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ekspresyjnych, oczyszczanie i badanie wtasciwosci”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.12.2004 — 30.11.2005 — asystent; Katedra Technologii Utrwalania Zywnosci;
Wydzial Chemiczny; Politechnika Gdanska

01.12.2005 — 31.08.2007 — adiunkt; Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywno$ci;
Wydziat Chemiczny; Politechnika Gdanska

01.09.2007 — do chwili obecnej — adiunkt; Katedra Technologii Lekéw i1 Biochemii;
Wydzial Chemiczny; Politechnika Gdanska

4. Wskazanie osiagni¢cia naukowego wynikajacego z art.16 ust.2 ustawy z dnia 14
czerwca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (D.U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

W skitad osiaggnigcia naukowego wchodzi 10 artykulow oryginalnych, 1 publikacja
przegladowa oraz 1 patent polski.

Ponizej przedstawiono zestawienie publikacji z podzialem tematycznym. W przypadku kazdej
pracy przedstawiono takze dane bibliometryczne w postaci parametréow (A/B/C; D), gdzie:

A - IF czasopisma w roku opublikowania pracy;

B - ogdlna liczba cytowan pracy w bazie Web of Science;

C - ogolna liczba cytowan w bazie Scopus;

D - liczba punktow wg wykazu MNiSzW w roku ukazania si¢ publikacji.



4a. Tytul osiagni¢cia naukowego
»Bakteriocyny oraz miody pozyskiwane w krajowych pasiekach jako potencjalne

czynniki terapeutyczne infekcji gronkowcowych - badania in vitro"

[A-1] Szweda P, Kottowski R, Lacka I, Synowiecki J. (2007) Protective effect of lysostaphin
from Staphylococcus simulans against growth of Staphylococcus aureus in milk and some
other food products. Journal of Food Safety 27(3):265-274.

IF3007 = 0,509/5/5; LPK (MNiSzW 2007) — 20

Bytem pomystodawcq i gtownym koordynatorem prowadzonych badan, przygotowatem
uktad ekspresyjny pBAD2Lys. W oparciu o skonstruowany uktad ekspresyjny
przygotowywatem preparaty enzymu, uczestniczytem takze w badaniach jego skutecznosci
w eliminacji gronkowcow z produktow zZywnosciowych. Bratem takze aktywny udzial
w przygotowywaniu tekstu pracy. Moj udziat procentowy w przygotowaniu pracy oceniam
na 45%.

[A-2] Szweda P, Schielmann M, Kottowski R, Gorczyca G, Zalewska M, Milewski S. (2012)

Peptidoglycan hydrolases-potential weapons against Staphylococcus aureus. Applied

Microbiology and Biotechnology 96(5):1157-74. doi: 10.1007/s00253-012-4484-3.

IF;012 = 3,689/30/34; LPK (MNiSzW 2012) — 35

Bytem pomystodawcq powstania pracy. W oparciu o pismiennictwo zgromadzone przez
wspotautorow opracowalem tekst artykutu przeglgdowego. MOoj udzial procentowy
w powstaniu pracy oceniam na 50%.
[A-3] Szweda P, Schiclmann M, Milewski S, Frankowska A, Jakubczak A. (2012) Biofilm
production and presence of ica and bap genes in Staphylococcus aureus strains isolated from
cows with mastitis in the eastern Poland. Polish Journal of Microbiology 61(1):65-9.
IF;012 = 0,768/24/23; LPK (MNiSzW 2012) — 15
Bytem pomystodawcq i gtownym koordynatorem prowadzonych badan, uczestniczylem
w badaniach zdolnosci tworzenia biofilmu metodami fenotypowymi jak i wykrywaniu
genow operonu icaADBC. Przygotowalem zasadniczq czes¢ tekstu publikacji. Moj udziat
procentowy w powstaniu artykutu oceniam na 45%.
[A-4] Szweda P, Schielmann M, Frankowska A, Kot B, Zalewska M. (2014) Antibiotic
resistance in Staphylococcus aureus strains isolated from cows with mastitis in eastern Poland
and analysis of susceptibility of resistant strains to alternative nonantibiotic agents:
lysostaphin, nisin and polymyxin B. Journal of Veterinary Medical Science 76(3):355-62.
IF3014 = 0,782/13/15; LPK (MNiSzW 2014) — 25

Bytem pomystodawcg i gltownym koordynatorem prowadzonych badan. Aktywnie
uczestniczytem we wszystkich etapach badan eksperymentalnych. Tekst artykutu



przygotowalem we wspolpracy z paniq dr inz. Martqg Schielmann. Moj udziat procentowy
w powstaniu pracy oceniam na 45%.
[A-5] Szweda P, Gorczyca G, Filipkowski P, Zalewska M, Milewski S. (2014) Efficient
production of Staphylococcus simulans lysostaphin in a benchtop bioreactor by recombinant
Escherichia  coli.  Preparative  Biochemistry and  Biotechnology  44(4):370-81.
doi: 10.1080/10826068.2013.829499.
IF3014 = 0,911/3/2; LPK (MNiSzW 2014) — 15

Bytem pomystodawcg i gltownym koordynatorem prowadzonych badan. Aktywnie
uczestniczytem w pracach zwigzanych z optymalizacjg wydajnosci produkcji biatka
w komorkach bakterii hodowanych w bioreaktorze oraz oczyszczaniu preparatow enzymu.
Przygotowatem zasadniczq czes¢ tekstu publikacji. Moj udzial procentowy w powstaniu
pracy oceniam na 35%.
[A-6] Szweda P, Gorczyca G, Tylingo R, Kurlenda J, Kwiecinski J, Milewski S. (2014)
Chitosan-protein scaffolds loaded with lysostaphin as potential antistaphylococcal wound
dressing materials. Journal of Applied Microbiology 117(3):634-42. doi: 10.1111/jam.12568.
1F3014 = 2,479/3/4; LPK (MNiSzW 2014) — 30

Bytem pomystodawcg i gltownym koordynatorem prowadzonych badan. Aktywnie
uczestniczytem w pracach zwigzanych z otrzymywaniem i badaniem aktywnosci
materiatow zawierajgcych lizostafyne. Przygotowatem zasadniczq czesé tekstu publikacyi.
Moj udziat procentowy w powstaniu pracy oceniam na 45%.
[A-7] Ku$ PM, Szweda P, Jerkovi¢ I, Tuberoso CI. (2016) Activity of Polish unifloral honeys
against pathogenic bacteria and its correlation with colour, phenolic content, antioxidant
capacity and other parameters. Letters in Applied Microbiology 62(3):269-76.
doi: 10.1111/lam.12541.
IF;016 = 1,575/6/8; LPK (MNiSzW 2016) — 20

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu badan aktywnosci
przeciwbakteryjnej preparatow miodu. Uczestniczylem takze w przygotowywaniu tekstu
publikacji. Moj udziat w powstaniu artykutu oceniam na 40%.
[A-8] Gorczyca G, Tylingo R, Szweda P, Milewski S, Sadowska M, Zalewska M. Sposob
wytwarzania  chitozanowo-bialkowego materialu  biopolimerowego. Patent polski

PL 223280B1.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu badan aktywnosci
przeciwbakteryjnej otrzymywanych materiatow. Uczestniczylem takze w przygotowywaniu
tekstu zgloszenia patentowego. Moj udzialt w powstaniu tego patentu wynosi 29,9%.

[A-9] Kot B, Szweda P, Frankowska-Maciejewska A, Piechota M, Wolska K. (2016)

Virulence gene profiles in Staphylococcus aureus isolated from cows with subclinical mastitis



in eastern Poland. Journal of Dairy Research 83(2):228-35.
doi: 10.1017/S002202991600008X.
IF3016 = 1,409/7/8; LPK (MNiSzW 2016) — 30
We wspoipracy z paniqg dr Anetq Frankowskq i panig dr Malgorzatg Piechotq oznaczatem
obecnos¢ genow kodujgcych czynniki wirulencji: adhezyny, enterotoksyny i proteazy
w genomach izolatow S. aureus. Uczestniczylem takze w konsultacjach dotyczqgcych
interpretacji uzyskanych wynikow. Moj udziat w powstaniu artykutu oceniam na 25%.
[A-10] Szweda P, Gorczyca G, Tylingo R. (2018) Comparison of antimicrobial activity of
selected, commercially available, wound dressing materials. Journal of Wound Care
27(5):320-326. doi: 10.12968/jowc.2018.27.5.320.
1F3016 = 1,446/0/0; LPK (MNiSzW 2016) — 25
Bytem pomystodawcq i gltownym koordynatorem prowadzonych badan. Uczestniczylem
w badaniach aktywnosci przeciwbakteryjnej materiatow komercyjnych oraz materiatu
biopolimerowego zawierajgcego lizostafyne. Przygotowatem zasadniczq czesc tekstu
publikacji. Moj udziat procentowy w powstaniu tej pracy oceniam na 55%.
[A-11] Zalewska M, Churey JJ, Worobo RW, Milewski S, Szweda P. (2018) Isolation of
bacteriocin-producing Staphylococcus spp. strains, obtained from human skin wounds, soft
tissue infections, and Dbovine mastitis. Polish  Journal of  Microbiology
doi: 10.21307/pjm-2018-018.
IF3016 = 0,746/0/0; LPK (MNiSzW 2016) — 15

Wraz z panig dr inz. Magdaleng Zalewskq byltem inicjatorem przeprowadzenia badan,
ktorych wyniki opisano w powyzszej publikacji. Bratem aktywny udzial w prowadzeniu
badan eksperymentalnych (selekcja szczepow producenckich, optymalizacja warunkow
produkcji oraz badanie aktywnosci i wiasciwosci fizykochemicznych peptydu).
Uczestniczytem tez w przygotowaniu tekstu artykutu. Moj udzial procentowy w powstaniu
tej pracy oceniam na 35%.

[A-12] Grecka K, Ku§ PM, Worobo RW, Szweda P. (2018) Phytochemicals are crucial for
peroxide-dependent antimicrobial potential of honeys produced in Northern Poland.
Molecules 28:23(2). €260. doi: 10.3390/molecules23020260.

IF3016 = 2,861/0/0; LPK (MNiSzW 2016) — 30

Bylem pomystodawcq i gtownym koordynatorem prowadzonych badan. Uczestniczytem
we wszystkich etapach badan eksperymentalnych oraz przygotowatem zasadniczq czes¢
tekstu publikacji. Moj udziat procentowy w powstaniu tej pracy oceniam na 40%.



Przedstawione powyzej zestawienie zawiera publikacje z czterech gtownych watkoéw
tematycznych:

1. Prace dotyczace lizostafyny — bialka enzymatycznego zaliczanego do bakteriocyn,
o unikalnej zdolnosci do wybidrczej hydrolizy peptydoglikanu gronkowcow, gtownie
z gatunku S. aureus — A-1, A-2, A-4, A-5, A-6, A-8, A-10;

2. Praca dotyczaca peptydow przeciwgronkowcowych wytwarzanych przez bakterie
z rodzaju Staphylococcus wyizolowane z mleka krow, u ktorych stwierdzono
zapalenie gruczolu mlekowego oraz z zakazen ran u ludzi — A-11;

3. Prace dotyczace potencjatu przeciwgronkowcowego miodow — A-7, A-12;

4. Prace dotyczace wirulencji szczepéw gronkowcdw pochodzenia weterynaryjnego —

A-31A-9.

4b. Omowienie celu naukowego i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania

4.1. Wstep - geneza tematyki i cel badan

Odkrycie 1 zastosowanie w lecznictwie antybiotykow bez watpienia nalezy zaliczy¢ do
najwigkszych osiggnig¢ medycyny w XX wieku. Pierwszy lek z tej grupy, penicyling,
wprowadzono do praktyki klinicznej w latach 40. W przeciagu kolejnych 30 - 40 lat liczba
odkrywanych i1 z powodzeniem wprowadzanych do lecznictwa antybiotykow rosta bardzo
szybko. W latach osiemdziesigtych pojawity si¢ odwazne teorie sugerujgce, ze problem
choréb infekcyjnych zostal ostatecznie rozwigzany. Niestety optymizm ten byl przedwczesny
1 calkowicie nieuzasadniony. Naduzywanie antybiotykow do celow leczniczych, a takze
masowe stosowanie tych substancji w hodowli zwierzat — gldwnie do celow profilaktycznych
- spowodowalo selekcje antybiotykoopornych szczepow bakterii oraz grzybdéw patogennych.
W ciggu ostatnich co najmniej 30 lat obserwuje si¢ zjawisko znaczacego spadku skutecznosci
stosowanych antybiotykow zaliczanych do réznych grup chemicznych i wykazujacych rézne
mechanizmy dziatania. Do bakterii, ktére szczegoélnie szybko nabywaja oporno$¢ na
antybiotyki nalezy zaliczy¢ gronkowce. Niepokojacy jest przede wszystkim wzrost liczby
izolatow S. aureus, a ostatnio takze S. epidermidis, opornych na metycyling, tzw. szczepow
MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) oraz MRSE (Methicillin Resistant
Staphylococcus epidermidis). Oporno$§¢ na metycyling warunkowana jest nabyciem

