ penetracyjng zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych
prowadzono do tej pory glownie z zastosowaniem prostych generatorow statycznego pola
magnetycznego. W badaniu H-3 wykorzystatem zaprojektowany i skonstruowany przez dr
hab.inz Rafala Rakoczego oraz dr hab.inz Karola Fijalkowskiego [22] zaawansowany
technologicznie generator WPM. Pole tego typu jest stale w czasie, lecz zmienne w
przestrzeni i powstaje w wyniku superpozycji dwoch lub wigecej pulsujacych pot
magnetycznych o identycznych czgstotliwosciach, lecz przestrzennie przemieszczonych w
stosunku do siebie. Zalozytem, ze wytwarzane przez generator WPM sity Lorenza,
wywotujace ruch w ptynie [23], doprowadzg do zwigkszonej intensywno$ci mieszania
natadowanych elektrycznie zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych i w efekcie do zwigkszenia

stopnia penetracji uzytych w badaniu antybiotykow (gentamycyny i ciprofloksacyny) oraz
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antyseptykow (oktenidyny, chlorheksydyny, poliheksanidyny i mleczanu etakrydyny) przez
macierz biofilmu Staphylococcus aureus oraz Pseudomonas aeruginosa — istotnych
czynnikow etiologicznych zakazen ran przewlektych. Uzyskane wyniki wykazaly nawet
2-krotnie wyzszg redukcje biofilméw wzmiankowanych drobnoustrojow na skutek
zastosowania wyzej wymienionych substancji leczniczych w polgczeniu z réznymi
kombinacjami ekspozycyjno-czestotliwosciowymi WPM (5min-17h/10-50Hz) [Wykres 3.A;
3.B.].
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Wykres 3. Zwiekszenie poziomu redukcji [%] wzrostu i biomasy biofilmu P.aeruginosa
i S.aureus inkubowanych w obecnosci wirujacego pola magnetycznym oraz gentamycyny
(A) i ciprofloksacyny (B) f, Hz — czestotliwos¢ zastosowanego pola magnetycznego wyrazona
w hercach. Oryginalne wykresy Fig. 3, str. 4 dolaczonej pracy H-3

Uzyskane wyniki stanowig podstawe¢ do dalszych badan, ktére od pazdziernika 2018
wykonywane sa w ramach grantu NCN OPUS: , Analiza mechanizméw zwigkszonej
efektywnosci substancji przeciwdrobnoustrojowych wzgledem biofilmu w obecnosci
wirujgcego pola magnetycznego”. Wyniki postuzy¢ majg do stworzenia przysztych procedur
leczniczych, w ktorych generator wirujacego pola magnetycznego zostanie zastosowany do

leczenia ran przewlektych objetych procesem infekcyjnym [Ryc.3].
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Ryc.3. Schemat potencjalnej procedury wykorzystujacej generator wirujacego pola
magnetycznego do leczenia zainfekowanych ran przewleklych. 1 — zainfekowane
owrzodzenie stopy cukrzycowej; 2 — owrzodzenie pokryte opatrunkiem zawierajgcym
substancje¢ przeciwdrobnoustrojows; 3 — stacja komputerowa i falownik tranzystorowy; 4 —
stopa cukrzycowa wprowadzona do generatora WPM; 5 — eradykacja biofilmu na skutek
zwigkszonej aktywnosci substancji przeciwdrobnoustrojowej w obecnosci WPM;
6 —przys$pieszenie procesu gojenia
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[H-4] Junka AF, Szymczyk P, Smutnicka D, Kos M, Smolina I, Bartoszewicz M,
Chlebus E, Turniak M, Sedghizadeh P.: Microbial biofilms are able to destroy
hydroxyapatite in the absence of host immunity in vitro. Journal of Oral and Maxillofacial
Surgery 2015 Vol.73 no.3; s.451-46

Biofilmy tworzace si¢ w ranach przewleklych oraz w obrebie tkanki kostnej tacza liczne
podobienstwa, z ktorych najistotniejsze przedstawione sg na Ryc.2 (str. 12). Przewleklos¢
zakazen koSci, wystepowanie objawow infekcji po dlugim okresie utajenia, a takze
doniesienia grup badawczych zajmujacych si¢ problematyka diagenetycznych zmian kostnych
[24], sprawily, ze w pracy H-4 wysunalem hipoteze¢ o zdolnoSci niszczenia
i re-modelowania powierzchni kosci przez biofilm tworzony przez drobnoustroje bez
udzialu ukladu odpornosciowego. Potwierdzenie tej hipotezy stanowitoby silny dowod na
stusznos¢ koncepcji, wedtug ktorej biofilm moze rozwija¢ si¢ w glebi uszkodzonej tkanki
kostnej maskujac swoja obecnos$¢ przed uktadem odpornosciowym. Podobnie jak w
przypadku biofilmow tworzonych w ranach, maskowanie si¢ drobnoustrojow w glebi
struktury kostnej ttumaczytoby niska skuteczno$¢ antybiotykow stosowanych systemowo w
tego typu zakazeniach. Najtwardsza sktadowa kosci jest hydroksyapatyt (HA), minerat
zbudowany z hydroksyfosforanu wapnia - Caio(POs)s(OH).. Potwierdzenie  zdolnoSci
drobnoustrojow do wywotywania uszkodzen w hydroksyapatycie byloby zatem
rownoznaczne z udowodnieniem ich zdolnosci do re-modelowania kosci, jako ze destrukcja
organicznych elementow macierzy zewnatrzkomorkowej kosci (np. kolagenu) na skutek
wydzielania przez drobnoustroje enzymow 1 toksyn oraz umiejetnos¢ ich inwazji do wnetrza
komorek kosciotworczych zostata juz wykazana przez inne zespolty badawcze [25].

Do okreslenia zdolnosci biofilmu do wywotywania uszkodzen powierzchni hydroksyapatytu
postuzytem si¢ krazkami utworzonymi z tego mineratu, cechujagcymi si¢ wysokim poziomem
gltadkosci powierzchni (sekcja ,,Material and Methods: Manufacture of HA Discs
zalaczonej pracy H-4). Krazki HA wprowadzitem do zawiesin zawierajacych S. aureus,
P. aeruginosa, Candida albicans oraz Streptococcus mutans i poddatem inkubacji, w czasie
ktorej drobnoustroje utworzyly biofilm na powierzchni HA.  Obecnos¢ biofilmu
potwierdzitem za pomoca Skaningowej Mikroskopii Elektronowej, a obecnos$¢ zywych
komorek drobnoustrojow wykorzystujac technike posiewoéw iloSciowych. Nastepnie za
pomoca tagodnego detergentu usungtem biofilm z powierzchni dyskéw odstaniajac strukture
hydroksyapatytu. W poréwnaniu do prob kontrolnych (krazkéw jatowych, poddanych
analogicznym procedurom badawczym jak krazki pokryte biofilmem), probki badane
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charakteryzowaty si¢ licznymi zmianami powierzchniowymi, co wykazatem za pomocg
mikroskopii elektronowej oraz tréjwymiarowej analizy planimetrycznej wykonanej z
zastosowaniem mikroskopii  konfokalnej. Stosujac spektroskopi¢ dyspersji  energii
promieniowania rentgenowskiego (EDX, ang. Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy
Analysis) wykazatem, ze sktad chemiczny zmian strukturalnych jest tozsamy ze skladem
chemicznym natywnej powierzchni HA, co oznaczalo, ze obserwowane za pomoca
mikroskopii struktury nie sg artefaktami (np. pozostatymi po oczyszczaniu krazkéw z
warstwy biofilmowej), lecz uszkodzonymi fragmentami powierzchni hydroksyapatytowej.
Rozwdj biofilmow S. aureus, C. albicans, S. mutans oraz biofilmu mieszanego C.albicans +
S. mutans na powierzchni hydroksyapatytu przektadat si¢ na istotne zmniejszenie wartosci pH
zawiesiny w porownaniu do wyj$ciowego pH wynoszacego 7,0. Z kolei rozwo6j biofilmu

P. aeruginosa prowadzit do podniesienia pH $rodowiska (Tab. 5, str. 462 zalaczonej pracy
H-4). Mimo tego, obecno$¢ biofilmu P.aeruginosa przektadata si¢ na uszkodzenia struktury
hydroksyapatytu w podobnym zakresie, co obecnos¢ biofilmow pozostatych analizowanych
gatunkow. Oznacza to, ze za zmiany strukturalne w hydroksyapatycie odpowiedzialne sg
takze inne czynniki niz st¢zenie jonow wodorowych.

