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Szybka i wiarygodna identyfikacja drobnoustrojow to jeden z najskuteczniejszych sposobéw ograniczania
szkod wywotywanych przez infekcje, oceny bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywno$ci 1 linii
produkcyjnych oraz poszukiwania nowych szczepoéw do zastosowan komercyjnych. Techniki identyfikacji
mikroorganizméw oparte na testach biochemicznych sa czasochtonne i pracochtonne, a czesto
niewystarczajagce do rozréznienia gatunkéw podobnych fenotypowo. Obecnie ,ztotym standardem”
w identyfikacji mikroorganizméw jest technika sekwencjonowania 16S rRNA, ktéra charakteryzuje sie
wysokg czuloscig, wiarygodnoscia i odtwarzalnosdcig, jednak jej gtownym problemem jest dlugi czas
potrzebny do uzyskania wyniku oraz wysoki koszt analizy®. W ostatnich latach coraz wigkszy nacisk kladzie
si¢ na poszukiwanie nowoczesnych, niezawodnych, a jednocze$nie szybkich metod wykrywania
drobnoustrojow. Do takich metod zaliczy¢ mozna technike MALDI MS, w ktorej identyfikacja odbywa si¢
na podstawie profilowania proteomu i pordwnywania z komercyjnie dostepnymi bazami danych®. Jednak
w przypadku blisko spokrewnionych gatunkow identyfikacja czgsto bywa nieprecyzyjna, a uzyskiwany
wynik jest w duzej mierze zalezny od przygotowania probki (dobor matrycy, ilo$¢ materiatu natozonego na
plytke), a takze posiadanego instrumentu (rézne bazy danych zalezne od producenta)®. Metoda analityczna,
ktora zapewnia duza powtarzalno$¢ wynikow jest technika magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)".
Technika ta jest stosowana w badaniach metabolicznych? i lipidomicznych®, jak rowniez do poszukiwania
specyficznych biomarkerow chorobowych®. Podjeto réwniez proby zastosowania metody NMR do
identyfikacji mikroorganizméw, jednak badania te dotychczas opieraty si¢ na detekcji charakterystycznych
produktéw metabolizmu wydzielanych przez bakterie do moczu w przypadku bakterii powodujacych
zakazenia drég moczowych’ lub metabolitow wydzielanych do pozywki hodowlanej®. W jednej z prac
podjeto takze probe rozrdznienia szczepoéw Bacillus cereus wyizolowanych z roéznych $rodowisk na
podstawie widm NMR™. W powyzszych przypadkach stosowano jedynie metode 1H NMR oraz wylacznie
w odniesieniu do metabolitow.

Celem projektu jest sprawdzenie mozliwoSci zastosowania roznych wariantéw techniki NMR do
rozrézniania wybranych gatunkoéw bakterii waznych z punktu widzenia zdrowia cztowieka — cztery gatunki
patogenne, gram ujemne: Citrobacter freundii i Citrobacter braakii oraz Escherichia coli i Shigella flexneri,
jak rowniez cztery probiotyczne, gram dodatnie: Lactobacillus casei i Lactobacillus paracasei oraz
Streptococcus salivarius i Streptococcus vestibularis na podstawie profilowania lipidomicznego. Bakterie
dobrano parami, ze wzgledu na trudnosci w ich rozréznieniu metodami biologii molekularnej i MALDI®*,
Dla kazdego gatunku zostanie wykonana ekstrakcja lipidowych sktadnikéw komoérkowych metoda Folcha®,
dzigki ktorej zostanie rozdzielona frakcja polarna od niepolarnej. Rozpuszczalnik z frakcji polarnej zostanie
odparowany na suszarce prozniowej, a wyekstrahowane zwigzki ponownie rozpuszczone w deuterowanym
rozpuszczalniku. Wszystkie probki zostang przygotowane w trzech powtorzeniach. Dla tak przygotowanych
roztwor6w zostana zarejestrowane widma 1H, 13C oraz 31P na spektroskopie NMR Bruker Avance 11 700
MHz dostepnym w Pracowni Analiz Instrumentalnych na Wydziale Chemii UMK. Uzyskane wyniki beda ze
soba pordwnywane za pomoca narzedzi statystycznych dostepnych na platformie MetaboAnalyst'®. Metody
takie jak analiza sktadowych glownych (PCA), analiza dyskryminacyjna metoda czgsciowej regresji
najmniejszych kwadratow (PLS-DA), czy ANOVA postuza do okreslenia czy za pomocg zastosowanej
metodyki istnieje mozliwos$¢ catkowitego odroznienia badanych mikroorganizméw, a takze do wyboru
sygnaldw najbardziej roznicujgcych porownywane widma. Mikroorganizmy beda ze sobg pordéwnywane w
zaproponowanych parach, jako blisko ze sobg spokrewnione, a takze w poréwnaniu do bardziej odleglych
genetycznie pozostalych szczepow. Dla sygnatow najbardziej réznicujacych widma zostanie
przeprowadzona wielowymiarowa analiza przy wykorzystaniu krzywej ROC celem okreslenia mocy
dyskryminacyjnej metody odrdzniania bakterii. Jako metoda referencyjna identyfikacji mikroorganizmow
zastosowana bedzie technika MALDI z wykorzystaniem spektrometru mas Bruker microflex LT oraz bazg
danych Biotyper, dostepna w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii UMK.

Wedhlug mojej najlepszej wiedzy, podobne badanie nie zostalo dotychczas przeprowadzone. Wazne jest
zatem sprawdzenie mozliwo$ci zastosowania réznych wariantow techniki NMR do rozr6znienia bakterii na
podstawie profili lipidomicznych.

Rezultaty planowanego dziatania badawczego zamierzam opublikowaé w czasopiSmie o zasiggu
mi¢dzynarodowym z listy JCR.
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