gronkowcowej kasety chromosomalnej mec (SCCmec — Staphylococcal Cassette



Chromosome mec). Najwazniejszym elementem SCCmec jest gen mecA kodujacy biatko PBP
2a (okreslane takze jako PBP 2’), kluczowe dla syntezy Sciany komoérkowej gronkowcow,
ktore jednoczesnie wykazuje obnizone powinowactwo do antybiotykéw PB-laktamowych.
Dodatkowo, kaseta chromosomalna mec jest miejscem na chromosomie (tzw. hot spot),
do ktérego czgsto wbudowywane sa geny warunkujace oporno$¢ na antybiotyki zaliczane do
innych grup pod wzglgdem budowy chemicznej i mechanizmu dziatania. W konsekwencji,
szczepy MRSA czesto wykazuja opornos¢ wielolekowg — tzw. fenotyp MDR (Multidrug
Resistant) (Lowy 2003; Stefani i Goglio 2010). Szacuje si¢, ze w samych tylko Stanach
Zjednoczonych, szczepy MRSA s3 przyczyna zgonu okoto 11 000 osdb w ciggu roku
(Anonymus 2013, raport Centers for Disease Control and Prevention). Wedlug danych
przedstawionych w raporcie ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control),
w latach 2013 - 2016, w krajach Unii Europejskiej stwierdzono nieznaczny spadek procentowego
udziatu szczepdw MRSA w ogdlnej liczbie zakazen inwazyjnych powodowanych przez bakterie
S. aureus z 18,1 (rok 2013) do 13,7% (rok 2016). Bardzo duze rdznice zaobserwowano
pomiedzy poszczegdlnymi krajami. Zdecydowanie najnizszy odsetek izolatbow MRSA (w roku 2016
ponizej 2,5%) odnotowano w Holandii oraz krajach skandynawskich. Z kolei w Rumunii, w catlym
analizowanym okresie, ponad polowa zakazen inwazyjnych o etiologii gronkowcowej wywotywana
byla przez szczepy oporne na dziatanie metycyliny, przy czym zaobserwowano wyrazng tendencje¢
spadkowg (z 64,5% w roku 2013 do 50,5% w roku 2016). W Polsce, szczepy MRSA takze stanowia
powazny problem kliniczny. W roku 2016, opornos¢ na metycyling wykazywato 16,5% sposrod 1772
szczepow S. aureus wyizolowanych z zakazen inwazyjnych (Raport ECDC 2017). Szacuje sig,
ze dodatkowe roczne koszty leczenia osob zainfekowanych MRSA w europejskich szpitalach to
ponad 380 milionéw Euro (Kock i1 wsp., 2010). Leczenie infekcji spowodowanych przez szczepy
MRSA prowadzi si¢ gldwnie za pomocg wankomycyny. Niestety, coraz czgstsze sa doniesienia o
izolacji szczepOw o obnizonej wrazliwosci (VISA - Vancomycin Intermediate-Resistant
S. aureus) a nawet catkowicie opornych (VRSA - Vancomycin Resistant S. aureus) na
dziatanie takze tego antybiotyku (McGuinness i wsp., 2017). Problem lekoopornosci dodatkowo
poteguje fakt, ze w przeciagu ostatnich 20 lat do praktyki klinicznej wprowadzono zaledwie kilka
nowych chemoterapeutykow skutecznych w terapii infekcji bakteryjnych i tylko niektére z nich sg
przydatne w walce z chorobami wywotywanymi przez bakterie z rodzaju Staphylococcus.
Wspdtezesnej medycyny nie sposdb wyobrazi¢ sobie bez dostepu do skutecznych lekow
przeciwdrobnoustrojowych. Poza leczeniem infekcji antybiotyki stosowane sg takze w profilaktyce
okotooperacyjnej, czy do ograniczenia ryzyka powiktan infekcyjnych w trakcie intensywnej terapii

onkologicznej oraz stosowania lekow immunosupresyjnych.



Ze wzgledu na coraz czg¢stsze izolacje szczepow gronkowcoOw opornych na stosowane
aktualnie antybiotyki, powaznym i pilnym wyzwaniem staje si¢ poszukiwanie nowych
substancji czy systemoéw terapii skutecznych w walce z tymi drobnoustrojami. Obiecujace
wyniki uzyskano w zakresie badan dotyczacych stosowania terapii kombinowanych (choremu
réwnolegle podaje si¢ co najmniej dwa rdzne antybiotyki) (Betts i wsp., 2018; Leijtens 1 wsp.,
2017), terapii fotodynamicznej (Fu i wsp., 2013; Almeida i wsp., 2017) czy otrzymywania
szczepionek przeciwgronkowcowych (Haghighat i wsp., 2017; Chang 1 Wang 2017).
Zidentyfikowano takze szereg bakteriofagow (Sulkavelidze 1 wsp., 2001; Matsuzaki 1 wsp.,
2003), bakteriocyn (Nascimento i wsp., 2006) czy substancji pochodzenia roslinnego (Kurek
1 wsp., 2011; Szweda i Kot 2017) wykazujacych znaczny potencjal w zwalczaniu
gronkowcow. Ciekawg alternatywg dla antybiotykoterapii choréb infekcyjnych, w tym takze
wywotywanych przez Staphylococcus spp. jest stosowanie nanoczastek metali, gtdbwnie srebra
i ztota (Kurek i wsp., 2011).

Celem badan prowadzonych przeze mnie w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii
Wydzialu  Chemicznego  Politechniki ~ Gdanskiej  bylo  okreslenie  potencjatu
przeciwgronkowcowego  wybranych  nieantybiotykowych  produktow  pochodzenia
naturalnego, w tym bakteriocyn: enzymu lizostafyny i peptydéw przeciwbakteryjnych
wytwarzanych przez izolaty bakterii z rodzaju Staphylococcus oraz miodoéw pozyskiwanych
w polskich pasiekach. Istotnym elementem naszych badan byto uwzglednienie praktycznych
aspektow dotyczacych potencjalnych mozliwosci stosowania tych produktow/substancji jako
czynnikdow terapeutycznych. W tym wzgledzie popieram poglad zaprezentowany w pracy
autorstwa Kurlenda i Grinholc (2012), ktorzy stwierdzili, ze stosowanie alternatywnych,
nieantybiotykowych produktow przeciwbakteryjnych, np. pochodzenia roslinnego, jest realne
gléwnie w odniesieniu do terapii chorob infekcyjnych o charakterze miejscowym. Wazne
sg takze kwestie ekonomiczne, czyli koszt otrzymywania potencjalnych lekéw.

Gronkowce czgsto wystepuja w organizmie gospodarza w sposdb bezobjawowy
(okoto 30% populacji zdrowych ludzi), naleza tez do najwazniejszych czynnikow
etiologicznych zakazen zlokalizowanych w obregbie skory, trudno gojacych si¢ ran, bion
Sluzowych (np. nosa) oraz gruczolu mlekowego u zwierzat. Powszechne stosowanie
antybiotykdw w terapii tego typu (czesto niezagrazajacych bezposrednio zyciu pacjentow lub
zwierzat) infekcji jest jedng z gldownych przyczyn rozwoju zjawiska antybiotykoopornosci.
Liczne dane literaturowe, a takze wyniki badan wiasnych jednoznacznie potwierdzaja,
ze przypadku miejscowych zakazen gronkowcowych, ciekawag i obiecujaca alternatywa dla

antybiotykoterapii mogtoby by¢ stosowanie wybranych (wykazujacych znaczng aktywno$¢



przeciwbakteryjng) substancji i produktow naturalnych niebedacych produktami metabolizmu
wtornego, a wigec niemajacych charakteru antybiotykow. Podstawowa korzyscig wynikajaca
z takiego podejscia bytoby zdecydowane ograniczenie ilo$ci stosowanych antybiotykoéw. To
z kolei przyczynitoby si¢ do spowolnienia procesu selekcji szczepow opornych 1 wydtuzyto
okres skutecznego dziatania tej grupy lekéw, ktorych stosowanie mozna by ograniczy¢ do
terapii powaznych infekcji uktadowych.

Jak juz wspomniano, waznym aspektem naszych badan byly kwestie dotyczace
praktycznych mozliwosci stosowania interesujagcych nas produktow/substancji w terapii
zakazen gronkowcowych. Aktywnos$¢ wszystkich produktow/substancji weryfikowano
wzgledem szczepdw S.  aureus wyizolowanych z zakazen ran oraz skory
(u ludzi) oraz z mleka kréw, u ktorych stwierdzono zapalenie gruczotu mlekowego.
W  przypadku lizostafyny, podjeto proby opracowania wydajnych metod produkcji
rekombinantowego enzymu oraz materialu biopolimerowego zawierajacego to biatko
(docelowo materiatu opatrunkowego). Przeprowadzono takze badania majace na celu
ustalenie mozliwo$¢ stosowania lizostafyny do eliminacji gronkowcow z produktow
zywnos$ciowych.

Oprécz wykazania znacznej aktywnos$ci przeciwgronkowcowej niektérych miodow
przeprowadzono badania majace na celu okreslenie korelacji pomiedzy potencjatem
przeciwbakteryjnym a zrodlem botanicznym produktu oraz, co szczegdlnie istotne,

wyjasnienie mechanizmu dziatania przeciwbakteryjnego najbardziej aktywnych miodow.

4.2. Lizostafyna jako potencjalny czynnik przeciwgronkowcowy

Hydrolazy peptydoglikanu to grupa enzymow, ktorych wspdlng cecha jest zdolnos¢
hydrolizy wigzan wystepujacych w peptydoglikanie §cian komorek bakteryjnych. Do grupy
tej zalicza si¢ na przyktad lizozymy, tj. enzymy, ktére stanowig element uktadu
odporno$ciowego wielu zwierzat i czlowieka. Wystgpuja one w pocie, tzach, wydzielinie
nosowej, czy bialkach jaj wielu ptakow. Lizozym biatka jaja kurzego, jest przyktadem
hydrolazy peptydoglikanu, ktora juz znalazta szerokie zastosowanie w przemysle
zywno$ciowym. Jako dodatek do zywnos$ci, enzym ten oznaczany jest symbolem E1105.
Ze wzgledu na specyficzng budowe chemiczng peptydoglikanu, gronkowce sa jednak
zupetnie niewrazliwe na dzialanie lizozymow pozyskiwanych z réznych Zrodel, w tym takze
lizozymu biatka jaja kurzego (Bera i wsp., 2005; 2006; 2007). Z punktu widzenia walki
z gronkowcami zdecydowanie najbardziej perspektywiczng hydrolaza peptydoglikanu jest

lizostafyna. Jest to zewnatrzkomorkowa, glicyno-glicylowa endopeptydaza wytwarzana przez



bakterie Staphylococcus simulans biovar staphylolitycus. Enzym ten posiada zdolnos¢
hydrolizy peptydoglikanu $cian komodrkowych praktycznie wszystkich gatunkow bakterii
z rodzaju Staphylococcus (Schindler 1 Schuhardt 1964, 1965; Sloan i wsp., 1982). Z kolei inne
Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne bakterie sg catkowicie oporne na dziatanie tego biatka.
Celem molekularnym dzialania lizostafyny sa pentaglicynowe mostki miedzypeptydowe,
ktére sa unikalnym elementem peptydoglikanu gronkowcow (Schleifer 1 Kandler 1972;
Iversen 1 Grov 1973). Gronkowce koagulazoujemne oraz szczep producencki, ktorych mostki
miedzypeptydowe zawierajg takze seryn¢ lub alaning sg mniej podatne na dzialanie tego
enzymu (Robinson i wsp., 1979; Thumm i Gotz 1997; Ehlert i wsp., 2000; Kiri 1 wsp., 2002).
Lizostafyna zaliczana jest do bakteriocyn klasy Illa, tzw. bakteriolizyn (duze, labilne
termicznie biatka, wykazujace zdolno$¢ lizy komorek bakteryjnych) (Bastos 1 wsp., 2010).
Proby wykorzystania lizostafyny jako potencjalnego czynnika terapeutycznego zostaly
szeroko opisane w literaturze $wiatowej. Preparaty enzymu z powodzeniem stosowano
na przyktad w terapii eksperymentalnych gronkowcowych zapalen rogéwki oka (Dajscs 1
wsp., 2000; 2002) oraz zapalenia wsierdzia u krolikéw (Climo i wsp., 1998). Walencka 1 wsp.
(2005 1 2006) oraz zespot Wu 1 wsp. (2003) potwierdzili wysoka aktywnos$¢ lizostafyny
w stosunku do biofilmu gronkowcowego, z kolei Kokai-Kun i wsp. (2009) wykazali
przydatno$¢ enzymu do eradykacji biofilmu z powierzchni cewnikéw. Dos¢ powszechnym
zjawiskiem u ludzi, a takze u zwierzat jest state lub okresowe nosicielstwo gronkowcow, czyli
obecnos¢ tych bakterii w organizmie bez objawow stanu chorobowego. Wystepowanie
bakterii w organizmie, w przypadku S. aureus gldwnie w obrebie blon §luzowych nosa
1 gardta oraz skory, w sposob zdecydowany zwigksza ryzyko rozwoju infekcji. W zespotach
Kokai-Kun (2003) oraz Cui (2010) opracowano kremy zawierajace lizostafyne, ktore
z sukcesem zastosowano do eliminacji gronkowcoéw z kanatdéw nosowych. Kremy takie
moglyby by¢ bardzo przydatne w profilaktyce zakazen gronkowcowych. Ciekawym
kierunkiem zastosowan lizostafyny do celow medycznych bylo otrzymywanie materialow
opatrunkowych z unieruchomionym biatkiem (Miao 1 wsp., 2011). Otrzymane przez autoréw
bandaze wykazywaly znaczng aktywnos$¢ przeciwgronkowcowa w modelowych uktadach
in vitro, przy jednoczesnym braku negatywnego oddziatywania na ludzkie keratynocyty.
Przeciwgronkowcowy potencjat lizostafyny wykorzystano takze w terapii modelowych
infekcji zapalenia gruczolu mlekowego u kréw (mastitis) (Oldham i1 Daley 1991). Produkcja
rekombinantowego biatka w gruczotach mlekowych transgenicznych myszy (Kerr i wsp.,
2001) oraz kréw (Wall 1 wsp., 2005) zabezpieczala zwierzgta przed rozwojem infekcji

gronkowcowych.



Konieczno$¢ stosowania duzych ilosci oczyszczonego biatka z pewnoscig thumaczy
mniejsze zainteresowanie wykorzystaniem enzymu do ochrony mikrobiologicznej produktow
zywnos$ciowych. Natomiast ciekawym 1 w mojej ocenie perspektywicznym podejsciem, jest
stosowanie kultur starterowych, np. bakterii fermentacji mlekowej zdolnych do produkcji
rekombinantowe]j lizostafyny. Otrzymane przez Cavadini 1 wsp. (1996 1 1998)
rekombinantowe szczepy Lactobacillus curvatus skutecznie eliminowaty gronkowce
z fermentowanych produktow migsnych.

