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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb separacji bakterii Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa i grzybéw Candida albicans.

Znana jest immunomagnetyczna (IMS) metoda separacji Escherichia coli polegajgca na inreak-
cji przeciwciat (anti-E. coli) z receptorami na powierzchni bakterii. Metoda zostata opisana przez
Dai'ego i wsp. w pracy ,Separation of the bacterial species, Escherichia coli, from mixed-species
microbial communities for transcriptome analysis”, BMC Microbiology, 2011, 11:59. Znana tez jest
metoda separacji Candida albicans za pomocg czynnikéw transkrypcyjnych opisana przez Sellama
i wsp. ,Role of transcription factor CaNdt80p in cell separation, hyphal growth, and virulence in Candi-
da albicans”, Eukaryotic Cell, 2010, 9:634.

Istotg przedktadanego wynalazku jest sposéb seperacji bakterii Escherichia coli, Staphylococ-
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa i grzybéw Candida albicans za pomocg nanoczgstek magne-
tycznych niesfukcjonalizowanych oraz sfunkcjonalizowanych ztotem i aminosilanem. Nanoczgstki nie
ulegajg destrukcji podczas procesu separacji i sterylizacji, dzieki czemu moga by¢ stosowane wielo-
krotnie z identycznym potencjatem separacyjnym. Nanoczgstki mogg by¢ przechowywane w warun-
kach sterylnych, niechtodniczych i chtodniczych bez utraty wtasciwosci magnetycznych, a tym samym
separacyjnych.

Proces separacji opiera sie na oddziatywaniu skfadnikéw $ciany komérkowej drobnoustrojow
Z powierzchnig nanoczgstek magnetycznych. Wykorzystuje sie tu silne oddziatywania elektrostatyczne
i hydrofobowe. Oddziatywania te klasyfikujg sie w grupie oddziatywan niekowalencyjnych. Istotnym
jest fakt, iz proponowana metoda separacji, w poréwnaniu do metody immunomagnetycznej, bazuja-
cej na komercyjnych przeciwciatach, odznacza sie relatywnie prostszg procedurg z mniejszymi nakta-
dami finansowymi. Opracowana metoda separacji za pomocag nanoczgstek moze mie¢ kluczowe zna-
czenie w wielu dziedzinach medycyny i przemystu. Dla przyktadu, magnetyczna separacja moze by¢
stosowana w celu oczyszczania z bakterii probek materiatu biologicznego (moczu, krwi, ptynu mézgo-
wo-rdzeniowego, $liny) i ewentualnie szybkiej identyfikacji patogenéw zgromadzonych na nanoczgst-
kach podczas separacji. Dodatkowo, w celach medycznych moze stuzyé do oczyszczania, np., rurek
inhalacyjnych, ustnikéw, protez zebowych, cewnikéw, wziernikdw i innych sprzetéw wielokrotnego
uzycia, ktére majg kontakt z materiatem biologicznym. Zastosowanie tej metody w celach przemysto-
wych moze mie¢ miejsce, m.in. w uzdatnianiu i dekontaminacji wody, co moze przyczyni¢ sie do re-
dukcji kosztoéw oczyszczania przy zachowaniu, lub nawet poprawie, parametréw biologicznych wody.

Podstawe metody stanowi synteza i funkcjonalizacja nanoczgstek magnetycznych. Nanoczgstki
magnetyczne otrzymano zmodyfikowang metodg opisang przez Massarta (Massart, Preparation of
agqueous magnetic liquids in alkaline and acidic media. IEEE Transactions on Magnetics, 1981,
17:1247). Metoda syntezy nanoczgstek magnetycznych, bazuje na reakcji wspotstrgcenia ich z roz-
tworu soli zelaza (Il) i (1) w Srodowisku zasadowym, ktérym w naszym przypadku jest 25% wodny
roztwor zasady amonowej. Otrzymane nanoczgstki poddano analizie w podczerwieni (KBr), ktéra po-
twierdzita pomysiny przebieg reakcji. Przemawiajg za tym nastepujgce sygnaty: szeroki sygnat w ob-
szarze 3385-2854 cm™ drgan rozciggajgcych wigzania O-H; intensywny pik przy 1400 cm™ drgan
deformacyjnych grup hydroksylowych; najintensywniejszy sygnat przy 647 cm™ pochodzacy od drganh
rozciggajgcych wigzan Fe-O.

