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Streszczenie 

 

Motywacją do podjęcia badań, które zostały wykonane w ramach niniejszej pracy 

doktorskiej, były obserwacje własne autora pacjentów użytkujących rurki tracheostomijne  

z poli(chlorku winylu). U części pacjentów po zabiegu tracheostomii rozwijały się infekcje 

miejscowe i ogólnoustrojowe, które znacząco komplikowały proces leczenia. Źródłem tych 

infekcji były często drobnoustroje oporne na wiele antybiotyków. Dodatkowo materiał 

fizycznie ulegał uszkodzeniu poprzez utratę przezierności i przebarwiania się.  

 

Celem przewodnim pracy doktorskiej było uzyskanie podstaw fizykochemicznych  

do opracowania sfunkcjonalizowanej powierzchni poli(chlorku winylu) w kierunku 

zapobiegania bądź spowalniania procesu tworzenia się biofilmu bakteryjnego. Materiałem 

jaki wybrano do badań był poli(chlorek winylu) jako najczęściej wykorzystywany materiał 

polimerowy do produkcji rurek tracheostomijnych. Postanowiono przeanalizować jakie 

procesy fizykochemiczne zachodzą na powierzchni biomateriału i jakim procesom 

degradacji ulega on podczas użytkowania i kontaktu z biofilmem bakteryjnym.  

 

W zakresie mikrobiologicznym oceniono skład gatunkowy bakterii tworzących 

biofilm bakteryjny na powierzchniach rurek tracheostomijnych użytkowanych przez 

pacjentów. Eksperymentalnie sfunkcjonalizowany materiał został poddany analizie pod 

kątem adhezji bakterii oraz cytotoksyczności na liniach komórkowych. W zakresie 

fizykochemicznym oceniono zmiany strukturalne (TG/DTA) i powierzchniowe (kąt 

zwilżania, FTIR, SEM, AFM). Funkcjonalizację powierzchni wykonano przy użyciu 

plazmy tlenowej (wprowadzenie grup funkcyjnych) oraz metodą sonochemiczną 

(wbudowanie nanocząstek gentamycyny). Ocenę obecności grup funkcyjnych prowadzono 

monitorując zmianę kata zwilżania wodą natomiast wielkość nanocząstek gentamycyny 

scharakteryzowano (NTA). Profil uwalniania leku z powierzchni poli(chlorku winylu) 

wyznaczono wykorzystując metodę OPA. 

 

Uzyskane wyniki pozwoliły na opracowanie biozgodnej powierzchni poli(chlorku 

winylu) sfunkcjonalizowanej nanocząstkami gentamycyny, które hamowały adhezję 

bakterii  

i rozwój biofilmu. Wyniki takie mają zatem kluczowe znaczenie dla przeciwdziałania 



tworzeniu się biofilmu bakteryjnego na powierzchniach rurek tracheostomijnych  

w pierwszych godzinach po zabiegu operacyjnym jakim jest tracheotomia. 

Prace eksperymentalne prowadzone w niniejszej pracy charakteryzowały się 

wyjątkowo interdyscyplinarnym charakterem łącząc zagadnienia badawcze z zakresu 

inżynierii materiałowej, badań mikrobiologicznych i materiału klinicznego uzyskanego od 

pacjentów. Tak zaproponowana strategia badawcza wpisuje się w kierunek poszukiwania 

nowych i udoskonalanie już istniejących sposobów leczenia pacjentów po zabiegu 

tracheotomii.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Summary 

 

The motivation for undertaking the research, which was carried out in this doctoral 

thesis, was the author's own observation of patients using poly (vinyl chloride) 

tracheostomy tubes. Some patients after tracheostomy developed local and systemic 

infections, which significantly complicated the treatment process. The source of these 

infections were often microorganisms resistant to many antibiotics. In addition, the material 

was physically damaged in the form of loss of translucency and discoloration.  

 

The primary objective of the doctoral dissertation was to establish the 

physicochemical basis for the development of a functionalized polyvinyl chloride surface 

with the aim of preventing or slowing the formation of bacterial biofilms. The material 

chosen for the study was poly (vinyl chloride), which is the most commonly used polymeric 

material for the production of tracheostomy tubes. The purpose of this study was to 

investigate the physical and chemical properties of the biomaterial and the degradation 

processes it undergoes during use and contact with bacterial biofilm. 

 

In terms of microbiology, it was determined what species of bacteria developed  

as bacterial biofilm on the tracheostomy tubes that patients were using. Screening for 

bacterial adhesion and cytotoxicity in cell lines was performed on the material which was 

previously experimentally functionalized. Structural (TG/DTA) and surface modifications 

(contact angle, FTIR, SEM, AFM) have been evaluated in the physicochemical scope. 