Obszerng analize mozliwosci wykorzystania przeciwgronkowcowego potencjatu
lizostafyny, a takze innych hydrolaz peptydoglikanu przedstawiono w pracy przegladowe;:
[A-2] Szweda P, Schielmann M, Kottowski R, Gorczyca G, Zalewska M, Milewski S. (2012)
Peptidoglycan hydrolases-potential weapons against Staphylococcus aureus. Appl Microbiol
Biotechnol. 96(5):1157-74.

Lizostafyna stanowita obiekt moich badan juz w trakcie studium doktoranckiego
1 przygotowywania rozprawy doktorskiej. Wynikiem prowadzonych woéwczas prac bylo
otrzymanie trzech uktadéw ekspresyjnych umozliwiajacych wydajng produkcje tej
rekombinantowe] bakteriocyny w komodrkach bakterii Escherichia coli oraz opracowanie
metod oczyszczania biatka (Szweda i wsp., 2001; Szweda 1 wsp., 2005). Z kolei celem badan
prowadzonych po uzyskaniu stopnia doktora bylo sprawdzenie w warunkach in vitro
mozliwosci wykorzystania lizostafyny jako czynnika przeciwgronkowcowego w medycynie
1 weterynarii, a takze do eliminacji gronkowcow z produktow zywnosciowych. Badania te
przeprowadzono w nastepujacych obszarach:

e optymalizacja warunkow produkcji rekombinantowego enzymu (juz po uzyskaniu stopnia
doktora skonstruowano kolejny uktad ekspresyjny oraz zoptymalizowano warunki produkcji
biatka w komorkach bakterii . coli hodowanych w bioreaktorze),

e okreslenie skuteczno$ci preparatdow oczyszczonego enzymu w eliminacji gronkowcow
z produktow zywnosciowych,

e okreslenie skutecznosci dziatania lizostafyny w stosunku do szczepéw S. aureus
wyizolowanych z mleka krow, u ktorych stwierdzono zapalenie gruczotu mlekowego,

e otrzymanie i okreslenie efektywnosci przeciwgronkowcowej materialéw biopolimerowych

(chitozanowo-biatkowych) zawierajacych lizostafyne.
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4.2.1. Okreslenie skutecznosci preparatow oczyszczonego enzymu w eliminacji gronkowcow
g produktow Zywnosciowych. Optymalizacja warunkow produkcji rekombinantowej lizostafyny
w komorkach bakterii E. coli.

Jak juz wspomniano, badania dotyczace mozliwosci wykorzystania lizostafyny do
eliminacji gronkowcow z produktow zywno$ciowych sa zdecydowanie mniej popularne
anizeli badanie potencjatu terapeutycznego tej bakteriocyny. Elementem, ktory w znacznej
mierze utatwit, czy nawet umozliwit przeprowadzenie tego typu badan w naszym zespole byt
dostep do uktadow ekspresyjnych umozliwiajacych wydajng produkcje rekombinantowego
enzymu. We wstepnej fazie badan korzystano z ukladow opracowanych przeze mnie
w trakcie studium doktoranckiego (pBADLys oraz pETLys). W czasie realizacji badan
podjeto decyzje o koniecznosci przygotowania nowego uktadu ekspresyjnego — pBAD2Lys.
W nowo przygotowanym ukladzie otrzymywano enzym, w sekwencji ktérego domeneg
oligohistydynowa (umozliwiajaca oczyszczanie biatka za pomoca chromatografii
metalopowinowactwa) umiejscowiono na C-koncu czgsteczki biatka. Jest to modyfikacja
opracowanego wczesniej w naszym zespole uktadu pBADLys. Enzym produkowany w tym
uktadzie zawieral na N-koncu tancuch polipeptydowego tioredoksyne, domeng
oligohistydynowa oraz sekwencje rozpoznania dla endoproteazy Factor Xa. W efekcie tak
znaczacych modyfikacji otrzymywane bialko wykazywato niska aktywno$¢ wilasciwag
(83 U*/mg), natomiast usuwanie domen fuzyjnych za pomocg endoproteazy byto bardzo
kosztowne 1 ktopotliwe (koniecznos¢ dodatkowego oczyszczania po procesie odcinania
domen fuzyjnych). Pod wzgledem sekwencji aminokwasowej, enzym otrzymywany
w ukladzie pBAD2Lys byt identyczny z enzymem otrzymywanym w uktadzie pETLys.
Aktywno$¢ biatka otrzymywanego w tym drugim ukladzie byla ponad 10 razy wyzsza
(970 U/mg) w porownaniu do biatka otrzymywanego w uktadzie pBADLys, jednak produkcja
wiekszych ilosci biatka w uktadzie pETLys byla dos¢ kilopotliwa. Ilos¢ wytwarzanego
enzymu byla bardzo mocno uzalezniona od momentu wprowadzania induktora ekspresji
(IPTG - izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozydu) do medium hodowlanego, w efekcie czego
w roznych szarzach produkcyjnych uzyskiwano znaczace réznice w wydajnosci produkciji.
Otrzymywanie biatka w uktadzie pBAD2Lys bylo duzo latwiejsze i1 przede wszystkim
bardziej powtarzalne. Korzys$ci te rekompensowaly nawet fakt otrzymywania enzymu
o nizszej aktywnosci wtasciwej, okoto 500 U/mg. Z 1 litra hodowli uzyskiwano okoto 10 mg
oczyszczonego enzymu. Ostatecznie, zrodto lizostafyny do dalszych badan stanowit uktad

ekspresyjny pBAD2Lys.
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Ze wzgledu na koniecznos$¢ przygotowywania znacznych ilosci lizostafyny, ktora byla
niezbedna do prowadzenia badan majacych na celu okre$lenie mozliwo$ci wykorzystania tego
biatka w medycynie, weterynarii, czy przemysle zywnos$ciowym, opracowalis§my warunki
powigkszania skali procesu biosyntezy rekombinowanej lizostafyny.

Produkcj¢ biatka prowadzono w komorkach bakterii E. coli TOP10F’
transformowanych plazmidem pBAD2Lys (Szweda i wsp., 2007 — [A-1]) w bioreaktorze
o objetosci catkowitej 5 dm® (objctosé robocza — objetosé hodowli bakteryjnej 3 dm’).
Przeprowadzone badania wykazaty istotny wplyw parametréw hodowli (napowietrzania, pH
oraz temperatury) na wydajno$¢ produkcji biatka. Hodowla szczepu producenckiego
w ustalonych, optymalnych warunkach: liczba obrotow mieszadla (determinuje
napowietrzenie hodowli) — 400 obr./min, pH 6,0, temperatura 37°C w podtozu LB umozliwita
otrzymywanie 13 000 jednostek enzymu z 1 dm’ otrzymanej zawiesiny komorek
bakteryjnych. Dodatkowo niemal dwukrotny wzrost wydajno$ci uzyskano w wyniku
suplementowania medium hodowlanego (podioze LB) glicerolem, w ilosci 3 g/dm’ x godz.
Ostatecznie z jednej szarzy produkcyjnej (3 dm’ hodowli) uzyskiwano niemal 80 000
jednostek enzymu, w poréwnaniu z 5000 U/dm’ uzyskiwanymi z hodowli prowadzonej
w kolbach szklanych. Opracowanie tak wydajnego zrodta enzymu bylo kluczowe z punktu
widzenia mozliwosci wykonania w naszym zespole badan dotyczacych otrzymywanych
materiatow  biopolimerowych z dodatkiem lizostafyny (potencjalnych materiatow
opatrunkowych o aktywnos$ci przeciwgronkowcowej) oraz okreslenia aktywnosci tego biatka
wzgledem szczepow S. aureus wyizolowanych z zapalenia gruczotu mlekowego u krow.

Wyniki badan dotyczacych optymalizacji warunkéw produkcji lizostafyny
w komorkach bakterii E. coli hodowanych w bioreaktorze przedstawiono w publikacji:

[A-5] Szweda P, Gorczyca G, Filipkowski P, Zalewska M, Milewski S. (2014) Efficient
production of Staphylococcus simulans lysostaphin in a benchtop bioreactor by recombinant
Escherichia coli. Prep Biochem Biotechnol. 44(4):370-81.

W powyzszej pracy zamieszczono takze wyniki analizy ekonomicznej, ktora
wykazata, ze szacunkowy koszt otrzymywania 1000 jednostek enzymu wedlug opracowane;
metody wynosi 3,34 euro (okoto 15 PLN). W naszej ocenie stwarza to realne mozliwosci
stosowania enzymu jako czynnika terapeutycznego, czy nawet do ochrony produktow
zywno$ciowych. Dla poréwnania, koszt 1 mg lizostafyny o aktywnosci 500 U/mg
sprzedawanej przez firm¢ Sigma-Aldrich wynosi 585 PLN (https://www.sigmaaldrich.com).
Z przeprowadzonego przez nas badania rynku wynika, ze aktualnie jeden z najtanszych

preparatow lizostafyny (nazwa handlowa AMBICIN L) proponowany jest przez firm¢ AMBI
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(http://www.lysostaphin.com/cofa.html). Koszt 50 mg biatka o aktywnos$ci okoto 4000 U/mg
to 600 dolarow amerykanskich (okoto 3 dolary za 1000 jednostek). W opracowane;j,
w naszym zespole metodzie hodowle szczepu producenckiego prowadzono w bioreaktorze
0 objetosci roboczej zaledwie 3 litréw. W naszej ocenie jest to bardzo dobra baza wyj$ciowa,
ktéra po zaadoptowaniu do wigkszych urzadzen mogtaby shuizy¢ do otrzymywania
rekombinantowej lizostafyny w bardzo duzej skali. Bez watpienia obnizeniu uleglyby takze
koszty otrzymywania biatka w przeliczeniu na 1000 jednostek aktywnosci.

Dysponujac preparatem rekombinowanej lizostafyny, przeprowadziliSmy badania
majace na celu okreslenie mozliwosci praktycznego zastosowania tego biatka. W pierwszym
etapie, badania te dotyczyly wykorzystania lizostafyny do eliminacji gronkowcow
z produktow zywnosciowych.

Badania skutecznosci dziatania enzymu wykonano dla trzech produktéw: mleka UHT,
mielonego migsa wieprzowego oraz satatki warzywnej. Do wszystkich produktow
wprowadzono bakterie S. aureus (gestosé konicowa 10 (jednostek tworzacych kolonie) jtk/ml
lub jtk/g) oraz enzym (st¢zenie koncowe 1,5 lub 3,0 pug/ml, w przypadku produktow statych
odpowiednio pg/g). Skuteczno$¢ dziatania enzymu analizowano w okreslonych odstepach
czasowych: po 1, 3, 6 i 24 godzinach w przypadku mleka (inkubowanego w temperaturze
20 lub 4°C) oraz po 1, 5 i 24 godzinach w przypadku satatki i migsa (oba produkty
inkubowano w 4°C) poprzez poréwnanie liczby zywych komorek S. aureus obecnych
w produktach suplementowanych enzymem oraz w probach kontrolnych (produkty
zanieczyszczone bakteriami bez dodatku biatka). Jedynym produktem, w przypadku ktérego
nie stwierdzono zadnego pozytywnego efektu dodatku enzymu bylo mleko zawierajace nizsze
stezenie lizostafyny (1,5 ug/ml), ktére inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 20°C.
W przypadku produktéw zawierajacych wyzsze stezenie biatka (3,0 pg/ml lub pg/g)
inkubowanych przez 24 godziny najnizsza aktywno$¢, redukcje liczby bakterii o okoto
0,5 rzedu logarytmicznego stwierdzono w przypadku satatki warzywnej. Z kolei najwyzsza
redukcje liczby bakterii, o okoto 2,6 rzedu logarytmicznego, zaobserwowano w przypadku
mleka inkubowanego w temperaturze 4°C. Przeprowadzone badania wykazaty takze,
ze sktadniki wszystkich badanych produktéw wyraznie wptywaty na obnizenie aktywnos$ci
enzymu. W kontrolnych zawiesinach bakterii (10* jtk/ml) sporzadzonych w roztworze PBS
1 inkubowanych w takich samych warunkach (4 lub 20°C) po 24 godzinach inkubacji,
analogiczne ilosci lizostafyny spowodowaty catkowita eliminacje zywych komorek

S. aureus. Pomimo wyraznego obnizenia skuteczno$ci dzialania enzymu w Srodowisku
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produktow zywnosciowych, uzyskane wyniki potwierdzity zasadno$¢ stosowania lizostafyny
do eliminacji gronkowcow z produktow spozywcezych.

Wyniki uzyskane w ramach tej czes$ci badan przedstawiono w pracy:
[A-1] Szweda P, Kottowski R, Lacka I, Synowiecki J. (2007) Protective effect of lysostaphin
from Staphylococcus simulans against growth of Staphylococcus aureus in milk and some

other food products. J Food Safety 27(3):265-274.