Kolejny etap stanowita funkcjonalizacja otrzymanych magnetytéw metodg amino-silanizaciji.
Miata ona na celu uzyskanie powierzchniowych terminalnych grup aminowych. Taka modyfikacja
otwiera szeroki wachlarz zastosowania nanoczgstek w celach biomedycznych. Obecnos¢ powierzch-
niowych grup aminowych umozliwia miedzy innymi przeprowadzenie wielu reakcji chemicznych. Duza
ilos¢ grup aminowych wystepuje m.in. w przeciwciatach, co moze stanowi¢ podstawe do ich zastoso-
wania w izolacji r6znego rodzaju komérek, w tym takze bakterii i grzybéw. Proces otaczania magne-
tycznego rdzenia sktada sie z dwoch etapéw. W pierwszym zawiesza sie nanoczgstki sfunkcjonalizo-
wane kwasem oleinowym w mieszaninie toluenu i eteru dioktylowego. Stosowany eter petni jednocze-
$nie role mato reaktywnego medium reakcyjnego i wysokowrzgcego rozpuszczalnika. Alkalizacja sro-
dowiska reakcji wodnym roztworem amoniaku w etanolu zapewnia ochrone magnetycznego rdzenia.
Srodowisko zasadowe sprzyja zachodzgcej reakcji polikondensacji i generowaniu wigzan siloksalo-
wych (Si-O-Si). W drugim etapie zachodzi termiczna asocjacja z powierzchnig magnetycznego rdze-
nia i formowanie jednolitej powtoki. Powyzszej funkcjonalizacji dokonano stosujgc jako substrat (3-
-amino-propylo)trimetoksysilan (APTMS). Obecno$¢ grup aminowych na powierzchni nanoczgstek
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potwierdzono na podstawie analizy widm FT-IR. W widmie widoczne sg intensywne sygnaty przy 1115
i 1035 cm™ pochodzace odpowiednio od drgan rozciagajacych wigzan C-O i Si-O. Przy 3448 cm™
obecny jest takze sygnat drgan rozciggajgcych grup aminowych. W poréwnaniu do widma zwigzku
wyjsciowego zauwazono zmniejszenie intensywnosci sygnatéw przy 696 cm™ (drgania rozciggajace
Fe-0). Inng modyfikacjg powierzchni nanoczastek magnetycznych byto pokrycie ich warstwg ziota.
Zredukowane zioto tworzgce nanopowioke charakteryzuje sie odpornoscig na korozje i wysokg bio-
kompatybilnoscig. Wedtug najnowszych badan jest ono bardziej biozgodne niz srebro. Powyzsze ce-
chy sprawiajg, ze na chwile obecng jest ono najczesciej stosowanym i najwazniejszym metalem
z punktu widzenia aplikacji biomedycznych (Jankiewicz i wsp., Nanostruktury krzemionkowo-
-metaliczne. 1l. Otrzymywanie, wiasciwosci i zastosowanie. Wiadomosci chemiczne, 2010, 64,
11-12:943). W celu pokrycia powierzchni nanoczgstek zastosowano metode redukcyjng. Metoda ta
polega na redukcji kwasu chloroziotowego HAuUCI, za pomocag borowodorku sodu NaBH,. Kluczowag
role odgrywa tu stosunek molowy reagentéw kwasu chloroziotowego do reduktora 1:3 na korzysc¢
borowodorku. Zwigzane jest to z zachodzacymi w tej reakcji procesem redukcji ztota, do ktérej nie-
zbedny jest przyptyw 3 elektrondw.

Redukcja : Au®" + 3e” > Au°

Utlenianie: H — 2" — H,T

Przebieg reakcji w otrzymanych produktach potwierdzono analizg FT-IR. Zauwazono na widmie
zanik sygnatow przy 1400 cm™, 851 cm™ i 638 cm™. Dodatkowo zmniejszenie intensywnosci sygnatu
przy 3415 cm™ti pojawienie sie howego przy 578 cm™. Do$é istotne zmiany w widmie czesciowo po-
twierdzajg zajscie reakcji. Zmiany te prawdopodobnie wynikajg z oddzialywah Fe-Au, ktére to spowo-
dowaly, przesuniecie sygnatu drganh rozciggajacych Fe-O z 638 cm® do 578 cm™. W drugim przypad-
ku zaobserwowano zanik sygnatu przy 3448 cm™ oraz znaczne poszerzenie sygnatu przy 1456 cm™
oraz 1114 cm™, co prawdopodobnie zostato spowodowane oscylacjg wigzah Fe-Au. Pojawit sie takze
nowy sygnat przy 946 cm™. Zmniejszenie intensywnosci sygnatu zaobserwowano w przypadku drgan
rozciggajgcych Fe-O przy 690-589 cm™, co wskazuje na pokrycie nanoczgstek nanowarstwg ztota.