Oxygen plasma was used to introduce functional groups onto the surface, and gentamicin 

nanoparticles were incorporated using the sonochemical method. While the size of the 

gentamicin nanoparticles (NTA) was determined, the assessment of the presence of 

functional groups was carried out by observing the change in the water wetting angle. The 

OPA method was implemented to determine the drug release profile from the polyvinyl 

chloride surface. 

 

The outcomes made it possible to achieve a biocompatible poly(vinyl chloride) 

surface functionalized with gentamicin nanoparticles that prevented the formation of 



bacterial adhesion and biofilm. Therefore, these results are crucial for the first few hours 

following the surgical operation, which is a tracheotomy.  

The experiments conducted in this study were distinguished by their highly 

interdisciplinary form, integrating inquiries in the disciplines of materials engineering, 

microbiological tests, and medical records derived from patient data. The research plan put 

forth in this manner is consistent with the goal of finding new and better ways to care for 

those who have had tracheostomies. 
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1.  Wprowadzenie 

 

Obiektem badań w niniejszej pracy była rurka tracheostomijna wykonana  

z poli(chlorku winylu), jako typowy przykład biomateriału szeroko wykorzystywanego  

w medycynie klinicznej. Poddano ją szeregowi eksperymentów mających na celu nadanie 

jej właściwości hamujące rozwój biofilmu bakteryjnego. 

Opracowanie każdego materiału niezależnie od jego składu chemicznego, struktury  

i funkcji jest procesem złożonym i wymaga wzięcia pod uwagę wielu czynników. Można je 

podzielić na 3 arbitralne klasy: związane z praktyką kliniczną, mikrobiologiczną  

i fizykochemiczną. 

Wszystkie te aspekty są ze sobą ściśle skorelowane, dlatego nie da się prowadzić badań  

z zakresu inżynierii biomateriałowej niezależnie.   

W procesie projektowania niezbędne jest zatem spojrzenie interdyscyplinarne, 

łączące wszystkie te konteksty. Chcąc przybliżyć je czytelnikowi, w następnym 

podrozdziałach pokrótce je omówiono. 

 

1.1 Aspekty kliniczne w projektowaniu biomateriału 

1.1.1. Historia zabiegu tracheotomii 

 

Zabieg tracheotomii należy do jednych z najstarszych zabiegów chirurgicznych. 

Etymologia słowa tracheotomia wywodzi się od greckich słów tracheia (τραχεία 

tracheía) oznaczającego tchawicę i tome (τομή tomḗ) oznaczającego ciąć, a całe słowo 

można przetłumaczyć jako: nacinać tchawicę.  Pierwsze wzmianki można znaleźć  

w zapiskach starożytnych Egipcjan sięgających 3600 lat przed naszą erą. Kolejne 

udokumentowane przez Aretaeusa i Galena wykonanie tracheotomii przypisuje się 

Asklepiadesowi około 100 lat przed naszą erą1. 

 

Informacje o zabiegu tracheotomii można znaleźć w zapiskach dotyczących 

arabskich lekarzy, których poziom wiedzy i umiejętności na temat ludzkiego ciała był 

zdecydowanie bardziej zaawansowany niż w przypadku Europejczyków, którzy to 

dodatkowo uważali, że przecięcie tchawicy stanowi karę za grzechy, podobnie jak 
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odcięcie głowy czy kończyn2. Za ojca współczesnej techniki chirurgicznej uważa się 

Chevaliera Jacksona, który w sposób szczegółowy opisał aspekty techniczne zabiegu  

w 1909 roku na łamach czasopisma Laryngoscope3. Sam zabieg został mocno 

spopularyzowany podczas epidemii polio w 1952 roku4. Do technik wykonania zabiegu 

tracheostomii zaliczamy tracheotomię otwartą oraz opisaną w 1985 roku przez Ciaglia 

et al. tracheotomię przezskórną, która zrewolucjonizowała podejście do tego zabiegu  

i umożliwiła jego wykonywanie poza salą operacyjną5.   

1.1.2. Podział, wskazania i przeciwwskazania do tracheostomii 

 

W terminologii medycznej istnieją dwie nazwy, które często są mylone  

i używane zamiennie. Tracheotomia to termin dotyczący samej procedury zabiegu,  

a w literaturze anglojęzycznej odnosi się do wytworzenia tracheostomii czasowej. 

Drugim terminem jest tracheostomia, która odnosi się do wytworzonego otworu  

w trakcie zabiegu, a w literaturze anglojęzycznej odnosi się do zabiegu tracheostomii 

stałej6.  

 

Zabieg tracheostomii tj. otwarcie przedniej ściany tchawicy wraz z wyłonieniem 

otworu tracheostomijnego może nastąpić z powodów urazowych, onkologicznych, 

laryngologicznych lub anestezjologicznych. Zabieg ten najczęściej wykonuje się na 

wysokości 2-3 chrząstki tchawicy. Uzyskany otwór wszywa się w tkanki skóry 

(tracheostomia stała) lub pozostawia zagłębiony w okolicznych tkankach 

(tracheostomia czasowa). Decyzja co do wszycia lub pozostawienia chrząstek krtani 

najczęściej uzależniona jest od rokowań pacjenta co do dekaniulacji i zamknięcia 

otworu w przyszłości. Jeżeli pacjent nie rokuje podjęcia oddechu przez jamy nosa  

i gardła chirurg podejmuje decyzję o wykonaniu tracheostomii stałej. Wskazania do 

wykonania zabiegu pokazano w tabeli 1. 