Uzyskane wyniki wykazaty zdolno$¢ biofilmu tworzonego przez drobnoustroje do
wywotywania uszkodzen najtwardszego sktadnika ko$ci, hydroksyapatytu, bez udziatu uktadu
immunologicznego. Ekstrapolujac przedstawione w pracy H-4 wyniki na warunki in vivo
mozna przyjac, ze destrukcja kosci umozliwia biofilmowi narastanie w glab tej tkanki, a
nastepnie rozprzestrzenianie si¢ po catym organizmie pacjenta (np. drogg krwi). Wykazana w
pracy H-4 zdolno$¢ drobnoustrojow do re-modelowania powierzchni hydroksyapatytu jest
kolejnym czynnikiem tlumaczacym niska efektywnos¢ antybiotykéw stosowanych w tym
obszarze ciata pacjenta. Uzyskane wyniki wykazujg pilng konieczno$¢ opracowania
i wdrozenia substancji przeciwdrobnoustrojowych zdolnych do przenikania do miejsca

zakazenia kos$ci w st¢zeniach terapeutycznych.
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H-5. Junka AF, Szymczyk P, Ziétkowski G, Karuga-Kuzniewska E, Smutnicka D, Bil-

Lula I, Bartoszewicz M, Mahabady S, Sedghizadeh P: Bad to the bone: on in vitro and ex
vivo microbial biofilm ability to directly destroy colonized bone surfaces without
participation of host immunity or osteoclastogenesis Public Library of Science One (PLOS
One) 2017

Praca H-4 stanowita dowdd istotnej dla zrozumienia patogenezy zakazen kosci koncepcji
wykazujacej zdolnos¢ biofilméw do bezposredniej degradacji hydroksyapatytu. Celem pracy
H-5 bylo dostarczenie parametrycznych danych okreslajacych zakres analizowanego zjawiska
w warunkach in vitro odtwarzajacych te panujace w obrgbie tkanki kostnej in vivo. Do tego
celu w publikacji H-5 jako powierzchni¢ do utworzenia biofilmu wykorzystatem nie tylko
krazki HA, ale takze ko$ci zuchwy szczuréw laboratoryjnych (materiat ex vivo), a jednym z
podtozy uzytych przeze mnie do hodowli biofilmu na ko$ciach zuchwy byla sztuczna $lina
wzbogacona o dodatek sacharozy (jeden z gtdéwnych cukrow pokarmowych). Zastosowana
metodologia obejmowata skaningowa mikroskopi¢ elektronowa, spektroskopie dyspers;ji
energii promieniowania rentgenowskiego EDX (wykorzystang uprzednio w pracy H-4),
a takze mikrotomografie komputerowg umozliwiajaca okreslenie zmian W geometrii oraz
objetosci kosci na skutek aktywnos$ci biofilmow tworzonych przez S.aureus. P. aeruginosa,
C. albicans, S. mutans oraz biofilm mieszany C. albicans+S.mutans.

Ocena mikroskopowa oraz posiewy ilosciowe wykazaty, ze wszystkie badane gatunki
drobnoustrojow sa w stanie utworzy¢ dojrzale postacie biofilmu na zastosowanych
powierzchniach zawierajacych hydroksyapatyt. W obrazie mikroskopowym zaobserwowano
takze liczne zmiany strukturalne na powierzchni hydroksyapatytowej bedace efektem rozwoju
biofilmu [Ryc. 4A], a ktore morfologicznie przypominaty tzw. sekwestry czyli martwiaki
kostne [Ryc. 4B]. Analiza EDX wykazala, ze sktadaja si¢ one z wapnia (22,74%), fosforu
(10,64%) oraz tlenu (66,62%). Sktad pierwiastkowy analizowanych struktur byt zatem silnie
zblizony do sktadu czystego chemicznie hydroksyapatytu (wapn — 35,84%; fosfor — 18,25%);
tlen — 45,91%). pH s$rodowiska reakcji cechowato si¢ wysoka zmiennoscig w zaleznosci od
gatunku tworzacego biofilm, typu powierzchni oraz podtoza mikrobiologicznego, a takze od
stezenia sacharozy wprowadzonej do sztucznej §liny. Z powodu zaobserwowanej sekwestracji
kos$ci wysungtem hipoteze, ze obecnos¢ biofilmu przektada¢ si¢ moze na ubytek (masowy i
objetosciowy) kosci 0raz na zmiang jej geometrii. W celu parametrycznego potwierdzenia tej

hipotezy zastosowatem technikg mikrotomografii komputerowej.
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Ryc.4. Zdolnos¢ drobnoustrojéow rosnacych w postaci biofilmu do destrukcji

i re-modelowania tkanki kostnej, w tym hydroksyapatytu. A - komoérki C. albicans
uszkadzajace powierzchni¢ hydroksyapatytowa. Strzatki niebieskie wskazuja na zmiany
strukturalne (wglebienia) w powierzchni HA, strzatki zielone — uszkodzone fragmenty HA.
B — biofilm P. aeruginosa pokrywajacy kos¢ zuchwy szczura. Strzatka niebieska —odtaczony
od kosci fragment o skladzie chemicznym wskazujacym na zawarto$¢ hydroksyapatytu
wypchnigty na zewnatrz struktury biofilmu; strzatki czerwone — zniszczone fragmenty kosci.
C - zmiany ksztattu kosci na skutek aktywnosci biofilmu S. aureus — kolor zielony wskazuje
na obszary, ktére nie ulegly istotnej zmianie; kolor niebieski wskazuje na obszary, ktore
ulegly zapadnigciu; kolor czerwony wskazuje na obszary, ktore ulegly uwypukleniu.
D — model mechanizmu prowadzacego do sekwestracji kostnej na skutek aktywnosci
drobnoustrojow. 1 — adhezja drobnoustrojow planktonicznych do powierzchni kosci;
2 — tworzenie biofilmu na powierzchni kosci; 3 — usuwanie fragmentu kostnego z zaglebienia;
4 — wniknigcie biofilmu w glab tkanki i1 postepujaca sekwestracja kosci. Rycina powstala

przez zlozenie Ryc. 7,10,12,13, dolaczonej publikacji H-5.
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Analiza kosci zuchwy szczurow, pokrytej przez okres 30 dni biofilmem gronkowca ztocistego
wykazala istotny statystycznie w porownaniu do probek kontrolnych ubytek objetosci
wynoszacy 20.1742.93% (p<0.05, ANOVA) oraz 3-krotnie wyzszy $redni poziom zmian
geometrii ko$ci w poréwnaniu do jatowej kosci inkubowanej przez 30 dni w ptynnej pozywce
mikrobiologicznej (98.16 um a 28.5um, odpowiednio) [Ryc.4C]. Uzyskane w pracy H-5
wyniki pozwolity mi na stworzenie modelu wykazujacego sposob, w jaki biofilm wnika w
glab kosci chronige si¢ przed aktywno$cig ukladu immunologicznego oraz aktywnoscia

antybiotykow [Ryc.4D].
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[H-6] Sedghizadeh P, Shuting S, Junka AF, Richard E, Sadreraf K, Mahabady S,
Bakhshalian N, Tjokro N, Bartoszewicz M, Oleksy M, Szymczyk P, Lundy M, Neighbors J,
Russell M, McKenna K, Ebetino FE: Design, synthesis, and antimicrobial evaluation
of a novel bone-targeting bisphosphonate-ciprofloxacin conjugate for the treatment
of osteomyelitis biofilms Journal of Medicinal Chemistry 2017 Vol.60 no.6; s.2326-234
(IF: 6.253; MNiSW: 45 pkt.)