* - jednostka aktywnosci lizostafyny (U) definiowana jest jako ilo$¢ biatka, ktéora powoduje spadek gestosci
optycznej (mierzonej w temperaturze 37°C przy dlugosci fali 600 nm) w 6 ml zawiesiny komorek bakterii

S. aureus z 0,25 do 0,125 w ciggu 10 min.

4.2.2.  Okreslenie  skutecznosci  dzialania  lizostafyny w  stosunku do  szczepow
S. aureus wyizolowanych 7 mleka krow, u ktorych stwierdzono zapalenie gruczotu mlekowego
Celem tej czgsci badan bylo okreslenie wrazliwosci/opornosci 123 szczepow S. aureus
wyizolowanych z mleka krow, u ktorych stwierdzono podkliniczng posta¢ mastitis (zapalenia
gruczotu mlekowego) w stosunku do 20 antybiotykdéw oraz 3 alternatywnych czynnikéw
przeciwgronkowcowych: lizostafyny, polimyksyny B oraz nizyny. Najwyzszy poziom
oporno$ci stwierdzono w przypadku antybiotykow [B-laktamowych: penicyliny G (n=29,
23,6%), ampicyliny (n=28, 22,8%) i amoksycyliny (n=22, 17,9%). Jeden z izolatow
wykazywatl opornos¢ na sze$¢ badanych antybiotykéw, kolejne dwa szczepy wykazywaty
brak wrazliwosci w stosunku do pigciu badanych lekow. W przypadku dwoch szczepow
stwierdzono obecno$¢ genu mecA. Wyniki uzyskane w tej czesci badan
jednoznacznie  potwierdzaja  konieczno$¢  poszukiwania nowych metod  walki
z gronkowcami, ktore sg czynnikiem etiologicznym stanéw zapalnych gruczotu mlekowego
u krow, a takze innych zwierzat. Sposrdd trzech przebadanych (w warunkach in vitro),
alternatywnych substancji przeciwgronkowcowych, zdecydowanie najwyzsza aktywnos$¢
stwierdzono w przypadku lizostafyny. Wszystkie z 37 izolatow, ktore wykazywaty opornosé
w stosunku do co najmniej jednego antybiotyku oraz 2 szczepy kontrolne (brak opornosci na
badane antybiotyki) byly wrazliwe na dziatanie tego enzymu. Wartosci MIC (Minimal
Inhibitory Concentration - Minimalne Stezenie Hamujgce) lizostafyny dla wszystkich
badanych izolatow miescity si¢ w zakresie 0,008-0,5 pg/ml. Zadowalajacg aktywnosé
stwierdzono takze w przypadku nizyny. Wrazliwos¢ (MIC < 32 pg/ml) na dziatanie tego
peptydu stwierdzono w przypadku 21 z 39 przebadanych izolatéw. Polimyksyna B
wykazywata nieco nizszg skuteczno$¢ dziatania; wartosci MIC dla badanych szczepow

zawieraly si¢ w zakresie st¢zen od 32 do 128 pg/ml.
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Wyniki uzyskane w ramach tej cz¢s$ci badan przedstawiono w pracy:

[A-4] Szweda P, Schiclmann M, Frankowska A, Kot B, Zalewska M. (2014) Antibiotic
resistance in Staphylococcus aureus strains isolated from cows with mastitis in eastern Poland
and analysis of susceptibility of resistant strains to alternative nonantibiotic agents:
lysostaphin, nisin and polymyxin B. J Vet Med Sci. 76(3):355-62.

Mozliwosci wykorzystania lizostafyny w terapii gronkowcowych zakazen gruczotu
mlekowego u zwierzat wstepnie potwierdzajg takze badania innych autorow. Ceotto-Vigoder
1 wsp. (2016) wykazali wysoka skuteczno$¢ dziatania enzymu w stosunku do biofilmu
formowanego przez szczepy S. aureus wyizolowane z mastitis u krow. Z kolei badania
zespotu Verbree 1 wsp. (2017) potwierdzity, ze rekombinantowa lizostafyna zachowuje
znaczng aktywno$¢ gronkowcobojcza w mleku krowim, co jest bardzo istotne z punktu
widzenia skutecznosci dzialania tego bialtka w warunkach in vivo — w gruczole mlekowym
(analogiczne wyniki uzyskano takze w badaniach naszego zespotu — Szweda 1 wsp. 2007 —
[A-1]).

Ostateczna weryfikacja przydatnosci i skutecznosci dzialania lizostafyny w terapii
mastitis wymaga przeprowadzenia badan w warunkach in vivo - na modelach zwierzecych.
Warto wspomnie¢, ze w literaturze opublikowano juz szereg prac, ktdre pozwalaja
przypuszczaé, ze takze w srodowisku gruczotu mlekowego enzym bedzie wykazywat wysoka
skuteczno$¢ dziatania. Sugeruja to np. wyniki opublikowane przez Kerr i wsp. (2001) oraz
Wall 1 wsp. (2005), ktorzy otrzymywali transgeniczne zwierzeta produkujace aktywng
biologicznie lizostafyn¢ w gruczotach mlekowych.

Dzigki wspotpracy z grupa prof. Antoniego Jakubczaka z Panstwowej Wyzszej Szkoty
Informatyki 1 Przedsigbiorczosci w Lomzy, przeprowadziliSmy bardzo wstepne badania
skutecznos$ci otrzymywanej przez nas lizostafyny w warunkach in vivo. Roztwory
rekombinantowego enzymu wykorzystano w terapii mastitis u 10 krow (we wszystkich
przypadkach potwierdzono, ze czynnikiem etiologicznym schorzenia sg bakterie S. aureus).
Enzym podawano do zainfekowanego gruczotu poprzez kanaly strzykowe po trzech
kolejnych, wieczornych udojach. Catkowita ilo§¢ enzymu wprowadzona do kazdej z ¢wiartek
zakazonych gruczoléw wynosita okoto 12,5 mg. Pozytywny wynik terapii - brak bakterii
S. aureus w posiewie mleka po trzech tygodniach od podania ostatniej dawki enzymu
stwierdzono w przypadku 7/10 osobnikéw. Uzyskane wyniki opublikowano jedynie w
czasopismie naukowym o zasiegu lokalnym — Advances in Agricultural Science (Jakubczak
1 wsp., 2010). Prace te miaty charakter rozpoznawczy. Jednoznaczne okreslenie skutecznosci

dziatania biatka w $rodowisku gruczolu mlekowego bez watpienia wymagatoby wykonania
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badan w zdecydowanie wickszej skali, z wykorzystaniem wigkszej grupy zwierzat, bardziej
szczegbtowy powinien by¢ takze monitoring przebiegu procesu terapeutycznego. Niestety,
z powodu $mierci prof. Jakubczaka, proby wykorzystania lizostafyny w terapii zapalenia
gruczotu mlekowego krow nie byty kontynuowane.

W skali globalnej terapia gronkowcowych zakazen gruczotu mlekowego zwierzat
wiaze si¢ ze zuzywaniem bardzo duzej ilosci antybiotykéw. W wielu przypadkach nie udaje
si¢ uzyska¢ pozadanego efektu leczenia. Jednak najwazniejsza negatywng konsekwencja
masowego stosowania antybiotykéw w weterynarii jest bez watpienia selekcja szczepow
opornych, ktére nastgpnie stanowig powazne =zagrozenie dla zdrowia 1 zycia ludzi.
Poszukiwanie alternatywnych, nieantybiotykowych metod terapii zapalenia gruczotu
mlekowego u zwierzat jest wigc jak najbardziej uzasadnione. W mojej ocenie, lizostafyna jest
jedng z najbardziej perspektywicznych nieantybiotykowych substancji, ktore moga znalez¢

zastosowanie w terapii mastitis u krow.

4.2.3. Otrzymywanie i okreslenie aktywnosci przeciwgronkowcowej materialow biopolimerowych
(chitozanowo-biatkowych) zawierajgcych lizostafyne

Bakterie z rodzaju Staphylococcus, gtownie S. aureus oraz S. epidermidis naleza
do najwazniejszych czynnikéw etiologicznych zakazen skory oraz ran. Zastosowanie lizostafyny
do eliminacji gronkowcow w tego typu infekcjach (np. jako przeciwdrobnoustrojowy sktadnik
materialdw opatrunkowych) wydaje si¢ jednym z najbardziej realnych 1 perspektywicznych
kierunkéw wykorzystania tej bakteriocyny w praktyce klinicznej.

W naszym zespole prowadzone sa prace nad materialami biopolimerowymi, mogacymi
znalez¢ zastosowanie do wytwarzania opatrunkow. Materiaty te, sktadajg si¢ wytacznie z substancji
naturalnych: chitozanu (gléwny komponent), kolagenu 1 zelatyny (dodawanych w celu uzyskania
produktow o pozadanych cechach fizykochemicznych, np. elastycznosci), genipiny (czynnik
sieciujacy) oraz lizostafyny (dodawanej w celu wuzyskania materialu o aktywnosci
przeciwgronkowcowej). Gwarantuje to ich biokompatybilno$¢ oraz eliminuje ryzyko toksycznego
oddziatywania z uszkodzonymi tkankami cziowieka lub zwierzat. Elementem unikatowym
zaproponowanej przez nas technologii jest rozpuszczanie chitozanu w wodzie nasycanej gazowym
CO,. W wyniku rozpuszczania ditlenku wegla w wodzie tworzy si¢ kwas weglowy. Obnizenie pH
roztworu umozliwia rozpuszczenie biopolimeru (chitozanu). Kwas weglowy jest kwasem nietrwatym,
ktory bardzo szybko ulega rozktadowi, a uwalniany w procesie rozktadu CO, ulatnia si¢ z mieszaniny,
co skutkuje wytrgcaniem chitozanu potgczonego z pozostalymi sktadnikami mieszaniny w postaci

hydrozelu. Po jego zamrozeniu i liofilizacji otrzymuje si¢ produkt porowaty o strukturze gabczastej
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(Gorezyca 1 wsp., 2014). W celu uzyskania produktu o odpowiednich witasciwosciach fizycznych, do
mieszaniny dodaje si¢ okreslong ilo§¢ Zelatyny i kolagenu oraz czynnika sieciujacego - genipiny.
Stosowanie powyzszej technologii umozliwia wprowadzenie do struktury otrzymywanych
materialdw biopolimerowych biatkowych substancji przeciwdrobnoustrojowych bez ryzyka utraty ich
aktywnosci.

Znaczng aktywnos¢ przeciwgronkowcowa gabcezastych materialow chitozanowo-biatkowych
zawierajacych lizostafyng potwierdzono wzgledem 143 szczepow S. aureus, w tym
93 izolatow odzwierzecych 1 50 szczepow klinicznych wyizolowanych z ran, zakazen skory oraz
tkanek migkkich u ludzi, z ktérych 6 wykazywalo fenotyp MRSA. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze pomimo stosowania czynnika sieciujgcego (genipiny), znaczna cze$C
immobilizowanego enzymu pozostawala w strukturze biopolimeru w formie niezwigzanej i byla
stopniowo uwalniana do otoczenia. Jest to bardzo korzystne z punktu widzenia potencjalnego
zastosowania tego produktu do konstrukcji materialdw opatrunkowych o aktywnosci
przeciwgronkowcowej. Stwierdzono takze, ze liofilizowane materialy biopolimerowe zawierajace
lizostafyng zachowuja 100% swojej aktywnosci biologicznej w trakcie potrocznego przechowywania
w temperaturze 4°C.

Wyniki uzyskane w tej czesci badan stanowig podstawe publikacji oraz uzyskanego patentu:
[A-6] Szweda P, Gorezyca G, Tylingo R, Kurlenda J, Kwiecinski J, Milewski S. (2014) Chitosan-
protein scaffolds loaded with lysostaphin as potential antistaphylococcal wound dressing materials.
J Appl Microbiol. 117(3):634-42.

[A-8] Gorczyca G, Tylingo R, Szweda P, Milewski S, Sadowska M, Zalewska M, Sposob
wytwarzania chitozanowo-biatkowego materiatu biopolimerowego. Patent polski PL 223280 B1.

W toku przeprowadzonych przez nas badan stwierdzono takze, ze oprocz aktywnosci
przeciwgronkowcowej, otrzymywany materiat biopolimerowy posiada szereg cech
korzystnych z punktu widzenia zastosowania go do produkcji opatrunkow.
Do najwazniejszych jego zalet nalezy zaliczy¢: stabilnos¢ (brak zauwazalnych cech
biodegradacji) w warunkach docelowego uzytkowania, porowatg strukture, zdolno$¢
pochtaniania znacznych ilo$ci wysigku, umozliwienie wymiany gazowej oraz aktywnos$¢
przeciwutleniajacg. Nie stwierdzono efektu cytotoksycznego wzgledem komorek mysich
fibroblastow (Gorczyca i wsp., 2014). Wyniki te dodatkowo potwierdzaja mozliwos¢
wykorzystania opracowanych materiatdbw w terapii zakazen trudno gojacych si¢ ran
o etiologii gronkowcowe;j.

W naszym zespole przeprowadzono takze badania, ktorych celem bylo porownanie

aktywnos$ci  bakteriobdjczej  komercyjnie  dostgpnych  materiatow  opatrunkowych
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zawierajagcych sktadniki przeciwbakteryjne: srebro (ré6zne formy), midéd manuka,
chloroheksydyng, jod w postaci jodopowidonu (rozpuszczalny kompleks jodu
1 poliwinlylopirolidonu) oraz przygotowywanego przez nas materialu chitozanowo-
biatkowego zawierajacego lizostafyne. Badania te wykazaly, ze aktywno$¢ gronkowcobojcza
produktow zawierajacych lizostafyng byla poréwnywalna z aktywno$cig najbardziej
skutecznych materiatow komercyjnych: Mepilex Ag (zawierajacego siarczan srebra jako
czynnik przeciwbakteryjny) oraz Inadine (zawierajagcego jodopowidon jako sktadnik
aktywny). W przypadku kazdego z powyzszych materialow zaledwie czterogodzinna
inkubacja skutkowata catkowitg eliminacjg zywych komorek S. aureus z zawiesiny.

Kolejnym ciekawym wynikiem, ktéry uzyskano w tej czegsci badan bylo wykazanie
znacznego potencjalu  przeciwgronkowcowego komercyjnie dostepnego materiatu
opatrunkowego Algivon zawierajacego midod manuka. W te$cie krazkowo-dyfuzyjnym
produkt ten wykazywat jedng z najwyzszych aktywno$ci, z §rednicg zahamowania wzrostu
wzorcowego szczepu S. aureus wynoszaca 20,5 mm. W przypadku najbardziej aktywnych
produktéw Melgisorb Ag 1 Mepilex AG $rednice zahamowania wzrostu tego samego szczepu
wynosity odpowiednio 21,1 1 20,9 mm. Midd manuka otrzymywany jest z nektaru kwiatow
krzewow Leptospermum scoparium, wystepujacych gtownie w Nowej Zelandii oraz
w potudniowo-wschodniej Australii. Przeprowadzona przez nas analiza rynku wykazata,
ze materialty opatrunkowe zawierajagce miod manuka proponowane s3g przez wielu
producentéw, natomiast do produkcji materiatow opatrunkowych praktycznie nie stosuje si¢
miodoéw pozyskiwanych z innych Zrédel botanicznych.

