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Mikroprzeptywy oparte na kroplach zrewolucjonizowaly dziedzing biologii miedzy innymi
poprzez wprowadzenie emulsyjnej reakcji tancuchowej polimerazy (droplet digital PCR) oraz
sekwencjonowania genomu pojedynczych komorek. Wysoka przepustowos¢ oraz mozliwos¢
powtarzania réwnoleglego generacji kropel, manipulacji kroplami oraz ich detekcji sprzyja
wprowadzaniu ciekawych innowacji w analizie bakterii oraz tworzeniu nowych metod ich
diagnostyki. Mate objetosci kropli (pikolitry, nanolitry) sprzyjaja szybszej detekcji bakterii w
poréownaniu do standardowych kultur bakteryjnych hodowanych w znacznie wigkszych
objetoéciach (mililitry) ze wzgledu na szybkie zaggszczenie kropli nowymi komérkami,
produktami metabolizmu lub wydzielanymi molekutami. Mikroprzeptywy kroplowe biorg
udzial w usprawnieniu technik identyfikacji i precyzyjnego liczenia bakterii, badania
wrazliwoséci na dzialanie substancji antybakteryjnych (antimibrobial susceptibility testing,

AST) oraz analizy fenotypowej i genotypowej heterogenicznosci odpowiedzi populacji

bakterii na antybiotyki. Metody te pomagaja w walce z opornoscig oraz heteroopornocia

bakterii oraz pozwalaja na zglebienie mechanizméw ich powstawania. Tradycyjne
fenotypowe metody AST (detekcja wzrostu bakterii w obecnosci antybiotyku), na przykiad
metoda mikrorozcienczenn oraz E-test oparte s3 na wyznaczeniu minimalnego stezenia
inhibitujacego (MIC) wzrost bakterii. Metody te sg wygodne i fatwe w uzyciu, ale réwniez

wymagajgce czasowo oraz nie informujace o obecno$ci heteroopornych subpopulaci.

Projekty badawcze, ktérych wyniki opisuje ta rozprawa doktorska skupione byly na
ulepszeniu lub stworzeniu nowych metod mikroprzeptywowych do analizy bakterii, takich jak
liczenie, identyfikacja, detekcja wzrostu oraz oznaczanie wrazliwosci na substancje
antybakteryjne wigczajgc w to analize populacji baterii na poziomie pojedynczych komorek w

celu oznaczenia ilosci heteroopornej subpopulacii.

Rozprawa sklada si¢ z czterech rozdziatéw. Rozdzial 1 przedstawia charakterystyke bakterii,
wyjasnia pojecia opornosci oraz heteroopornosci bakterii na antybiotyki, opisuje standardowe
oraz mikroprzeplywowe metody liczenia oraz identyfikacji bakterii, techniki badania
wrazliwosci na antybiotyki oraz metody detekcji heteroopornosci. Rozdzial 2 przedstawia
materialy i metody zastosowane w pracach badawczych, natomiast Rozdzial 3 prezentuje

otrzymane wyniki w poszczeg6lnych projektach:



I. Precyzyjne liczenie bakterii w szerokim zakresie dynamicznym- opracowali$my
metode, ktérej wyjatkowa cechg jest bardzo szeroki zakres dynamiczny wyznaczania stezenia
bakterii przy wykorzystaniu stosunkowo niewielkicj ilosci kropel w poréwnaniu do
standardowo stosowanych metod kropelkowych opartych jedynie na statystyce Poissona.
Wyniki otrzymane z zastosowaniem opracowanej technologii sg bardzo poréwnywalne do
wynik6w otrzymanych z uzyciem tradycyjnej metody liczenia kolonii bakteryjnych na
plytkach agarowych. Natomiast opracowana technika jest mniej pracochtonna i ma potencjat
na znaczne skrocenie czasu analizy.

I1. Precyzyjne liczenie oraz identyfikacja bakterii w mieszaninie- jednoczesne liczenie
oraz identyfikacja bakterii w mieszaninie bez izolowania poszczegdlnych szczepéw mozliwa
jest dzieki zastosowaniu ilo$ciowej reakcji tancuchowej polimerazy. Natomiast metoda ta
wymaga czasochtonnej kalibracji oraz wezesniejszego wyizolowania i oczyszczenia materiatu
genetycznego bakterii w przeciwiefistwie do stworzonej przez nas techniki direct droplet
digital PCR.

III. Wysokoprzepustowy system do detekcji wzrostu bakterii w nanolitrowych
kroplach bez fluorescencyjnego znakowania komérek- tradycyjnie detekcja wzrostu bakterii
w kroplach odbywa sie poprzez pomiar intensywnosci fluorescencji, co ogranicza analizg
wiekszosci  klinicznie interesujacych szczepdw oraz wszechstronne uzycie technik
kroplowych w mikrobiologii. W zwiazku z tym stworzyliSmy systemy oparte na pomiarze
$wiatla rozproszonego oraz autofluorescencji, ktére umozliwiaja detekcje nieznakowanych
bakterii Gram-ujemnych oraz Gram-dodatnich z czgstotliwoscia skanowania 1200 kropli/s.

IV. Wysoko rozdzielcza analiza ztozonych probek bakteryjnych- standardowe techniki
badania wrazliwo$ci bakterii na antybiotyki nie dostarczaja informacji na poziomie
pojedynczych komorek oraz niska rozdzielczo$¢ testu nie pozwala na ilosciowe oznaczenie
subpopulacji wystepujgcej w matej ilosci i wykazujacej zmniejszong wrazliwos¢ na dziatanie
antybiotyku. Stworzyli§my metode oparta na wyznaczaniu minimalnego st¢Zenia
inhibitujacego pojedynczg komorke (scMIC) stuzaca do charakteryzowania heterogenicznosci
populacji bakterii oraz do wyznaczania stgzenia heteroopornych subpopulacji. Pomiar
wzrostu bakterii w kroplach zostal przeprowadzony z uzyciem detektora sSwiatla
rozproszonego oraz autofluorescencji.

Rozdziat 4 podsumowuje wyniki uzyskane w kazdym z projektéw badawczych oraz wskazuje
ograniczenia i ewentualne modyfikacje w celu zwigkszenia funkcjonalnosci stworzonych

metod oraz systemow.