Dane przedstawione w pracy H-5 wskazujg na olbrzymig plastyczno$¢ oraz wysoka zdolnos¢
adaptacyjng biofilméw wywotujacych zakazenia kosci oraz konieczno$¢ implementacji teorii
oraz metodyki analiz biofilmu do projektowania oraz tworzenia skutecznych w zwalczaniu
infekcji kosci rozwigzan terapeutycznych. Jednym z podstawowych probleméw, dla ktorych
zdecydowana wigkszo$¢ stosowanych klinicznie antybiotykow charakteryzuje si¢ niska
skutecznoscig w zwalczaniu zakazen tego typu jest ich niska zdolno$¢ penetracyjna i niskie
powinowactwo do tkanki kostnej. W  publikacji H-6 bedacej efektem analiz
miedzynarodowego zespolu badawczego, do rozwiazania wyzej wzmiankowanego
problemu wykorzystano wysokie powinowactwo zwigzkéw chemicznych -
bisfosfonianow do skladnika mineralnego kosci, hydroksyapatytu. Bisfosfoniany sg
stabilnymi chemicznie pochodnymi pirofosforanéw, ktorych dwie grupy fosforanowe
polaczone sg wigzaniem estrowym. Co istotne dla omawianych zagadnien, bisfosfoniany,
ktore nie ulegng retencji (zwigzaniu) w ukltadzie kostnym sg usuwane z ukladu krazenia
i wydalane wraz z moczem [26]. W badaniu H-6 grupa chemikéw wchodzacych w sktad
interdyscyplinarnego 1 wieloosrodkowego zespotu badawczego za pomoca metod
zaawansowanej syntezy chemicznej zsyntetyzowata koniugat, w ktorym antybiotyk
ciprofloksacyna oraz osteoadsorbcyjny bisfosfonian polaczone zostaly czgsteczka
karbaminianowego tacznika (,linkera”) [Ryc. 5]. Wykorzystujac wysokie powinowactwo
bisfosfonianu do czasteczek hydroksyapatytu, zwiazek hybrydowy dociera i taczy si¢ z
powierzchnig ko$ci. Jak wykazatem w pracy H-4 oraz H-5 obecno$¢ biofilmow na
powierzchni kosci koreluje z wartosciami pH odbiegajagcymi od oboj¢tnego. Prowadzi to do
zerwania wigzan tworzonych przez pH-labilny tacznik i uwolnienie si¢  antybiotyku
bezposrednio w miejscu infekcji. W celu potwierdzenia skutecznosci koniugatu in vitro
wykorzystalem modele badawcze stworzone dla potrzeb badan H-4 i H-5 oraz technike
opracowang przeze mnie specjalnie do celow omawianego projektu, w ktorej sferyczne ziarna
hydroksyapatytowe o srednicy 100 um poddawatem mieszaniu magnetycznemu w zawiesinie
zawierajacej S. aureus, P. aeruginosa lub Aggregatibacter actinomycetemcomitans (bakteria

wywolujaca agresywne zapalenia przyzebia) prowadzac do wytworzenia biofilmu na ich
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powierzchni. Nast¢pnie do srodowiska reakcji wprowadzalem koniugat i oceniatem jego
aktywno$¢ przeciwbiofilmowa. W odrebnym ukladzie eksperymentalnym wprowadzatem
koniugat do jalowych mikrobiologicznie ziaren HA, a nastgpnie tak zmodyfikowane
powierzchnie wprowadzalem do zawiesin zawierajacych komorki planktoniczne wybranych

gatunkéw drobnoustrojow.
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Ryc.5. Mechanizm aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej koniugatu bisfosfonian-
ciprofloksacyna. Sktadowe koniugatu: 1 — ciprofloksacyna; 2 — tacznik karbaminianowy;
3 — bisfosfonian potaczony z hydroksyapatytem. 4,5 — komorki planktoniczne i biofilm
tworzony przez drobnoustr6j, odpowiednio. 6 — destabilizacja i zerwanie wigzan taczacych
antybiotyk 1 bisfosfonian; uwolniona z koniugatu ciprofloksacyna redukuje liczbe

drobnoustrojow w formie planktonicznej (7) oraz biofilmowej (8). Rycina wlasna.

Uzyskane przeze mnie wyniki in vitro wykazaty w obu uktadach badawczych wyzsza
skuteczno$¢ koniugatu w porownaniu do macierzystego antybiotyku — ciprofloksacyny.
Pozwolity takze na wykazanie, ze polgczony z antybiotykiem bisfosfonian zachowat
powinowactwo do hydroksyapatytu. Zaobserwowana niska aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa koniugatu wzgledem Dbiofilmu utworzonego na powierzchni
polistyrenowej pozwolita na wysnucie hipotezy, ze czgsteczka ta potrzebuje polgczenia
z hydroksyapatytem do prawidtowego (zalozonego) dziatania przeciwdrobnoustrojowego.
Uzyskane przeze mnie wyniki dotyczace aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej koniugatu
znalazly odzwierciedlenie w przeprowadzonych (przez prof. Sedghizadeha i wsp. w ramach
tego samego projektu) badaniach na modelu zwierzecym, w ktorym takze wykazano wyzszg

zdolno$¢ koniugatu do redukcji miana bakteryjnego w poréwnaniu do antybiotyku
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macierzystego ciprofloksacyny (Fig.11 oraz 12 zalaczonej pracy H-6). Kolejnym
znaczacym osiggnieciem z przeprowadzonego badania, a ktére wysnuto na podstawie
wykonanych przeze mnie badan mikrobiologicznych, bylo zaobserwowanie faktu, ze
karbaminianowy tgcznik ulega rozerwaniu nie tylko w niskim (jak zaktadano) pH, ale takze w
pH o wartosci powyzej 7,0. Bioragc pod uwage budowe chemiczng tgcznika nalezy zatem
zalozy¢, ze za zerwanie jego wigzan odpowiedzialne sg enzymy drobnoustrojow. Uzyskane
wyniki stanowig istotny wklad w obiecujacy kierunek badan, jakim jest celowane
dostarczenie leku w miejsce infekcji kosci. W chwili obecnej nasz wicloosrodkowy zespot
kontynuuje badania nad tymi zagadnieniami, a zespot polski, ktorego pracg Kkieruje,
przeprowadza testy in vitro z wykorzystaniem koniugatoéw zawierajagcych nowe typy

tacznikow oraz inne niz ciprofloksacyna antybiotyki macierzyste (mi¢dzy innymi tedizolid).
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4.4. Podsumowanie