Wyniki badan poréwnawczych materiatow opatrunkowych opisano w publikacji:
[A-10] Szweda P, Gorczyca G, Tylingo R. (2018) Comparison of antimicrobial activity of
selected, commercially available, wound dressing materials. J of Wound Care 27(5):320-326.
doi: 10.12968/jowc.2018.27.5.320.

Niewatpliwa wada materialdéw opatrunkowych zawierajacych midéd manuka jest
wysoka cena. Sktonilo nas to do podjecia badan dotyczacych aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
(gtownie przeciwgronkowcowej) miodéow pozyskiwanych w polskich pasiekach oraz
weryfikacji przydatnosci tych produktéw w terapii zakazen gronkowcowych, np. jako

sktadnik materiatow opatrunkowych. Badania te sa przez nas kontynuowane.
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4.3. Bakterie Staphylococcus spp. wyizolowane 7 mleka krow, u ktorych stwierdzono
mastitis, skory oraz zainfekowanych ran u ludzi jak Zrodlo bakteriocyn polipeptydowych
o aktywnosci przeciwgronkowcowej

Dotychczas w literaturze opisano zaledwie kilka przyktadow peptydoéw
przeciwdrobnoustrojowych wytwarzanych zaré6wno przez koagulazoujemne (CNS -
Coagulase-Negative Staphylococci) jak 1 koagulazododatnie (CPS — Coagulase-Positive
Staphylococci) gronkowce. Do najbardziej perspektywicznych naleza: Pep5, Epicidyna 280,
Epilancyna K7, Epidermina, Nukacyna ISK-1, Simulancyna 3299 (produkowane przez CNS)
oraz Aureocyna AS53, Aureocyna A70, czy Staphylococcyna C55 (syntetyzowane
w komorkach gronkowcow CPS) (Nascimento i wsp., 2006; Varella Coelho 1 wsp., 2007;
Bastos 1 wsp. 2009). W przysztosci peptydy tego rodzaju moga stanowi¢ ciekawg alternatywe
dla terapii antybiotykowej infekcji gronkowcowych lub znalez¢ zastosowanie do eliminacji
tych bakterii z produktow zywnos$ciowych. W ramach prowadzonych w naszym zespole
badan, podjeliSmy probe identyfikacji szczepdw bakterii z rodzaju Staphylococcus zdolnych
do produkcji nowych, nieznanych dotad bakteriocyn wykazujacych aktywno$¢
przeciwgronkowcows3.

Do badan wykorzystano kolekcje 206 szczepow bakterii Staphylococcus spp.:
58 izolatdow, ktére wyodrgbniono z infekcji  tkanek  migkkich lub  ran
u ludzi oraz 158 szczepoéw wyizolowanych z mleka krow, u ktérych stwierdzono zapalenie
gruczolu mlekowego. Nasze badania wykazaly, ze 6 izolatow, nalezacych do dwoch
gatunkow: S. aureus 1 S. xylosus, posiada zdolno§¢ wytwarzania substancji
przeciwgronkowcowych. Testy wrazliwo$ci na dziatanie enzymoéw proteolitycznych
wykazaty polipeptydowy charakter 3 z tych substancji, a wydajng sekrecj¢ potencjalnej
bakteriocyny do medium hodowlanego uzyskano tylko w przypadku polipeptydu
produkowanego przez szczep M2B (S. xylosus), wyizolowanego z gruczotu mlekowego
krowy. Produkowany peptyd wykazywal znaczng aktywno$¢ bakteriobdjcza w stosunku do
13 szczepdéw odzwierzgcych: 9 szczepow S. aureus, 1 szczepu S. epidermidis 1 3 szczepow
S. xylosus. Pozostale szczepy z kolekcji (liczacej 206 izolatow) nie wykazywaty wrazliwosci
na dziatanie potencjalnej bakteriocyny. Opracowano warunki efektywnej produkcji peptydu
1 jego sekrecji do podtoza.

Wyniki uzyskane w tej czgsci badan zostaty przedstawione w publikacji:
[A-11] Zalewska M, Churey JJ, Worobo RW, Milewski S, Szweda P. (2018) Isolation of

bacteriocin-producing Staphylococcus spp. strains, obtained from human skin wounds, soft
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tissue  infections, and  bovine  mastitis. Pol J  Microbiol  67(2):1-7.
doi: 10.21307/pjm-2018-018.

Aktualnie w naszym zespole prowadzone sg pod moim kierunkiem badania, ktérych
celem jest optymalizacja procesu oczyszczania, ustalenie sekwencji aminokwasowej peptydu
oraz ustalenie mechanizmu jego dziatania przeciwgronkowcowego.

Zamierzam kontynuowac¢ badania dotyczace identyfikacji nowych bakteriocyn, w tym
takze produkowanych przez bakterie izolowane z produktow pszczelich. W naszej ocenie
istniejg duze szanse na identyfikacje szczepow produkujacych bakteriocyny lub inne
substancje skutecznie eliminujace gronkowce, w tym szczepy wielolekooporne.
W przysztosci moglyby one znalez¢ zastosowanie w profilaktyce 1 terapii infekcji
wywotywanych przez bakterie z rodzaju Staphylococcus (gtdéwnie miejscowych) oraz do

eliminacji tych mikroorganizmow z produktow zywnosciowych.

4.4. Miod jako potencjalny czynnik przeciwgronkowcowy

Midd jest nie tylko cenionym produktem spozywczym. Od wiekéw byt to jeden
z najwazniejszych lekow stosowanych w medycynie ludowej. Aktywno$¢ przeciwbakteryjng
miodu wykorzystywano gléwnie do leczenia trudno gojacych, zainfekowanych ran. Aktualny
stan wiedzy z zakresu mechanizmu i metod badania wiasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowych
tego produktu oraz przyklady prob jego stosowania do eliminacji wybranych patogenow
w warunkach in vitro oraz in vivo zostaty przedstawione w 2 pracach przegladowych mojego
autorstwa/wspolautorstwa, ktore ukazaty si¢ w postaci rozdziatow w ksigzkach wydawnictwa
InTech (Szweda 2017; Szweda 1 Kot 2017).

Pomimo istnienia do$¢ bogatego pisSmiennictwa dotyczacego wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych miodéw z réznych regiondow $wiata, brak byto podobnych danych
dotyczacych miodow pochodzacych z polskich pasiek. W tej sytuacji uznaliSmy za celowe
podjecie badan potencjatu przeciwbakteryjnego, gtownie przeciwgronkowcowego, miodoéw
pozyskiwanych w polskich pasiekach. Badania te finansowane sg przez NCN w ramach
grantu ,,Ocena mozliwosci wykorzystania produktéw pszczelich oraz bakteriocyn
syntetyzowanych przez mikroflor¢ tych produktéw jako alternatywe Ilub uzupetnienie
klasycznej antybiotykoterapii”, przyznanego w programie SONATA BIS, ktérego jestem
kierownikiem. Projekt realizowany jest we wspolpracy z dr Piotrem Kusiem z Katedry
Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz prof. Randy Worobo

z Uniwersytetu Cornell (USA)
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Gléwny materiat badawczy stanowita kolekcja miodoéw dostarczonych przez
pszczelarzy z regionu poéinocnej Polski (95 probek). W zdecydowanej wigkszosci byty to
miody wielokwiatowe (64 probki). Do badan wykorzystano takze 22 probki miodow
zakupionych w sklepach ze zdrowa zywnoscia, 12 produktow zakupionych w hipermarketach
oraz 15 miodéw otrzymanych z pasiek zagranicznych (w tym midéd manuka o wysokiej
zawartosci metyloglioksalu — 550 mg/kg).

Przeprowadzone przez nas testy wykazaty, ze badane miody roznity si¢ aktywnoscia
przeciwbakteryjng i1 roznice te zwigzane byly m.in. z pochodzeniem geograficznym oraz
botanicznym. Zdecydowanie najwyzsza aktywnos$¢ wykazywaly miody pozyskiwane
w poéhocnej Polsce, w okolicach Gdanska. Pig¢ z tych produktow hamowato wzrost
referencyjnych szczepow S. aureus w stezeniu 1,56% (v/v). Jest to warto§¢ dwukrotnie nizsza
od warto$ci wykazywanej przez miod manuka W przypadku S. epidermidis, taka sama
warto$¢ MIC uzyskano dla siedmiu produktéw. Nieco nizszy potencjal przeciwbakteryjny
stwierdzono w przypadku miodow odmianowych pozyskiwanych w pasiekach
zlokalizowanych w potudniowej czesci kraju. Rozpatrujac pochodzenie botaniczne badanych
miodoéw, najwyzszg aktywno$¢ przeciwgronkowcowa wykazywaty miody chabrowe,
tymiankowe, gryczane, faceliowe i czabrowe. Niska aktywno$¢ stwierdzono w przypadku
miodoéw rzepakowych oraz pozyskiwanych z kwiatow drzew owocowych (jabtoni i wiéni).
Wszystkie miody (z wyjatkiem miodu manuka) byly wrazliwe na podgrzewanie i tracilty
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng w obecnos$ci katalazy. Uzyskane w tej cze$ci badan wyniki
potwierdzaja wysoki potencjal przeciwbakteryjny miodow ciemnych, zawierajacych duze
ilosci polifenoli.

Wysoka efektywno$¢ przeciwgronkowcowg najbardziej aktywnych miodow
(otrzymanych z pasiek zlokalizowanych w Polsce potnocnej) potwierdzono takze wzgledem
12 izolatdw klinicznych S. aureus, 6 odzwierzecych (wyizolowanych z zainfekowanych
gruczotéw mlekowych krow) oraz 6 wyizolowanych z zainfekowanych ran u ludzi. Wszystkie
badane produkty (n=12) skutecznie hamowaty wzrost badanych szczepdéw w zakresie stezen
od 0,78 do 3,12% (v/v). Nieco nizsza, ale nadal znaczacg aktywno$¢ stwierdzono dla
badanych miodéw wobec bakterii Gram-ujemnych. Stwierdzono takze, ze w przypadku
wielu miodow uzyskanie efektu bakteriobojczego wymaga stosowania stezen wyzszych
anizeli warto§¢ MIC. Co najmniej dwukrotne réznice w warto$ciach stezen MIC i MBC
(Minimal Bactericidal Concentration) w stosunku do S. aureus ATCC 25923 stwierdzono dla
42 badanych produktow. Test kinetyczny (time-kill assay) wykazat ponadto, ze uzyskanie

100% efektu bakteriobdjczego wymaga wydtuzonej inkubacji komorek gronkowcow z
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miodem w st¢zeniu réwnym, jak i dwukrotnie przewyzszajacym warto§¢ MBC. Catkowitg
eliminacj¢ zywych komorek z zawiesiny uzyskiwano dopiero po 24 godzinach.
Zdecydowanie nizszg efektywnos$¢ dziatania miodu zaobserwowano w stosunku do biofilmu
formowanego przez badane izolaty S. aureus. W przypadku wigkszosci badanych produktow
skuteczng eradykacje biofilmu uzyskano stosujac roztwor zawierajacy midd w stezeniu co
najmniej 25% (v/v). Co ciekawe, nizsze stezenia (w niektorych przypadkach nawet 25%
(v/v)) stymulowaty wzrost biofilmu. Biorgc pod uwage zrodio botaniczne nektaru, ktéry
wykorzystaly pszczoty do produkcji miodu, najwyzsza aktywnos¢ (MIC=1,56% (v/v)
w stosunku do obydwu szczepoéw S. aureus) wykazywaly miody wielokwiatowe (2 produkty)
oraz gryczane (3 produkty). Wyniki te dostarczaja wielu istotnych wskazowek dotyczacych
potencjalnego stosowania miodu w praktyce klinicznej, na przyktad jako sktadnik aktywny
materialow opatrunkowych. Biorgc pod uwage znaczng opornos¢ biofilmu raczej
niewskazane byloby stosowanie rozcienczonych form miodu o stezeniu ponizej 50% (v/v),
nalezatoby takze uwzgledni¢ konieczno$¢ wydtuzonego oddziatywania sktadnikow produktu
na bakterie. W zakresie zrddta botanicznego produktu najwiekszy potencjat terapeutyczny,
przeciwbakteryjny, wykazujag miody gryczane oraz niektore wielokwiatowe. W przypadku
miodoéw wielokwiatowych duza grupa badanych produktéw wykazywata jednak niska
skuteczno$¢ dziatania lub catkowity brak aktywnosci. Wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjna
miodoéw gryczanych jest cechg charakterystyczng tego produktu i najprawdopodobniej
wynika z jego sktadu chemicznego (badania w trakcie).