Nastepny etap stanowi zastosowanie otrzymanych nanoczastek do separacji drobnoustrojow
chorobotwérczych. W badaniach zastosowano szczepy wzorcowe patogendw z Polskiej Kolekcji Mi-
kroorganizméw we Wroctawiu (Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, ul. Weigla 12, 53
—114 Wroctaw): Escherichia coli (PCM 2268), Staphylococcus aureus PCM 2267), Pseudomonas
aeruginosa PCM 2270) i Candida albicans PCM 2566). Przygotowano bulion wzbogacony do hodowli
drobnoustrojow o wysokich wymaganiach wzrostowych. Podtoze suche firmy Biocorp Polska, War-
szawa (Nr kat. 110) w iloci 15 g rozpuszczono w wodzie destylowanej (1L) i doktadnie mieszano, az
do catkowitego rozpuszczenia sktadnikéw, a nastepnie ustalono pH na poziomie 7.4. Tak przygotowa-
ne podtoze rozlano po 50 ml do kolb stozkowych i sterylizowano w autoklawie SMS ELMI ESS-207
przez 15 min. w temperaturze 121°C. Do tak przygotowanego podtoza posiano bakterie, ktére inku-
bowana 16 h z wytrzgsaniem (100 rpm/min.) w inkubatorze GFL. Wyhodowane bakterie odwirowano
w wiréwce z chiodzeniem Eppendorf 5430R i zawieszono w buforze TE (10 mM TRIS-HCI; 0.01 mM
EDTA,; pH 7.5). Spektrofotometrycznie z zastosowaniem spektrofotometru Jasco V-670 wystandary-
zowano liczbe bakterii Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa oraz grzy-
béw Candida albicans w buforze TE na poziomie ODgy=0.5. Nanoczgstki magnetyczne niesfunkcjo-
nalizowane FezO,, sfunkcjonalizowane Fe;O, @Au, FesO,@ NH, (25 mg) zawieszono za pomocg
ultradzwiekéw w buforze TE (5 mL). Nastepnie do kazdej prébki zawierajgcej nanoczgstki dodano
odpowiednie zawiesiny bakterii (5 mL), bgdz grzybéw (5 mL) i pozostawiono do separacji magnetycz-
nej w obecnosci nanoczgstek. Pomiaru gestosci optycznej izolatu dokonywano co 15 min przez 2 h
i nastepnie po godzinie. Catkowity czas pomiaru wynosit 3 h. Zaobserwowano znaczne zmniejszenie
gestosci optycznej dla wszystkich badanych rodzajéw nanoczgstek, z najintensywniejszym zmniejsze-
niem ilosci bakterii Staphylococcus aureus i grzybéw Candida albicans. Powyzsze wyniki wskazujg na
szerokie wachlarz mozliwosci zastosowania magnetycznych nanoczastek do separacji drobnoustrojow
z réznorodnych roztwordw, w tym bakterii chorobotwdérczych oraz grzybow.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposbéb separacji chorobotworczych bakterii Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
i Staphylococcus auraus oraz grzybéw Candida albicans, znamienny tym, ze odbywa sie to za pomoca
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nanoczastek magnetycznych niesfukcjonalizowanych oraz sfunkcjonalizowanych powierzchniowo
ztotem i aminosilanem.

2. Sposo6b separacji bakterii wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze nanoczastki nie ulegajg de-
strukcji podczas procesu separacji i sterylizacji, dzieki czemu nie moga by¢ wykorzystane wielokrotnie
z identycznym potencjatem separacyjnym.

3. Sposoéb reparacji bakterii wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze nanoczgstki mogg by¢ prze-
chowywane w warunkach sterylnych, niechtodniczych i chtodniczych bez utraty wtasciwosci magne-
tycznych, a tym samym separacyjnych.

Departament Wydawnictw UPRP
Cena 2,46 zt (w tym 23% VAT)
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