Zakazenia ran oraz ko$ci stanowig powazny problem wspotczesnej medycyny. Prowadza
do znacznego pogorszenia sprawnosci fizyczno-ruchowej pacjentéw, bolu, spadku statusu
socjo-ekonomicznego, a nie leczone w sposob wilasciwy do powaznych powiktan — amputacji
konczyn a nawet §mierci. Wysoka zdolno$¢ adaptacyjna biofilmoéw oraz ztozono$¢ procesow
zachodzacych na skutek interakcji drobnoustrojow z tkankami ciata pacjenta sprawiaja, ze
konieczne jest poszukiwanie wiedzy i metod mogacych rozwingé si¢ w nowe sposoby
i schematy diagnostyki i leczenia zakazen ran oraz kosci wywotanych przez drobnoustroje w
formie biofilmowej. W pracach wchodzacych w sklad osiagniecia wykazatem mozliwo$¢
wykorzystania wysiecku jako materiatu diagnostycznego w badaniach metabolicznych
stuzacych szybkiemu wykryciu ztozonych spotecznosci drobnoustrojow infekujacych rany
przewlekte [praca H-1]; zaproponowalem metod¢ za pomoca ktérej mozna w sposob
powtarzalny, wiarygodny i ekonomicznie optacalny dokona¢ wyboru opatrunku w celu
usunigcia biofilmu z ran przewlektych [H-2]; wykazalem uzyteczno$¢ wirujacego pola
magnetycznego do podnoszenia aktywnosci bojczej antyseptykéw 1 antybiotykow wzgledem
biofilméw tworzacych si¢ ranach przewlektych [H-3]; nastgpnie wykazatem, ze biofilmy sg w
stanie dokonywac¢ uszkodzen w mineralnej sktadowej kosSci, hydroksyapatycie [H-4],
oszacowalem potencjalny rozmiar i znaczenie tego zjawiska dla w patogenezy kosci
1 mozliwosci eradykacji biofilmu z jej powierzchni [H-5], a takze wykazatem za pomoca
stworzonych przeze mnie modeli badawczych wysoka aktywno$¢ przeciwbiofilmowa
zawierajacego bisfosfonian koniugatu zdolnego do 1aczenia si¢ z ko$cig 1 uwalniania ze
swojej struktury czasteczki antybiotyku w obecno$ci drobnoustrojéw planktonicznych
i zadherowanych [H-6]. Wyniki prac wchodzacych w sktad osiggniecia habilitacyjnego stuza
zatem udzieleniu rozwigzan/odpowiedzi na palace w znaczeniu potrzeby klinicznej problemy
dotyczace diagnostyki 1 leczenia infekcji wywolanych przez biofilmy ran przewleklych

1 kosci.
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6 . Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

6. 1. Analiza dorobku naukowego niewchodzacego w sktad osiggniecia

Poza pracami wchodzacymi w sktad osiggniecia habilitacyjnego jestem takze autorem lub
wspotautorem:

. 48 prac oryginalnych, w tym 31 prac z ministerialnej listy ,,A” czasopism

punktowanych. W 10 z nich jestem pierwszym autorem, a w 5 z nich jestem drugim
autorem.

 Jestem takze autorem 17 prac do$wiadczalnych opublikowanych w czasopismach

Z ministerialnej listy ,,B” czasopism punktowanych (posiadajacych pkt. MNiSW).

»  Ponadto, jestem autorem 26 prac przegladowych/pogladowych, w tym 25 z ministerialnej

listy ,,B” czasopism punktowanych (w 14 z nich autorem pierwszym/korespondencyjnym, a
takze 1 pracy przegladowej opublikowanej w czasopi$mie z listy ministerialnej A, Frontiers
in Pharmacology (IF=3,831).

» Jestem takze autorem 2 rozdziatbw w monografiach oraz 57 streszczen zjazdowych
miedzynarodowych (14) i krajowych (37) opublikowanych w formie abstraktow lub
suplementow W czasopismach z listy ministerialnej A oraz B

Liczba punktow MNSiW i Impact Factor uzyskanych za prace niewchodzace w sktad
osiagniecia naukowego opisanego w pkt.4 autoreferatu to:

a) przed doktoratem:

322 pkt. MNiSW; Impact Factor = 13,646

b) po doktoracie:

654 pkt. MNiSW; Impact Factor = 47, 05

| NIWOrS YIS Madyesny Wy y\’.a'lwru
KATEDRA | ZAKLAD MIKROBIOLOGH
FARMACEUTYCZNEJ | PARAZYTOLOGH

{,")\d:unk:
W
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6.2. Kierunki badan naukowych w dotychczasowej dzialalno$ci naukowej niewchodzace

w sklad osiagniecia

Tematyka moich badan, ktore nie wchodzg w sktad osiggni¢cia habilitacyjnego, oscyluje
wokot zakazen zwigzanych z obecnoscig biofilmu, sposobami ich wykrywania, zapobiegania
oraz usuwania. Gtéwne nurty badan przedstawilem w sposdb obrazowy na Rycinie 6,

a opisatem szczegdtowo w pkt. 6.2.1 oraz 6.2.2

—{ Kierunki badan przed i po uzyskaniu stopnia doktora }

Rozwoj przysztych | Zwalczanie biofilmu | Biofilm tworzony na Zastosowanie
metod wykrywania powierzchni kosci bakteryjnej celulozy do
biofilmow celéw medycznych oraz
- biotechnologicznych
— Antyseptyki siczny
ladrowy Rezonans
I Wplyw
Magnetyczny d .. ;
robnoustrojow Bakteryjna
" | opatnek
> -
P kosci opatrunek
Metody
impedancyjne
Interakcje: Bakteryjna
powierzchnie celuloza jako
kostne—\ekl-. noénik
drobnoustroje drobnoustrojow
Bakteryjna
celuloza jako
nosnik
enzymow

Ryc.6. Gléwne Kkierunki badan niewchodzacych w sklad osiggniecia habilitacyjnego.

Rycina wlasna.
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6.2.1. Osiagniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora:

Poczatek mojej drogi naukowej wigze si¢ z podjeciem pracy w Katedrze 1 Zakladzie
Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu w roku 2008, kiedy
zostalem wigczony do pracy zespotu dr n. med. (obecnie dr hab.n.med.) Marzenny
Bartoszewicz. Poczatkowo wykonywatem badania molekularne, takie jak tancuchowa reakcja
polimerazy PCR i elektroforeza w pulsujacym polu elektrycznym PFGE (ang. Pulse Field Gel
Electophoresis) w ramach analiz stuzagcych  wykrywaniu  szpitalnych  ognisk
epidemiologicznych [1, 2] oraz diagnostyki istotnych klinicznie patogenow [3, 4] lub ich
czynnikow zjadliwosci [5]. Badania tego typu wykonywatem takze w poOzniejszym czasie
[6, 7, 8, 9], jednak kontakt =z klinicystami pracujagcymi we wroclawskich szpitalach
uswiadomil mi znaczenie oraz role, jakg odgrywaja w patogenezie zakazen biofilmy tworzone
przez drobnoustroje. Postanowitem dlatego skupi¢ si¢ na zagadnieniach szybkiego
wykrywania oraz zapobiegania infekcjom zwigzanym z obecnos$cig biofilmu (a wraz z
uplywem lat zawezilem tematyke swoich prac badawczych do analiz zwigzanych z
obecnoscig biofilmu w ranach oraz kosciach).  Zainspirowany danymi wykazujacymi, ze
usunigcie dojrzatego biofilmu z ciata pacjenta jest zadaniem obarczonym wysokim ryzykiem
niepowodzenia terapeutycznego oraz wystgpienia niepozadanych efektow ubocznych,
wzigtem udziat w badaniach majacych na celu okreslenie aktywnosci przeciwbiofilmowe;j
peptydow Camel oraz Citropina wzglgdem biofilmow tworzonych przez drobnoustroje
izolowane z kieszonek zebowych. Wyniki tych prac wykazaty niezwykle wysoka tolerancje
bakteryjnego biofilmu na zastosowane $rodki [10,11]. Podobne rezultaty uzyskane zostaty w
pracach dotyczacej wptywu makrolidow na biofilm Klebsiella pneumoniae [12,13]. Zespot,
ktérego bytem cztonkiem, przeprowadzil nastgpnie badanie majace na celu poznanie przyczyn
wysokiej opornosci biofilmu K. pneumoniae tworzonego na réznego rodzaju cewnikach na
stosowane klinicznie $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Wyniki wykazaly, ze zdolno$¢
K. pneumoniae do tworzenia biofilmu na cewnikach w wigkszym stopniu zalezy od rodzaju
powierzchni cewnika niz od, jak uprzednio sadzono, typu posiadanych przez nie fimbrii [14].