Wyniki dalszych badan jednoznacznie wykazaty, ze kluczowa role w aktywnosci
wszystkich badanych miodéw, z wyjatkiem miodu manuka, odgrywata enzymatyczna synteza
nadtlenku wodoru, generowanego w katalizowanej przez oksydaze glukozowa reakcji
utleniania glukozy do kwasu glukonowego. Do ciekawych wnioskow doprowadzilty analizy
statystyczne wynikow dotyczace zaleznosci pomiedzy aktywnoscig przeciwbakteryjng
a innymi wlasciwosciami fizykochemicznymi badanych miodéw. Wyrazne pozytywne
korelacje stwierdzono w przypadku potencjatu antyoksydacyjnego oraz zawarto$ci zwigzkow
fenolowych, w tym polifenoli. Sugeruje to, ze fitozwigzki obecne w miodzie w istotny sposob
wpltywaja na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng tego produktu. Analizy statystyczne wykazaty
takze pozytywna korelacj¢ pomiedzy efektywnosciag przeciwgronkowcowa a iloscig
generowanego enzymatycznie H,O,. Przy czym w roztworach miodow charakteryzujace si¢
najnizszymi wartosciami MIC (1,56% (v/v)) stwierdzono bardzo niskie st¢zenia tej substancji.
W celu wyjasnienia tego zjawiska przeprowadzono badania, ktérych celem bylo okreslenie

ilosci nadtlenku wodoru, ktory zostanie wygenerowany w roztworach miodu przygotowanych
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nie w wodzie a w 100 uM roztworze H,0O,. Zaktadalismy, ze ilosci te beda si¢ sumowaty.
Wynik zgodne z zalozeniami uzyskano dla wybranych miodéw wielkokwiatowych,
spadziowych oraz lipowych. Natomiast w przypadku produktow odmianowych, gryczanych
oraz rzepakowych stwierdzono zanik nadtlenku wodoru. Taki rezultat sugeruje, ze fitozwigzki
obecne w tych miodach bardzo szybko reaguja z H,O,, przy czym produkty reakcji
powstajace w miodzie gryczanym wykazuja bardzo wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjng
(zdecydowanie przewyzszajaca efektywnos$¢ samego nadtlenku wodoru), natomiast produkty
powstajace w roztworze miodu rzepakowego nie wykazujg potencjatu bakteriostatycznego
czy bakteriobojczego. W mojej ocenie, wyniki tego eksperymentu stanowia istotny wkiad
w badania mechanizmu przeciwbakteryjnego dzialania miodu. Pierwotnie zaktadano,
ze czynnikiem, ktory bezposrednio decyduje o potencjale przeciwbakteryjnym tego produktu
jest wylacznie obecnos¢ H,O,. Badania prowadzone w zespole z Brock University (Kanada)
wykazaly jednak, ze ilo$ci nadtlenku wodoru generowane w roztworach miodéw s3a niemal
900 razy mniejsze od stezenia tej substancji w dezynfektantach i sg zbyt niskie by w petni
thumaczy¢ efektywno$¢ przeciwbakteryjng tego produktu (Brudzynski i wsp., 2011).
W kolejnych publikacjach Brudzynski i wsp., stosujac midd gryczany jako model, wykazali,
ze obecne w nim substancje pochodzenia roslinnego, glownie zwiazki fenolowe, katalizuja
powstawanie z nadtlenku wodoru rodnikéw hydroksylowych, ktore wykazuja bardzo wysoka
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa (Brudzynski 1 wsp. 2012a i b; Brudzynski i Lannigan
2012). Wyniki uzyskane w naszym zespole potwierdzajg obserwacje zespotu kanadyjskiego
w odniesieniu do miodéw gryczanych, jednak w badanych roztworach miodow lipowych,
wielokwiatowych oraz spadziowych, ktore takze wykazywaly znaczny potencjal
przeciwgronkowcowy, nie obserwowali$my tak szybkiego zaniku nadtlenku wodoru. Zwigzek
ten byt raczej kumulowany. Sugeruje to nieco odmienny mechanizm aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej tych produktow, przy czym bez watpienia nadtlenek wodoru oraz
fitozowiazki sg w tej kwestii kluczowe.

Aktualnie w naszym zespole prowadzone sg badania, ktorych celem jest wyjasnienie
mechanizmow oraz identyfikacja sktadnikow chemicznych (fitozwigzkéw) decydujacych
o wysokiej aktywno$ci miodow innych niz gryczany.

Zaobserwowana nizsza aktywno$¢ przeciwbakteryjna miodéw kupowanych
w sklepach (zar6wno hipermarketach jak 1 sklepach ze zdrowa zywnos$cig) jest
najprawdopodobniej konsekwencja procesu dekrystalizacji — uptynniania skrystalizowanego
produktu poprzez podgrzewanie. Proces ten jest czgsto prowadzony przez sprzedawcow

hurtowych lub wilascicieli duzych pasiek, ktérzy przetrzymuja wigksze ilosci miodu
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w opakowaniach zbiorczych — beczkach, w ktérych zachodzi krystalizacja. Przeniesienie
miodu do opakowan detalicznych (zwykle stoiki) wymaga jego uplynnienia. W celu
zachowania aktywnos$ci biologicznej produktu dekrystalizacja powinna by¢ prowadzona
w specjalnych urzadzeniach (komorach dekrystalizacyjnych) w temperaturze nie wyzszej niz
40°C. Jest to proces dtugotrwatly, catkowite rozpuszczenie krysztatow trwa zwykle kilka dni.
Niska aktywnos$¢ wielu produktéw zakupionych w sklepach (w tym nawet miodow
gryczanych) wskazuje, ze niektorzy z producentow prowadzg zapewne proces dekrystalizacji
w sposOb nieprawidlowy, w zbyt wysokiej temperaturze. Zdecydowanie skraca to czas
trwania procesu, niestety, bardzo negatywnie wplywa na aktywno$¢ biologiczng miodu.
W naszej ocenie zdecydowanie najlepszym rozwigzaniem tego problemu byloby rozlewanie
produktéw od razu do pojemnikow docelowych, w ktérych trafia one do konsumenta.
W przypadku miodow, ktéore mialby by¢ wykorzystywane do celow medycznych jako
substancje przeciwbakteryjne, jakiekolwiek dziatanie podwyzszonej temperatury jest
wykluczone.

Jak juz wspomniano powyzej, z punktu widzenia potencjalnych zastosowan
medycznych, na szczegdlng uwage zasluguje miodd gryczany. Wsrdd badanych produktow
(pochodzacych zaréwno z pasiek zlokalizowanych w polnocnej jak i poludniowej Polsce)
zdecydowana wigkszo$¢ miodow pozyskiwanych z kwiatow tej rosliny wykazywata
aktywno$¢ porownywalng lub wyzszg od miodu manuka. Bioragc pod uwage wysoka
miododajnos$¢ gryki (300 kg miodu z 1 ha uprawy, Kottowski 2006), duzy areat jej upraw
w Polsce (ponad 82 tys. ha, Raport GUS 2017), znacznie nizsza od miodu manuka ceng
miodu gryczanego oraz jego wysoka aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wykazang m.in. w
naszych badaniach, nalezy traktowac¢ polski midd gryczany jako potencjalnie konkurencyjny
dla miodu manuka do np. konstrukcji opatrunkéw zawierajacych miod. Oczywiscie nalezy
pamigta¢ o istotnych ograniczeniach, ktore aktualnie utrudniaja, czy wrecz uniemozliwiaja,
wykorzystanie potencjalu przeciwdrobnoustrojowego miodéw (innych niz midéd manuka)
w  praktyce  klinicznej, np. jako  skladnikéw  materiatbw  opatrunkowych.
Przede wszystkim nalezatoby opracowa¢ metode sterylizacji (eliminacji flory bakteryjnej
1 grzybowej obecnej w miodach), ktéora nie powodowalaby obnizenia aktywnosci
przeciwbakteryjnej, wynikajacej przede wszystkim z aktywnosci oksydazy glukozowej, ktora
pod wplywem wysokiej temperatury ulega denaturacji (zjawisko to nie dotyczy miodu
manuka, poniewaz jego aktywno$¢ wynika z obecnos$ci metyloglioksalu, ktéry nie jest
substancja termolabilng). Istotnym problemem jest takze struktura fizyczna miodow —

zjawiskiem naturalnym jest krystalizacja tego produktu, co utrudniatoby na przyktad
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otrzymywanie materiatlow opatrunkowych czy nawet aplikacj¢ produktu na zainfekowana
ran¢. Aktualnie w naszym zespole prowadzone sa badania dotyczace wplywu sterylizacji
radiacyjnej (za pomocg promieniowania gamma) oraz kremowania (proces w wyniku, ktorego
miod uzyskuje konsystencj¢ smaru) na aktywno$¢ przeciwbakteryjng miodow krajowych.

Istotng  zaleta znacznej czeSci produktow pozyskiwanych w  pasiekach
zlokalizowanych zarowno w potudniowej, jak i polnocnej czesci kraju, jest ich wysoki
potencjat antyoksydacyjny. Regularna konsumpcja produktéw bogatych w przeciwutleniacze
1 zwiazki eliminujgce wolne rodniki bardzo korzystnie wplywa na zdrowie konsumentow.
Obecnos¢ przeciwutleniaczy stymuluje takze proces regeneracji uszkodzonej tkanki skornej,
co jest dodatkowym, istotnym argumentem przemawiajacym za wykorzystaniem miodoéw do
produkcji materialéw opatrunkowych.

Wyniki tej czgsci badan, ktore jednoznacznie potwierdzajg, ze miody, szczeg6lnie
miodd gryczany, nalezg do bardzo perspektywicznych produktow przeciwgronkowcowych,
przedstawiono w dwoch publikacjach:

[A-7] Ku$ PM, Szweda P, Jerkovi¢ I, Tuberoso CI. (2016) Activity of Polish unifloral honeys
against pathogenic bacteria and its correlation with colour, phenolic content, antioxidant
capacity and other parameters. Lett Appl Microbiol. 62(3):269-76.

[A-12] Grecka K, Kus PM, Worobo RW, Szweda P. (2018) Phytochemicals are crucial for
peroxide-dependent antimicrobial potential of honeys produced in Northern Poland.

Molecules 28;23(2). pii: E260. doi: 10.3390/molecules23020260.

4.5. Okreslenie potencjatu wirulencji szczepow odzwierzecych, ktore wykorzystano
w badaniach skutecznosci dzialania alternatywnych czynnikow przeciwgronkowcowych
Waznym aspektem prowadzonych przeze mnie 1 wspoOtpracownikow badan byto
weryfikowanie aktywnosci interesujacych nas alternatywnych czynnikow
przeciwgronkowcowych (lizostafyny, peptydow oraz miodu) wzgledem duzej grupy
szczepoéw, gltownie izolatdéw odzwierzgcych (wyizolowanych z mleka krow, u ktorych
stwierdzono mastits). Oprocz okreslenia wrazliwosci tych szczepow na antybiotyki i czynniki
alternatywne ([A-4]) przeprowadziliSmy badania, ktorych celem bylo ustalenie szczegotowe;j
charakterystyki genetycznej poszczeg6élnych izolatow pod katem ich potencjalu wirulencji
oraz zdolno$ci tworzenia biofilmu. Charakterystyke izolatéw z ran oraz infekcji skornych
przedstawiono w pracy Sjolund i Kahlmeter (2008). Badacze ci udostepnili nam szczepy do

badan.
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Gronkowce rosngce w formie biofilmu wykazuja znaczaco wigksza oporno$¢ na
antybiotyki w porownaniu do bakterii rosngcych w zawiesinie, w formie planktonicznej
(Melchior 1 Fink-Gremmels 2006; Wu 1 wsp., 2015; Manner i wsp., 2017). Przeprowadzone
w naszym zespole badania wykazaty, ze 76 sposréd 132 (58%) analizowanych szczepow
S. aureus wyizolowanych z mleka krow, u ktorych stwierdzono zapalenie gruczotu
mlekowego, posiada zdolno$¢ wzrostu w formie biofilmu w warunkach in vitro — na
powierzchni $cianek w celkach plytek titracyjnych. Z kolei, testy genetyczne wykazaty
obecnos¢ operonu icaADBC (warunkujgcego tworzenie biofilmu) w genomach wszystkich
badanych szczepow. W zwigzku z tym, wszystkie badane izolaty nalezy zaklasyfikowac jako
potencjalnie zdolne do tworzenia biofilmu. Obserwowane réznice w wynikach testu
fenotypowego (wzrost biofilmu w celkach ptytek titracyjnych) oraz testu genotypowego
(obecnos¢ genow operonu icaADBC) sa najprawdopodobniej konsekwencja wpltywu
warunkow wzrostu izolatdw na ich zdolnos$¢ do tworzenia biofilmu.

W grupie 124 izolatéw analizowano obecno$¢ gendéw kodujacych 30 réznych czynnikow
wirulencji: adhezyn, proteaz oraz toksyn. Badania wykonano za pomoca klasycznej reakcji PCR.
Sposrod adhezyn najczesciej identyfikowano obecnos¢ gendéw: eno (91,1%), kodujacego biatko
wiazace lamining oraz fib (82,3%) kodujacego biatko wigzace fibrynogen. W przypadku
ponad 90% izolatow wykryto obecnos¢ gendow kodujacych proteazy serynowe spl4 oraz sspA.
Z kolei do najczesciej identyfikowanych gendéw kodujacych enterotoksyny nalezaty:
sei (21,0%), sem (19,4%), sen (19,4%), seg (18,5%) oraz seo (13,7%). Najczesciej
identyfikowang kombinacj¢ genéw kodujacych czynniki wirulencji: fib, eno, fnbB, splA, splE,
sspA stwierdzono u 17,7% izolatow.

Uzyskane wyniki potwierdzajag znaczny potencjat wirulencji badanych szczepow,
w tym zdolno$¢ wzrostu w formie biofilmu. W przypadku wigkszosci analizowanych
czynnikéw trudno przewidzie¢ ich ewentualny wplyw na skuteczno$¢ dzialania antybiotykow
czy alternatywnych czynnikow przeciwdrobnoustrojowych. W przypadku szczepdéw zdolnych
do efektywnej produkcji proteaz mozna na przyklad zaktada¢ obnizong wrazliwo$¢
w stosunku do substancji bialkowych (np. lizostafyna czy nizyna). Bez watpienia jednak
najbardziej znaczace, negatywne konsekwencje w zakresie skuteczno$ci eliminacji infekcji
gronkowcowych z wykorzystaniem antybiotykow czy $rodkéw alternatywnych moga by¢
spowodowane wzrostem w formie biofilmu. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze jest to cecha bardzo rozpowszechniona ws$rod odzwierzecych izolatow S. aureus,
co prawdopodobnie jest jedng z gtdéwnych przyczyn niskiej skutecznosci antybiotykoterapii

zakazen gronkowcowych gruczolu mlekowego.
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Wiyniki tej czgsci badan przedstawiono w postaci dwoch publikacji:
[A-3] Szweda P, Schielmann M, Milewski S, Frankowska A, Jakubczak A. (2012) Biofilm
production and presence of ica and bap genes in Staphylococcus aureus strains isolated from
cows with mastitis in the eastern Poland. Pol J Microbiol. 61(1):65-9
[A-9] Kot B, Szweda P, Frankowska-Maciejewska A, Piechota M, Wolska K. (2016)
Virulence gene profiles in Staphylococcus aureus isolated from cows with subclinical mastitis

in eastern Poland. J Dairy Res. 83(2):228-35.