Kolejne zadanie badawcze, w ktorym bratem udzial, w duzym mierze wptyngto na
uksztattowanie moich po6zniejszych zainteresowan naukowych. Dotyczylo ono zastosowania
nowoczesnego  antyseptyku, dichlorowodorku oktenidyny, w leczeniu infekcji
mig$niowo-szKieletowych. Uzyskane rezultaty wskazywaly na wysokg skutecznos¢ tego
miejscowo dziatajacego $Srodka przeciwdrobnoustrojowego na czynniki etiologiczne wyzej

wzmiankowanych typow zakazen [15]; podobne rezultaty — wysoka aktywno$é
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przeciwbiofilmowsg dichlorowodorku oktenidyny w poréwnaniu do innych antyseptykow
uzyskane zostaly wzglgdem biofilméw K. pneumoniae [16], gronkowcow
koagulazo-ujemnych [17], gronkowcow ztocistych i P. aeruginosa izolowanych z ran
przewlektych [18, 19].

Dzieki mojemu udzialowi w wyzej przytoczonych pracach badawczych dotyczacych
aktywnos$ci przeciwbiofilmowej antyseptykéw, w roku 2012 zostatem wiaczony do Grupy
Eksperckiej Polskiego Towarzystwa Leczenia Ran. Efektem pracy grupy byto opublikowanie
ogolnopolskich wytycznych postepowania miejscowego oraz ogdlnego w ranach objetych
procesem infekcji [20]. Opracowanie danych pi$miennictwa oraz kontakt z klinicystami po
raz kolejny uswiadomit mi, ze konieczne jest wdrozenie nowych metod diagnostyki biofilmu
— zanim osiagnie on swoja dojrzata, niezwykle cigzka do usunigcia, postac. Efektem moich
badan byla praca, w ktorej wykazatem przydatno$¢ komercyjnie dostgpnego aparatu
xCelligence do wykrywania tworzenia biofilmu w czasie rzeczywistym. Sktadajacy si¢ z
elektrod czujnik aparatu wykrywa zaktocenia pola elektrycznego, ktérych powodem jest
obecnos¢ czastek roznej etiologii w zawiesinie (zjawisko impedancji elektrycznej). Zatozylem
1 wykazalem, ze aparat xCelligence moze by¢ wykorzystywany do monitorowania tworzenia
biofilmu gronkowca ztocistego [21]. Praca, ktorg opublikowatem, pozwolita na
wykorzystanie aparatu xCelligence do analiz zwigzanych z biofilmem takze przez inne grupy
badawcze. Bylta to takze moja pierwsza, posiadajaca wspolczynnik wptywu, praca, w ktorej
bytem pierwszym autorem.

W innym artykule, ktorego tematyka roéwniez dotyczyla przysztych narzedzi shuzacych
szybkiemu wykrywaniu biofilmu, wykorzystatem do tego celu technike Magnetycznego
Rezonansu Jadrowego. Wykazalem wraz z zespolem Katedry Chemii Bioorganicznej
Politechniki Wroctawskiej, ze za jego pomoca mozliwe jest wykrycie, w ciggu kilku godzin
od momentu pobrania probki, obecnosci specyficznych dla biofilmu gronkowca ztocistego
metabolitow - zardwno wydzielanych na zewnatrz komorek bakteryjnych (footprint
metaboliczny), jak i tych znajdujacych si¢ w ich wnetrzu (fingerprint metaboliczny) [22].

W roku 2012 nawigzalem wspotpracg z innym zespotem z Politechniki Wroctawskiej, ktory
pod kierunkiem dr Patrycji Szymczyk zajmowat si¢ projektowaniem i wytwarzaniem struktur
materialowych majacych znalez¢ zastosowanie jako nowoczesne implanty kostne. W roku
2013, jako drugi autor pracy wykazalem, ze oczyszczenie uzyskanej powierzchni
tytanowo-glinowo-niobowej implantu kwasem azotowym i fluorowodorem (jest to
standardowa procedura postprodukcyjna majaca na celu usunigciu drobnych ziaren stopu

z Dbiomaterialu) przektada si¢ na zmniejszenie zdolnosci gronkowca zlocistego
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(ktory jest gtownym czynnikiem etiologicznym infekcji zwigzanych z obecno$cig implantu
oraz gldbwnym czynnikiem etiologicznym infekcji ko$ci) do tworzenia biofilmu na
analizowanych powierzchniach [23]. Wspotpraca ze wzmiankowanym zespotem badawczym
data mi mozliwo$¢ wytwarzania i wykorzystywania do analiz struktur hydroksyapatytowych
(min. krazkow o wysokiej gtadkosci, ktore stuzyly jako powierzchnia do formowania si¢
biofilmu w szeregu moich pdzniejszych prac, w tym H-4, H-5, H-6, wlaczonych do
osiagnigcia habilitacyjnego). W roku 2013 opublikowalem (jako drugi autor) prace dotyczaca
efektu wywieranego przez pamidronat (lek przeciwko osteoporozie) na zdolno$¢
drobnoustrojow do tworzenia biofilmu na hydroksyapatycie [24]. Wraz z dr hab., lek.med.
Marcinem Kosem wykazaliSmy za pomoca analiz in silico (modelowanie molekularne),
mikrobiologicznych (hodowla biofilméw na krazkach hydroksyapatytowych), analiz
obrazujacych (mikroskopia elektronowa) istotnie wyzsza zdolno$¢ S. aureus i P. aeruginosa
do tworzenia biofilmu na hydroksyapatycie zawierajagcym pamidronat w porownaniu do
hydroksyapatytu nie zawierajacego bisfosfonianu. Przyczyna wzmiankowanej r6znicy byta
budowa pamidronatu, ktoérego czasteczka zawierajaca aktywne chemicznie reszty wystaje
znad sieci tworzonej przez hydroksypatyt dostarczajac bakteriom dodatkowych miejsc
umozliwiajagcych im adhezj¢ i silne przyleganie do powierzchni. Wyniki naszych badan
rzucaly nowe S$wiatlo na jednostke chorobowa okre$lang mianem martwicy zuchwy
wywotanej przez stosowanie bisfosfonianéw (ang. Bisphosphate-Related Osteonecrosis of
Jaw, BROJ). Do chwili obecnej nasza praca byla cytowana 20 razy przez autorow
publikujacych wyniki swoich badan w miedzynarodowych czasopismach o wysokim
wspotczynniku wptywu. Nalezy nadmieni¢, ze w trakcie przeprowadzonych badan [24]
zaobserwowalem liczne zjawiska 1 interakcje migdzy drobnoustrojami a hydroksyapatytem,
ktore analizowatem nastgpnie w pracach H-4, H-5 wiaczonych do cyklu habilitacyjnego.
Opublikowanie wynikow tych prac zwrocito uwage zespotu z University of South California i
przyczynito si¢ do wlgczenia mnie do projektu, ktory zaowocowatl najistotniejszg z punktu
widzenia naukowego i aplikacyjnego z moich prac, czyli H-6.

P61 roku pdzniej obronitem prace doktorska [25].

W czasie przed obrong pracy doktorskiej, bylem autorem prac nie tylko doswiadczalnych, ale
takze przegladowych w jezyku polskim, majacych na celu przyblizy¢ Czytelnikom
zagadnienia zwigzane min. z antyseptykg ran przewlektych objetych procesem infekcyjnym
wywotanym przez drobnoustroje w formie biofilmowej [26,27] oraz z zasadami
prawidtowego cewnikowania moczowego [28], ptynoterapii [29], czy z powiklaniami w

antybiotykoterapii [30,31]. Zwienczeniem moich ambicji popularyzatorskich byto w tym
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czasie uzyskanie drugiej nagrody z rgk Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w konkursie
Forum Akademickiego ,,Skomplikowane i proste” za artykul popularno-naukowy dotyczacy

prowadzonych przeze mnie badan [32].

6.2.3. Osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

W roku 2014 zostalem asystentem, a w roku 2015 adiunktem w Katedrze i Zakladzie
Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. W tym czasie zdalem sobie sprawe z konieczno$ci stworzenia
prostego w wykonaniu testu in vitro mogacego okresli¢ przydatnos¢ stosowanych szpitalnie i
pozaszpitalnie antyseptykow w zwalczaniu biofilmow tworzonych przez drobnoustroje
izolowane z ran przewleklych. Stworzylem wigc test, ktory nazwatem B.O.A.T. (ang.
Biofilm-Oriented Antiseptic Test). Jego zaleta jest wysoka powtarzalno$¢ uzyskanych
wynikéw oraz mozliwo$¢ przeprowadzenia w kazdym laboratorium mikrobiologicznym,
nawet takim, ktore nie dysponuje zaawansowanym sprzetem badawczym. Do wykonania testu
B.O.A.T. potrzebne sa jedynie standardowe mikrotitracyjne ptytki 96-dotkowe, pipeta
automatyczna, tani oraz powszechnie stosowany barwnik, jakim jest chlorek tetrazoliowy
przeksztalcajacy si¢ w obecnosci zywych drobnoustrojow do czerwonego formazanu oraz
standardowe plynne pozywki mikrobiologiczne. Zasade dzialania oraz przyktad zastosowania
testu B.O.A.T. opublikowatem w prestizowym International Wound Journal. Do chwili
obecnej praca doczekala si¢ 12 cytowan w czasopismach z wspotczynnikiem wplywu oraz
cytowan w polskich czasopismach z listy ministerialnej B [33].

Po obronie doktoratu nie ustawata moja wspotpraca z zespotem dr Patrycji Szymczyk z
Politechniki Wroctawskiej wraz z ktorym opublikowaliémy szereg prac dotyczacych
wlasciwo$ci mechanicznych (wytrzymato$¢ mechaniczna, porowatos¢), mikrobiologicznych
(zdolnos¢ drobnoustrojow do tworzenia biofilmu na powierzchni implantdéw) oraz
biologicznych (ocena cytotoksycznosci wzglgdem osteoblastow 1 fibroblastow) nowo
projektowanych i wytwarzanych biomateriatow, gtéwnie stopdw magnezu oraz tytanu, niobu
i glinu [34, 35, 36, odpowiednio].

Kontynuowalem takze prac¢ nad zastosowaniem antyseptykow i opatrunkéw w leczeniu
zakazonych ran przewleklych. Wszedlem mi¢dzy innymi w sklad zespotu
przeprowadzajacego badanie kliniczne na pacjentach cierpigcych od infekcji owrzodzen
goleni leczonych opatrunkiem zawierajacym dichlorowodorek oktenidyny. Uzyskane wyniki

wykazaly wyzsze tempo gojenia o oraz szybsza redukcj¢ miana drobnoustrojow
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zasiedlajgcych/infekujgcych owrzodzen goleni w poréwnaniu do analogicznych parametrow
w grupie kontrolnej, ktorg stanowili pacjenci leczeni standardowo stosowanymi opatrunkami
[37]. Bratem takze udziat w badaniach in vitro nad poréwnaniem skutecznos$ci antyseptykow
do zwalczania biofilmu tworzonego przez gronkowce CNS [38], P. aeruginosa [39],
Enterococcus faecalis [40], K. pneumoniae [41]. Przydatnym z punktu widzenia klinicystow
wynikiem ptynacym z wyzej wzmiankowanych badan bylo wykazanie znikomej skutecznos$ci
antyseptykow zawierajacych mleczan etakrydyny wzgledem biofilméw badanych gatunkow
drobnoustrojéw oportunistycznych.

Po obronie doktoratu kontynuowatem takze badania nad zastosowaniem spektrometrow
impedancyjnych do wykrywania tworzenia si¢ biofilmu w czasie rzeczywistym
Ograniczeniem opisywanego juz [21] zastosowania aparatu impedancyjnego xCELLigence
byt brak dostepu do jego oprogramowania oraz waski zakres czestotliwosci przez niego
wykorzystywany. W roku 2015 wraz z dr inz. Konradem Chabowskim wykazatem wysoka
przydatnos¢ skonstruowanego na Politechnice Wroclawskiej aparatu impedancyjnego
do monitorowania in vitro wzrostu biofilmu P. aeruginosa w calym analizowanym spektrum
czestotliwoscei [42], a w roku 2017, Ze tanie czujniki wykonane w technologii PCB (ang.
printed circuit board) nadajg si¢ do tego celu lepiej niz czujniki wykonane w technologii
LCCC (ang. low temperature co-fired ceramics), co ma duze znaczenie dla potencjalnej
aplikacji wzmiankowanej technologii w przemysle medycznym czy biotechnologicznym [43].
Kontynuowatem takze badania nad szybka diagnostyka biofilmu - wzigtem min. udziat w
prowadzonych przez dr inz. Adama Zabka z Politechniki Wroctawskiej badaniach
dotyczacych metabolomu tworzonego przez grzyb z rodzaju Aspergillus, ktore pozwolity na
okreslenie profilu metabolitéw wydzielanych przez ten drobnoustrd; w formie biofilmowe;,
co stanowi podwaling pod kolejne analizy majace na celu identyfikacje potencjalnych
biomarkerow zakazenia zwigzanego z obecnoscig biofilmu Aspergillus [44].

Nie ustawaly takze moje badania prowadzone z dr hab. lek.med. Marcinem Kosem nad
wplywem bisfosfonianéw na zwiekszenie zdolnosci drobnoustrojéw do tworzenia biofilmu na
hydroksyapatycie kostnym. Badanie z roku 2015 poglebito analiz¢ wzmiankowanego
zjawiska o kolejne drobnoustroje, w tym S. mutans — bakteri¢ odpowiedzialng za prochnice
z¢bow. Badanie zostato wykonane w zaprojektowanym przeze mnie uktadzie przeptywowym,
ktorego zastosowanie mialo na celu wykazanie podwyzszonej sity adhezji drobnoustrojéw do
zmodyfikowanego bisfosfonianami (tym razem oprocz pamidronatu, uzyto takze klodronatu 1
zoledronatu) hydroksyapatytu w poréwnaniu do hydroksyapatytu niezmodyfikowanego.