4.6.  Podsumowanie

W mojej ocenie, wyniki badan przedstawione w powyzszych pracach, a takze analiza
pi$miennictwa, W  sposob  jednoznaczny potwierdzaja  przydatnos¢  badanych
nieantybiotykowych produktow naturalnych jako potencjalnych czynnikéw terapeutycznych
mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu zakazen gronkowcowych.

Za najwazniejsze osiagni¢cia badawcze uzyskane przeze mnie i wspolpracownikow
uwazam:

» Badania dotyczace bakteriocyn:

1) opracowanie nowego uktadu ekspresyjnego pBAD2Lys oraz okreslenie optymalnych
warunkéw produkcji lizostafyny w bioreaktorze;

2) potwierdzenie skuteczno$ci enzymu w eliminacji gronkowcow z produktow
zywno$ciowych oraz wykazanie jego znacznej aktywnosci w stosunku do szczepow
S. aureus wyizolowanych z mleka kréw, u ktérych stwierdzono mastitis (w tym takze
szczepow lekoopornych);

3) opracowanie metody przygotowywania materialdow biopolimerowych zawierajacych
aktywna lizostafyne oraz wykazanie wysokiej aktywnosci tych materialoéw w stosunku do
klinicznych 1 odzwierzecych izolatow S. aureus.

4) wykazanie, ze izolaty odzwierzgce i kliniczne Staphylococcus spp. sa potencjalnym
zrodtem substancji przeciwgronkowcowych oraz identyfikacja jednego szczepu zdolnego
do wydajnej produkcji polipeptydowej bakteriocyny o aktywnos$ci przeciwgronkowcowe;j.

» Badania dotyczace miodow:

1) okreslenie aktywnosci przeciwbakteryjnej duzej grupy miodéw, zardowno odmianowych
(pozyskiwanych w pasiekach zlokalizowanych w Polsce poludniowej), jak
1 wielokwiatowych (pochodzacych z pasiek z okolic Gdanska);

2) identyfikacja miodéow (gryczanych i1 wielokwiatowych, produkowanych w polskich

pasiekach) o bardzo wysokiej, w poréwnaniu z miodami z innych Zrédet geograficznych
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opisanymi ~w  dotychczasowej literaturze, aktywno$ci przeciwgronkowcowe;j
(MIC = 1,56%) oraz niskiej termostabilnosci;
3) stwierdzenie wysokiej opornosci na midd biofilmu formowanego przez izolaty S. aureus,
4) wykazanie, ze enzymatyczna synteza nadtlenku wodoru jest kluczowym mechanizmem
decydujacym o potencjale przeciwbakteryjnym polskich miodéw oraz wykazanie
istotnego udzialu fitozwiazkéw (zarbwno pozytywnego, jak 1 negatywnego)
w mechanizmie aktywnosci przeciwbakteryjnej tych produktow;
» Wykazanie znaczacej wirulencji oraz opornosci na antybiotyki wsrdd szczepdw S. aureus
wyizolowanych z mleka krow, u ktorych stwierdzono zapalenie gruczotu mlekowego.
Przeprowadzone przeze mnie i wspoipracownikow badania jednoznacznie wykazaty
znaczny potencjal przeciwgronkowcowy wybranych nieantybiotykowych substancji
1 produktow naturalnych: lizostafyny, miodow produkowanych w polskich pasiekach oraz
peptydéw syntetyzowanych przez izolaty Staphylococcus spp.. W mojej ocenie, uzyskane
w toku badan wyniki potwierdzaja zasadno$¢ kontynuacji dziatan dotyczacych praktycznego
wykorzystania tych substancji/produktow jako czynnikdw terapeutycznych w leczeniu
infekcji o etiologii gronkowcowej. Przyszie badania powinny dotyczy¢ przede wszystkim
potwierdzenia skutecznosci tych czynnikéw w warunkach in vivo, bezpieczefstwa dla
pacjentéw oraz sposobu ich stosowania, np. jako skladnik materiatéw opatrunkowych czy
kremow wykorzystywanych w terapii zainfekowanych, trudno gojacych si¢ ran (ta czesé

badan jest kontynuowana w naszym zespole).
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5. Inne osiagni¢cia badawcze
Ponizej przedstawiono krotki opis oraz spis publikacji pozostatych moich osiggnie¢

badawczych, ktore nie sg bezposrednio zwigzane z tematyka osiggni¢cia habilitacyjnego.

5.1. Otrzymywanie rekombinantowej hirudyny oraz stafylokinazy

W poczatkowym okresie moje zainteresowania naukowe koncentrowaly si¢ na
wykorzystaniu  technik  biologii molekularnej do otrzymywania bialek/peptydow
o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym. Oprdcz otrzymywania lizostafyny bratem udziat
w opracowaniu uktadow ekspresyjnych umozliwiajacych wydajng produkcje hirudyny [B-1]
oraz stafylokinazy [B-2]. Obydwie substancje potencjalnie moglyby znalez¢ zastosowanie
w terapii zaburzen procesu krzepnigcia krwi.
[B-1] Kochanowski R, Kotlowski R, Szweda P. (2006) Novel method of expression and
purification of hirudin based on pPBAD TOPO, pTYBI2 vectors and gene synthesis. Protein
Expression and Purification 50(1):25-30.
IF2006 = 1,867/7/8; LPK (MNiSzW 2006) — 15
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[B-2] Kochanowski R, Kotlowski R, Szweda P. (2007) Expression and intein-mediated
purification of novel staphylokinase SakSTAR with reduced immunogenicity and antiplatelet
and antithrombin activation. Applied Biochemistry and Biotechnology 141(2-3):321-33.

IF2007 = 1,643/3/3; LPK (MNiSzW 2007) — 20

5.2. Wykorzystywanie technik genotypowych do roéinicowania i badania potencjatu
wirulencji mikroorganizmow patogennych

Kolejnym obszarem moich zainteresowan naukowych jest wykorzystanie technik
biologii molekularnej do identyfikacji, roznicowania oraz okreslania potencjalu wirulencji
patogennych drobnoustrojow. We wspolpracy z dr Katarzyng Wolska z Uniwersytetu
Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach wykazalem przydatno$¢ metod ERIC oraz BOX
PCR w badaniach zmienno$ci genetycznej izolatéw klinicznych oraz odzwierzecych bakterii
P. aeruginosa [B-5], [B-10]. WykazaliSmy takze znaczny potencjal wirulencji izolatéw
bakterii tego gatunku pochodzacych od pacjentéw szpitala w Siedlcach [B-6]. Efektem
wspotpracy z dr Wolska jest takze opracowanie przegladowe dotyczace metod genotypowania
drobnoustrojow, ktore ukazato si¢ w postaci rozdziatu w ksigzce pt. ,,Genetic Diversity in
Microorganisms”, wydawnictwa InTech [B-8]. W badaniach przeprowadzonych w Katedrze
Technologii Lekow i1 Biochemii, we wspotpracy z prof. Katarzyng Dzierzanowska-Fangrat
1 dr Ewag Romanowskg z Centrum Zdrowia Dziecka oraz dr Lukaszem Naumiukiem
z Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku
wykazaliSmy przydatno$¢ metody RAPD-PCR do typowania molekularnego izolatow
klinicznych C. glabrata [B-9].

Polimorfizm sekwencji genéw kodujacych koagulazg oraz bialtko A wykorzystano
w pracy, ktorej celem byto roznicowanie odzwierzecych izolatow S. aureus [B-4]. Z kolei
w  pracy opublikowanej wraz z pracownikami  Uniwersytetu  Gdanskiego,
dr hab. Julianng Kurlendg oraz dr hab. Mariuszem Grinholcem wykazali§my brak
jednoznacznych korelacji pomigdzy polimorfizmem sekwencji fragmentu X genu kodujacego
biatko A, a wirulencja klinicznych izolatbow MRSA 1 MSSA [B-7]. Jestem takze
wspotautorem pracy, w ktorej polimorfizm sekwencji genéw kodujacych biatka o wspdlnej
nazwie SPATE (Serine Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae) zaproponowano
jako cel molekularny przydatny do genotypowania klinicznych izolatow bakterii E. coli [B-3].
[B-3] Ziomek M, Szweda P, Kurlenda J, Kochanowski R, Sikorska-Wisniewska G. (2007)

The presence and polymorphism of genes encoding serine protease autotransporters (spate)
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among the Escherichia coli isolated in the region of Gdansk from children with diarrhea.
Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia 59(4):343-50. (po polsku)

IF2007 = 0,0/0/0; LPK (MNiSzW 2007) — 6

[B-4] Jakubczak A, Szweda P, Lukaszewska K, Kur J. (2007) Molecular typing
of Staphylococcus aureus isolated from cows with mastitis in the east of Poland on the basis
of polymorphism of genes coding protein A and coagulase. Polish Journal of Veterinary
Sciences 10(4):199-205.

IF3007 = 0,291/7/6; LPK (MNiSzW 2007) — 20

[B-5] Wolska K, Szweda P. (2008) A comparative evaluation of PCR ribotyping and ERIC
PCR for determining the diversity of clinical Pseudomonas aeruginosa isolates. Polish
Journal of Microbiology 57(2):157-63.

IF2008 = 0,0/20/21; LPK (MNiSzW 2008) — 10

[B-6] Wolska K, Szweda P. (2009) Genetic features of clinical Pseudomonas aeruginosa
strains. Polish Journal of Microbiology 58(3):255-60.

IF2009 = 0,0/15/23; LPK (MNiSzW 2009) — 6

[B-7] Kurlenda J, Grinholc M, Szweda P. (2010) Lack of correlation between X region spa
polymorphism and virulence of methicillin resistant and methicillin sensitive Staphylococcus
aureus strains. Acta Biochimica Polonica 57(1):135-8;

1F3010 = 1,234/4/3; LPK (MNiSzW 2010) — 20

[B-8] Wolska K, Szweda P. (2012) Genotyping Techniques for Determining the Diversity of
Microorganisms, Genetic Diversity in Microorganisms, Mahmut Caliskan (Ed.), ISBN: 978-
953-51-0064-5, InTech, doi: 10.5772/35101.

IF3012 = 0,0/9/0; LPK (MNiSzW 2012) — 0. Rozdzial w ksiazce indeksowany w bazie ISI,
liczba cytowan - 9

[B-9] Szweda P, Gucwa K, Naumiuk L, Romanowska E, Dzierzanowska-Fangrat K. (2013)
Evaluation of possibilities of genotyping of Candida glabrata clinical isolates with RAPD-
PCR method and microsatellite analysis. Scientific Journal of Microbiology 2:194-200.
doi: 10.14196/sjm.v2i10.1052.

IF3013 = 0,0/0/0; LPK (MNiSzW 2013) -0

[B-10] Wolska K, Szweda P, Lada K, Rytel E, Gucwa K, Kot B, Piechota M. (2014) Motility
activity, slime production, biofilm formation and genetic typing by ERIC-PCR for
Pseudomonas aeruginosa strains isolated from bovine and other sources (human and
environment). Polish Journal of Veterinary Sciences 17(2):321-9.

IF2014 = 0,604/1/1; LPK (MNiSzW 2014) — 20
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5.3. Otrzymywanie materialow biopolimerowych o potencjalnych zastosowaniu jako
materialy opatrunkowe.

Jednym z najbardziej perspektywicznych kierunkow wykorzystania badanych przeze
mnie 1 wspotpracownikéw nieantybiotykowych produktéw naturalnych o wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych jest ich stosowanie do eliminacji patogendéw z zainfekowanych
ran. Zespot pracownikéw Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej, ktorego bytem
cztonkiem, opracowal materiaty biopolimerowe chitozanowo-biatkowe o strukturze gabek
[B-11], [B-12], [B-13]. Polimery te potencjalnie moga by¢ wykorzystywane jako materiaty
opatrunkowe. W dalszej cz¢$ci badan wykazaliSmy mozliwos¢ wprowadzenia do struktury
tych materiatow lizostafyny. Wyniki tej czesci badan stanowig fragment osiagnigcia
naukowego 1 zostaly opisane we wczesniejszej czesci powyzszego opracowania (4.2.3.).
[B-11] Gorczyca G, Tylingo R, Szweda P, Augustin E, Sadowska M, Milewski S. (2014)
Preparation and characterization of genipin cross-linked porous chitosan-collagen-gelatin
scaffolds using chitosan-CO, solution. Carbohydrate Polymers 15:102:901-11. doi:
10.1016/j.carbpol.2013.10.060.

IF3014 = 4,074/31/37; LPK (MNiSzW 2014) — 40

[B-12] Tylingo R, Gorczyca G, Mania S, Szweda P, Milewski S. (2016) Preparation and
characterization of porous scaffolds from chitosan-collagen-gelatin composite. Reactive &
Functional Polymers 103:131-140. doi: 10.1016/j.reactfunctpolym.2016.04.008.

IF3016 = 3,151/6/6; LPK (MNiSzW 2016) — 35

[B-13] Gorczyca G, Szweda P, Tylingo R, Sadowska M, Milewski S, Zalewska M. Sposob
przygotowania roztworu chitozanu, kompozycja 1 sposob wytwarzania hydrozelowe;j
membrany chitozanowe;j. Patent nr B1 222739.