Wyniki wykazaty, ze adhezja drobnoustrojow zwigkszona jest najsilniej w obecnosci
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pamidronatu, co zwigzane jest z obecnos$cig w tym leku uprotonowanej reszty aminowej
(ktorej brak w klodronacie i zoleodronacie), a ktora taczac si¢ dwoma dodatkowymi
wigzaniami  z  hydroksyapatytem tworzy silny punkt przyczepu (do struktur
powierzchniowych bakterii pamidronat laczy si¢ za pomocg reaktywnej czesci o tadunku
kationowym) [ 45].

Po zmianie miejsca pracy z Katedry Mikrobiologii Lekarskiej na Katedre Mikrobiologii
Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego bratem takze udzial w badaniach dotyczacych
aktywno$ci mikrobiologicznej i cytotoksyczno$ci nowych pochodnych 6-fenylo-1h-pyrrolo
[34-c] pirydyno-1,3-dionu oraz etylowanego kwasu askorbinowego [46, 47, odpowiednio].
Poszukujac nowych §rodkow stuzacych zapobieganiu i zwalczaniu infekcji wywotlanych przez
biofilm bakteryjny, podjatlem si¢ proby znalezienia biomaterialu mogacego shuzy¢ jako
zard6wno opatrunek na rany przewlekte, jak i ostona dla ko$ci zapewniajaca ochrone przed
drobnoustrojami 1 stymulujagca proces odbudowy tkanki kostnej oraz przyranne;j.
Przeprowadzona przeze mnie analiza pismiennictwa wykazata, ze najbardziej obiecujacym
polimerem mogacym stuzy¢ wyzej wymienionym zastosowaniom jest, produkowana przez
niepatogenny gatunek bakterii Komagateibacter xylinum, nano-celuloza (nalezy zaznaczy¢, ze
bakteryjna celuloza jest de-facto macierza biofilmowa K.xylinum]. Ten polimer tworzacy
kilu-kilkunastomilimetrowej grubos$ci maty, po usuni¢ciu z niego komorek bakterii, cechuje
si¢ wysoka zdolnos$cig do absorbcji wysicku, biozgodno$cia i niska cytotoksycznoscia a takze
wysoka elastycznos$ciag mogac stuzy¢ zaréwno jako opatrunek na rany, jak i w charakterze
oktadziny na kosci. Wykazatem, w pracy opublikowanej w czasopi$émie Carbohydrate
Polymers [48], zalezno$¢ migdzy okreslonymi sposobami usuwania komorek z bakteryjnej
celulozy a jej cytotoksyczno$cig wzgledem komorek kosciotworczych (osteoblastow) oraz
komorek odpowiadajacych za gojenie si¢ rany (fibroblastow), a takze poziomem wzbudzenia
komoérek makrofagowych. Wykazatem, Ze okreslone typy oczyszczenia prowadza do
uzyskania celulozy cechujacej si¢ niezwykle niska cytotoksyczno$cig oraz niepobudzajacej
makrofagdbw do produkcji reaktywnych form tlenu (ROS). Odkrycie to znalez¢ moze
zastosowanie w wytwarzaniu komercyjnie dostgpnych opatrunkoéw na rany, szczeg6lnie u
pacjentéw z ostabionym uktadem odpornosciowym [48]. We wspotpracy z zespotem dr hab.
Karola Fijatkowskiego z Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
przeprowadzitem takze badania nad tworzeniem bakteryjnej celulozy w obecnosci
wirujacego pola magnetycznego WPM. Badania prowadzone w ramach projektu NCBIR
Lider5, wykazaty, ze jego zastosowanie przektada si¢ na uzyskanie polimeru cechujacego si¢

znacznie Korzystniejszymi (w porownaniu do celulozy hodowanej w standardowych
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warunkach) wiasciwosciami predysponujagcymi je do stosowania min. w leczeniu oraz
profilaktyce zakazen ko$ci oraz ran [49, 50, 51, 52].

Wykazalismy takze, ze bakteryjna celuloza stuzy¢ moze jako no$nik dla czwartorzedowych
soli amoniowych 1 by¢ wykorzystana jako skuteczny opatrunek stuzacy eradykacji
gronkowcow — Staphylococcus epidermidis i S. aureus [53]. Dodatkowo, bratem udziat w
badaniach, w ktorych wykazano, ze bakteryjna celuloza moze stanowi¢ odpowiedni no$nik
dla lakazy, enzymu stosowanego migdzy innymi w przemysle biotechnologicznym,
kosmetycznym oraz farmaceutycznym [54]. Pewnym ograniczeniem w stosowaniu bio-
celulozy w przemysle sg stosunkowo wysokie koszty jej utrzymania. W roku 2018 wraz z
prowadzonym przez dr hab.inz. Karola Fijatkowskiego zespolem wykazalismy, ze
modyfikacja medium hodowlanego 1% dodatkiem olejow roslinnych prowadzi do uzyskania
500% wyzszej masy celulozy w jednym cyklu produkcyjnym w poréwnaniu do celulozy
uzyskanej w tradycyjnym medium. Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach zaproponowalismy
wyjasnienie tego zjawiska, ktore wedtug nas opiera si¢ na zlozonej interakcji miedzy cyklem
rozwojowym bakterii K. xylinus a oddziatywaniami fizyko-chemicznymi zachodzacymi
miedzy utworzong celulozg a Scianami zbiornika hodowlanego [55].

Podobnie, jak przed obrong doktoratu, takze i po niej, bytem autorem glownym oraz
wspotautorem prac przegladowych majacych przyblizy¢ Czytelnikom zagadnienia zwigzane z
skutecznos$cig antyseptykow stosowanych w réznych obszarach ciata pacjenta [56, 57, 58,59,
60, 61], biofilmu w ortopedii [62, 63], zastosowan bakteryjnej celulozy [64, 65, 66],
oporno$ci drobnoustrojow na antybiotyki [67, 68, 69], zastosowania metabolomiki do
wykrywania biofilmow [70] czy wykorzystania substancji aktywnych syntetyzowanych przez

rosliny w terapii zakazen [71].
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7. Podsumowanie zbiorcze

Za opisane powyzej osiaggni¢cia naukowe zostatem dwukrotnie uhonorowany nagrodami
indywidualnymi pierwszego stopnia JM Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
1 trzykrotnie przez Dziekan Wydzialu Farmaceutycznego za wyrdzniajgce si¢ osiggni¢cia
naukowe w grupie adiunktow. Moje do$wiadczenia naukowe znalazty réwniez uznanie w
migdzynarodowym i krajowym $rodowisku naukowym, o czym mogg $wiadczy¢ zaproszenia
do sporzadzania recenzji publikacji w takich prestizowych czasopismach, jak
Material& Design, BMC Microbiology, Wound Repair and Regeneration, PLOS ONE,
Therapeutic Delivery, Materials, Microbial Pathogenesis, Brazilian Journal of Microbiology,
Advances in Clinical and Experimental Medicine, Polish Journal of Microbiology.