5.4. Badanie lekoopornosci i alternatywnych metod zwalczania drodZy 7 rodzaju Candida.

W latach 2011-2014 bytem kierownikiem projektu grantowego: ,,Mechanizmy
opornos$ci na leki z grupy azoli wsrod krajowych; klinicznych izolatéw drozdzy z rodzaju
Candida”. W wyniku przeprowadzonych badan wykazali§my, ze podstawowym
mechanizmem molekularnym opornos$ci izolatow C. glabrata na leki z grupy azoli jest
nadprodukcja gendw kodujacych transportery wielolekowe [B-16]. Stwierdzilismy ponadto,
ze dostepny komercyjnie test Integral System Yeast Plus (ISYP) dedykowany do badania
lekoopornosci drozdzy nie spelnia oczekiwan [B-14]. Wykazalismy takze obiecujaca
aktywno$¢ przeciwgrzybowa wybranych nieantybiotykowych czynnikéw: olejkéw

eterycznych, ekstraktéw etanolowych propolisu oraz nanoczgstek srebra [B-15], [B-17].
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Jednym z wiodacych kierunkoéw badawczych prowadzonych w Katedrze Technologii Lekow
i Biochemii jest poszukiwanie nowych, potencjalnych lekéw przeciwgrzybowych.
Uczestniczylem w badaniach aktywnos$ci przeciwgrzybowej pochodnych sulfonowych
6-deoxy-D-glukozoaminy [B-18] oraz oligopeptydow zawierajacych w swojej strukturze
kwas N3-(4-met0ksyfumar0ilo)-S-2,3-diaminopropanowy (FMDP) [B-19]. Mechanizm
molekularny oraz mozliwo$ci poprawy transportu oligopeptydow wykazujacych dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe do komorek drozdzy byly przedmiotem badan prowadzonych,
w ramach studium doktoranckiego przez dr inz. Marte Schielmann. Pelitem funkcje
promotora pomocniczego w Jej przewodzie. Wyniki uzyskanych badan zostaly przedstawione
w ramach publikacji w czasopi$mie Frontiers in Microbiology [B-19].

[B-14] Szweda P, Gucwa K, Naumiuk L, Romanowska E, Dzierzanowska-Fangrat K,
Brillowska-Dabrowska A, Wojciechowska-Koszko I, Milewski S. (2014) Evaluation of
possibilities in identification and susceptibility testing for Candida glabrata clinical isolates
with the Integral System Yeast Plus (ISYP). Acta Microbiologica at Immunologica
Hungarica 61(2):161-72. doi: 10.1556/AMicr.61.2014.2.6;

IF3014 = 0,778/1/1; LPK (MNiSzW 2014) — 15

[B-15] Szweda P, Gucwa K, Kurzyk E, Romanowska E, Dzierzanowska-Fangrat K, Zielinska
Jurek A, Ku$ PM, Milewski S. (2015) Essential Oils, Silver Nanoparticles and Propolis as
Alternative Agents Against Fluconazole Resistant Candida albicans, Candida glabrata and
Candida krusei Clinical Isolates. Indian Journal of Microbiology 55(2):175-83. doi:
10.1007/s12088-014-0508-2.

IF3015 = 1,143/11/17; LPK (MNiSzW 2015) — 15

[B-16] Szweda P, Gucwa K, Romanowska E, Dzierzanowska-Fangrat K, Naumiuk L,
Brillowska-Dabrowska A, Wojciechowska-Koszko I, Milewski S. (2015) Mechanisms of
azole resistance among clinical isolates of Candida glabrata in Poland. Journal of Medical
Microbiology 64(6):610-9. doi: 10.1099/jmm.0.000062.

IF3015 = 2,269/2/4; LPK (MNiSzW 2015) — 25

[B-17] Zielinska-Jurek A, Wei Z, Wysocka I, Szweda P, Kowalska E (2015) The effect of
nanoparticles size on photocatalytic and antimicrobial properties of Ag-Pt/Ti02
photocatalysts. Applied Surface Science 353:317-325;

IF3015 = 3,15/26/29; LPK (MNiSzW 2015) — 35

[B-18] Skarbek K, Gabriel I, Szweda P, Wojciechowski M, Khan MA, Gorke B, Milewski S,
Milewska MJ. (2017) Synthesis and antimicrobial activity of 6-sulfo-6-deoxy-D-glucosamine
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and its derivatives. Carbohydrate Research 448:79-87. doi: 10.1016/j.carres.2017.06.002.
IF2016 = 2,096/0/0; LPK (MNiSzW 2016) — 25

[B-19] Schielmann M, Szweda P, Gucwa K, Kawczynski M, Milewska MJ, Martynow D,
Morschhéuser J, Milewski S. (2017) Transport Deficiency Is the Molecular Basis of Candida
albicans Resistance to Antifungal Oligopeptides. Frontiers in Microbiology 7(8):2154. doi:
10.3389/fmicb.2017.02154. eCollection 2017.

IF3016 = 4,076/0/0; LPK (MNiSzW 2016) — 35

5.5. Badania nieantybiotykowych czynnikoéw  przeciwgronkowcowych — prace
nieuwzglednione bezposrednio w osiggnieciu bedgcym podstawg wniosku habilitacyjnego

We wspotpracy z prof. A. Jakubczakiem (PWSIP Lomza) przeprowadzono wstepne
proby in vivo dotyczace mozliwosci stosowania otrzymywanych w naszym zespole
preparatow rekombinantowej lizostafyny w terapii gronkowcowego zapalenia gruczotu
mlekowego u krow. Jak juz wspomniano we wczesniejszej czeSci opracowania, uzyskano
obiecujace wyniki [B-20], jednak z powodu $mierci prof. Jakubczaka badania nie byty
kontynuowane.

W erze przed-antybiotykowej” stosowanie produktow naturalnych, w tym zidl,
olejkéw eterycznych, propolisu oraz miodu nalezalo do najwazniejszych i najczesciej
stosowanych metod zwalczania chorob infekcyjnych. Analize aktualnego pi$miennictwa
dotyczacego aktywnosci przeciwgronkowcowej olejkow eterycznych przedstawiono
w opracowaniu przegladowym [B-21]. Wraz z wspotpracownikami przeprowadzilem takze
badania potencjalu przeciwgronkowcowego 36 olejkow eterycznych pozyskiwanych
z r6znych zrodetl botanicznych. Szczegdlnie wysoka skuteczno$¢ dziatania (MIC w zakresie
od 0,01 do 0,313% (v/v)) stwierdzono w przypadku olejku paczulowego. Nieco nizsza
skuteczno$¢ (MIC w zakresie 0,01 - 0,625% (v/v)) zaobserwowano w przypadku olejkow:
cedrowego, tymiankowego oraz manuka. Olejki pozyskiwane z Cinnamomum cassia
1 Pelargonium graveolens wykazywaly nizsze aktywno$ci wzgledem badanych izolatow.
Wartosci MIC dla tych produktow miescity si¢ odpowiednio w zakresach: 0,02 - 1,25% (v/v)
oraz 0.078 - 1.25% (v/v). Wyniki badah przedstawiono w pracy opublikowanej w
czasopi$mie Acta Veterinaria Beograd [B-22].

W tej czesci zestawienia dorobku umiescitem takze opracowanie przegladowe
dotyczace aktywnos$ci przeciwbakteryjnej miodow [B-23], ktore opublikowano w postaci
rozdziatu w ksigzce wydawnictwa InTech oraz prace dotyczaca aktywnos$ci

przeciwbakteryjnej miodéw suplementowanych przyprawami — cynamonem, kardamonem
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oraz imbirem [B-24]. Dodatek przypraw nie wplynal pozytywnie na aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa produktow. W przypadku dodatku cynamonu nastgpilo wyrazne
obnizenie skuteczno$ci dziatania. W mojej ocenie, do celoéw medycznych, na przykiad jako
sktadnik materialdéw opatrunkowych, powinny by¢ stosowane wyltacznie miody naturalne,
niesuplementowane, o potwierdzonej, wysokiej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.

[B-20] Jakubczak A, Szweda P, Kur J, Kleczkowski M, Frankowska A. (2010) Possibilities
of application of recombined lysostaphin as an alternative agent in the therapy of
Staphylococcus aureus mastitis. Advances in Agricultural Science 13(1):115-120,

IF3010 = 0/0/0; LPK (MNiSzW 2010) — 0

[B-21] Szweda P, Kot B (2017). Bee products and essential oils as alternative agents for
treatment of infections caused by S. aureus, Frontiers in Staphylococcus aureus, Shymaa
Enany (Ed.), InTech, doi: 10.5772/65978.

IF2016 = 0/1/05 LPK (MNiSzW 2016) — 0. Rozdzial w ksigzce wydawnictwa InTech

[B-22] Szweda P, Zalewska M, Pilch J, Kot B, Milewski S. (2018) Essential oils as potential
antistaphylococcal agents. Acta Veterinaria Beograd 68 (1), 95-107. doi: 10.2478/acve-2018-
0008

IF3016 = 0/0/0; LPK (MNiSzW 2016) — 15

[B-23] Szweda P (2017). Antimicrobial activity of honey, Honey analysis, Vagner Arnaut De
Toledo (Ed.), InTech, doi: 10.5772/67117.

1F2016 = 0/0/0; LPK (MNiSzW 2016) — 0. Rozdzial w ksiazce wydawnictwa InTech

[B-24] Wilczynska A, Newerli-Guz J, Szweda P. (2017) Influence of the addition of selected
spices on sensory quality and biological activity of honey. Journal of Food Quality UNSP
6963904. doi: 10.1155/2017/6963904.

IF2016 = 0,968/0/1; LPK (MNiSzW 2016) — 20

6. Plany badawcze

Moja dziatalno$¢ badawcza w najblizszym okresie dotyczy¢ bedzie nastepujacych obszarow:

» Kontynuacja badan z zakresu przeciwgronkowcowej aktywnosci produktéw naturalnych,
gléwnie pochodzenia pszczelego i1 roslinnego. Aktualnie jestem kierownikiem projektu
grantowego w ramach programu SONATA BIS dotyczacego tej tematyki. Badania
dotyczace aktywno$ci miodéw sa juz bardzo zawansowane, wyniki zostaly czeSciowo
opublikowane w czasopiSmie Molecules. Obiecujagce sa wyniki wstepnych badan
dotyczacych aktywnosci ekstraktow etanolowych propolisu. Planujemy takze okreslenie

potencjatlu przeciwbakteryjnego mniej popularnych produktow pszczelich: pytku, pierzgi
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oraz mleczka pszczelego. Badania w zakresie tej tematyki prowadze we wspolpracy
z dr Piotrem Kusiem z Katedry i Zakladu Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroctawiu oraz prof. Randy Worobo z Uniwersytetu Cornell
w USA.

Kolejnym aspektem badan, ktore prowadzone sa w ramach projektu grantowego, jest
izolacja z miodéw i produktéw pszczelich (gtownie pierzgi) szczepdéw bakteryjnych
zdolnych do produkcji bakteriocyn o aktywnos$ci przeciwgronkowcowej. Plan badan
obejmuje takze: 1) opracowanie procedur oczyszczania peptydow wykazujacych
najwyzszg aktywno$¢ przeciwbakteryjna; 2) analize wystgpowania potencjalnych efektéw
synergicznych pomigdzy bakteriocynami i antybiotykami; 3) okreslenie aktywno$ci nowo
zidentyfikowanych peptydow w stosunku do gronkowcéw rosngcych w formie biofilmu;
4) ustalenie sekwencji gendw kodujacych bakteriocyny o najbardziej obiecujacych
wlasciwos$ciach; 5) charakterystyke fizykochemiczng aktywnych peptydéw, tacznie
z prébami ustalenia ich struktury przestrzennej. Istotng role w badaniach odgrywa
wspotpraca z zespotem prof. Randy Worobo z Uniwersytetu Cornell.

Drugim z moich wiodacych tematéw jest badanie lekoopornosci drozdzakow z rodzaju
Candida spp. oraz poszukiwanie alternatywnych metod walki tymi patogenami.
W zakresie tej tematyki opublikowatem kilka prac. Aktualnie do recenzji w czasopismach
z zakresu mykologii wyslano dwa manuskrypty publikacji dotyczace aktywnos$ci
przeciwgrzybowej etanolowych ekstraktow propolisu oraz olejkoéw eterycznych. Jestem
autorem korespondencyjnym obydwu tych prac. Podobnie, jak w przypadku aktywnosci
przeciwgronkowcowej, gldwnym celem prowadzonych aktualnie badan jest identyfikacja
1 izolacja sktadnikéw aktywnych propolisu. W ramach tej tematyki nawigzano wspoiprace
z zespotem prof. Patricka van Dijck z Uniwersytetu Katolickiego w Leuven (Belgia).
Optymalizacja warunkow produkcji antybiotykow polienowych, gléwnie kandycydyny
w hodowlach wybranych szczepow Streptomyces spp. Aktualnie w Katedrze Technologii
Lekéw 1 Biochemii realizowany jest grant badawczy NCN w programie OPUS:
,»Pochodne aromatycznych makrolidow polienowych o polepszonej selektywne;j

toksycznos$ci”, kierownikiem projektu jest prof. dr hab. inz. Stawomir Milewski.
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7. Zestawienie osiggni¢é naukowych

7.1. Dorobek publikacyjny po uzyskaniu stopnia doktora

Rodzaj osiagniecia Liczba

Publikacje w czasopismach indeksowanych | 28
w Web of Science*

Rozdziaty w ksigzkach indeksowanych 1
w Web of Science

Publikacje w czasopismach 3
nieindeksowanych w Web of Science

Rozdziaty w ksigzkach nieindeksowanych 2
w Web of Science (wszystkie w jezyku
angielskim)

Patenty 2

*Cztery kolejne prace zaakceptowano do druku w roku 2018

7.2. Dane bibliometryczne
» Sumaryczny IF prac wechodzacych w sktad osiagniecia habilitacyjnego — 17,175

> Sumaryczna warto$¢ wspolczynnika IF wszystkich prac opublikowanych po
uzyskaniu stopnia doktora — 44,519

» Sumaryczna liczba punktow MNiSzW prac wchodzgcych w sklad osiggniecia
habilitacyjnego — 260

» Sumaryczna liczba punktéw MNiSzW wszystkich prac opublikowanych po uzyskaniu
stopnia doktora — 631

> Cytowania prac

Web of Science | Scopus
Ogolna liczba cytowan 281 319
Liczba cytowan bez 254 278
autocytowan
H- index 11 11
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