Wyniki badan i dos$wiadczenie zwigzane z eradykacja biofilméw tworzonych przez
drobnoustroje patogenne, wykorzystuj¢ obecnie w rozpoczetym w roku 2018 projekcie OPUS
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki: Analiza mechanizmow zwigkszonej
efektywnosci  substancji  przeciwdrobnoustrojowych wzgledem biofilmu w obecnosci
wirujgcego pola magnetycznego. Zywie nadzieje, ze poznanie wyzej wzmiankowanych
mechanizmow pozwoli w dalszej perspektywie na poprawe stanu zdrowia pacjentow
cierpigcych na skutek aktywnos$ci biofilméw tworzacych si¢ w patogenezie zakazen ran

przewlektych i kosci.

l,v.!:.l“.."“:\‘: Muadyesny we Wroclawiu
KATEDRA | ZAKLAD MIKROBIOLOGH
FARMACEUTYCZNEJ | PARAZYTOLOGN
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8. Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego habilitanta

a) moj dorobek naukowy obejmuje tacznie 80 publikacji, z czego 31 przypada na okres przed
uzyskaniem stopnia naukowego doktora, a 49 po jego uzyskaniu.

b) jestem wspotautorem 1 patentu krajowego 1 1 krajowego zgloszenia patentowego.

c) na moj dotychczasowy dorobek sktada si¢ (szczegélowe dane przedstawione sg

w Zalacznikach 3a, 3b, 3c) :

- 54 oryginalnych prac tworczych, w tym 37 w czasopismach z listy JCR oraz 17 spoza listy
JCR,

- 26 artykuloéw przegladowych, w tym 1 w czasopismie z listy JCR,

- 52 doniesien 1 komunikatéw na konferencyjnych krajowych i zagranicznych,

- 1 przyznany patent krajowy,

- 1 krajowe zgloszenie patentowe (wystane do Urz¢du Patentowego),

d) warto$¢ bibliometryczna dorobku - suma punktow MNiSW za publikacje wedtug wykazu

czasopism naukowych MNiSW, zgodna z rokiem ukazania si¢ pracy — 1176
- przed obrong doktoratu: 322

- po obronie doktoratu: 854

e) sumaryczny IF zgodny z rokiem ukazania si¢ prac = 80,001

- przed obrong doktoratu: 13,646

- po obronie doktoratu: 66,364

Liczba cytowan moich prac (bez autocytowan) wedtug Web of Science wynosi:_151

wedlug bazy Scopus: 200

Srednia liczba cytowan prac, ktorych jestem autorem: 4,47/praca

Indeks Hirscha moich prac wedlug Web of Science wynosi:_7

wedlug bazy Scopus: 8

47



9. PiSmiennictwo do cze$ci 6 autoreferatu:

Prace opublikowane przed obronga doktoratu

1. Kasprzykowska U, Maczynska B, Szufharowski K, Smutnicka D, Czyzewska M, Przondo-
Mordarska A, Junka A. Kryteria analizy i zasady postepowania w przypadku ogniska
epidemicznego Klebsiella na oddziatach noworodkowych. Post.Neonatol. 2008; 2:71-75

2. Bartoszewicz M, Maczynska B, Junka A, Dalkowski P, Balicka S. The analysis of
epidemic outbreak of Staphylococcal Scalded Skin Syndrome caused by MSSA on
neonatologic ward. Pediatr.Pol. 2009; 84: 557-561

3. Maczynska B, Bartoszewicz M, Kasprzykowska U, Sozanska B, Junka A. Comparison of
the detectability of Mycoplasma pneumoniae infection in children using PCR and serological
methods: indirect immunofluorescence and enzyme immunoassays. Adv.Clin.Exp.Med.
2009;18(4): 337-344

4. Maczynska B, Skrzypek A, Kasprzykowska U, Morawska-Kochman M, Zalesska-Krecicka
M, Janczura A, Junka A, Bartoszewicz M. Investigation of Mycoplasma pneumoniae in the
upper respiratory tracts of children operated for adenoid hypertrophy.Adv.Clin.Exp.Med.
2009;18(5): 487-492

5. Janczura A, Maczynska B, Kasprzykowska U, Smutnicka D, Przondo-Mordarska A,
Junka A, Mokracka-Latajka G. Presence of enterotoxin genes in Klebsiella strains isolated
from children with diarrhea. Adv.Clin.Exp.Med 2009;8(3): 283-290

6. Kiibler-Kietb J, Vinogradova E, Ng W-I, Maczynska B, Junka A, Bartoszewicz M,
Zelazny A, Bennett J, Schneerson R: The capsular polysaccharide and lipopolysaccharide
structures of two carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae outbreak isolates.
Carbohydr.Res 2013;369:6-9

7. Janczura A, Smutnicka D, Junka A, Gosciniak G: The detection and expression of
enterotoxinencoding Ith gene among Klebsiella spp. isolated from diarrhea. Cent.Eur.J.Biol.
2013; 8(2):121-129

8. Maczynska B, Neumann K, Junka A, SmutnickaD, Secewicz A, Bartoszewicz B,
Wojkowska-Mach J, Sekowska A, Gospodarek E, Burdynowski K: Analiza cech
warunkujgcych selekcje i przezywalnosé w srodowisku szpitalnym u szczepow Klebsiella
izolowanych z ognisk epidemicznych. Forum Zakaz. 2013;4(2): 77-97

9. Johnson JR, Clermont O, Johnston B, Clabots C, Tchesnokova V, Sokurenko E, Junka AF,
Maczynska B, Denamur E. Rapid and specific detection, molecular epidemiology, and
experimental virulence of the O16 subgroup within Escherichia coli sequence type 131
J.Clin.Microbiol. 2014; 52 (5): 1358-1365

10. Bartoszewicz M, Smutnicka D, Junka A, Kamysz E, Maczynska B, Kamysz W:
Aktywnos¢ bakteriobojcza dichlorowodorku oktenidyny i syntetycznych peptydow: citropiny
1.1, Camel, Palm-KK w stosunku do tworzqcej biofilm tlenowej flory izolowanej z kieszonek
zgbowych - doniesienie wstgpne. Sepsis 2009;2(4): 233-235

11. Kittel L, Kamysz E, Bartoszewicz M, Junka A, Smutnicka D, Maczynska B, Kamysz W,
Kittel M.: Biofilm infekcyjny i ptytka bakteryjna w zapaleniu przyzebia i tkanek
okotowierzchotkowych: procedury zabiegowe i okotozabiegowe ograniczajace rekolonizacje -
wyniki badan. Sepsis 2009;2(4): 237-240
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12. Maczynska B, Smutnicka D, Junka A, Janczura A, Bartoszewicz M. Wphw makrolidow
na tworzenie biofilmu u pateczek z rodzaju Klebsiella. Sepsis 2009;2(4): 231-232

13. Maczynska B, Kania A, Junka A, Smutnicka D, Bartoszewicz M,, Janczura A, Nowicka
J, Secewicz A, Kondak K.: Wplyw erytromycyny na tworzenie biofilmu przez kliniczne
szczepy Klebsiella na cewnikach moczowych. Sepsis 2010;3(5): 323-332

14. Maczynska B, Smutnicka D, Przondo-Mordarska A, Bartoszewicz M, Junka A, Janczura
A, Nowicka J. Biofilm formation by clinical Klebsiella strains expressing various types of
adhesins on catheters made of different materials. Adv.Clin.Exp.Med 2010;19(4): 443-453
15. Krzeminski M, Bartoszewicz M, Czarniak E, Gregorowicz-Warpas D, Maczynska B,
Junka A. The use of octenidine dihydrochloride in the treatment of musculoskeletal infections
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