 

Ze względu na lokalizację tracheostomii wyróżniamy: 

1) Tracheotomia superior – rozcięcie górne (powyżej gruczołu tarczowego) 

2) Tracheotomia media – rozcięcie środkowe (na wysokości węziny tarczycy) 

3) Tracheotomia interior – rozcięcie dolne (poniżej gruczołu tarczowego) 
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Tab. 1. Wskazania do zabiegu tracheotomii w podziale na nagłe i planowe7. 

Wskazania nagłe Wskazania planowe 

1. Ostra niedrożność górnych dróg oddechowych 

z nieudaną intubacją dotchawiczą (ciało obce, 

obrzęk naczynioruchowy, infekcja, anafilaksja 

itp.) 

2. Po konikotomii (krikotyreotomii)- po 

wykonaniu konikotomii należy ją 

skonwertować do tracheotomii  

3. Penetrujący uraz krtani 

4. Złamania twarzoczaszki (LeFort III) 

1. Długotrwała respiratoroterapia 

2. Profilaktyczna tracheostomia przed leczeniem 

nowotworów głowy i szyi 

3. Obturacyjny bezdech senny oporny na inne 

metody leczenia 

4. Przewlekła aspiracja płynów do dróg 

oddechowych 

5. Choroby nerwowo-mięśniowe 

6. Zwężenie podgłośniowe krtani 

 

Nie występują przeciwwskazania bezwzględne do wykonania tego zabiegu, 

szczególnie jeżeli na szali jest życie pacjenta. Należy jednak zachować ostrożność  

u pacjentów z ostrymi zapaleniami skóry i tkanki podskórnej szyi. Również należy 

rozważyć zasadność procedury u pacjentów chorych terminalnie ważąc bilans korzyści 

i strat7. Więcej przeciwwskazań dotyczy metody przezskórnej która nie jest wskazana  

u pacjentów z guzami szyi, koagulopatią, wysokim dodatnim ciśnieniem 

końcowowydechowym (> 20cm słupa wody), koniecznością natychmiastowego 

udrożnienia dróg oddechowych lub u pacjentów pediatrycznych8. Powikłania po 

zabiegu tracheotomii przedstawiono w tabeli 2. 

 

Tab. 2. Powikłania po zabiegu tracheotomii w podziale na 3 przedziały czasowe: okołozabiegowe, 

wczesne i późne9. 

Okołozabiegowe Wczesne Późne 

1. Krwotok 

2. Uszkodzenie struktur 

tchawicy 

3. Niepowodzenie zabiegu 

4. Aspiracja wydzielin do dróg 

oddechowych 

5. Zgubienie światła tchawicy 

6. Hipoksemia, hiperkapnia 

7. Śmierć 

1. Krwotok 

2. Infekcja tkanek 

okołostomijnych 

3. Przemieszczenie i 

dekaniulacja rurki 

tracheostomijnej 

4. Pneumothorax 

5. Odma podskórna 

6. Odma śródpiersia 

7. Zapalenie i owrzodzenie 

żołądka 

8. Dysfagia 

1. Zwężenie tchawicy 

2. Powstawanie ziarniny 

zapalnej 

3. Tracheomalacja 

4. Zapalenie płuc 

5. Aspiracja ciała obcego 

6. Przetoka tchawiczo-

naczyniowa 

7. Przetoka tchawiczo-

przełykowa 

8. Przypadkowa dekaniulacja 

9. Dysfagia 
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1.1.3. Rurka tracheostomijna 

 

Do zabezpieczenia otworu tracheostomijnego przed jego zamykaniem służą 

rurki tracheostomijne. Najpopularniejsze rurki wykonane są z poli(chlorku winylu),  

a ich popularność wynika z niskiej ceny zakupu oraz samych właściwości polimeru 

m.in. odporność na działanie czynników stosowanych do dezynfekcji urządzeń 

medycznych i duża wytrzymałość mechaniczna. Rurka tracheostomijna zbudowana  

z plastyfikowanego PVC składa się z 3 głównych elementów: kołnierza, kaniuli  

i systemu niskociśnieniowego do uszczelniania rurki w tchawicy. Przykład rurki 

tracheostomijnej wykorzystanej w niniejszej pracy przedstawia rycina 1. 

 

Ryc. 1. Przykładowa rurka tracheostomijna. Materiał własny. 

1.2. Aspekty mikrobiologiczne w projektowaniu biomateriału 

1.2.1 Problematyka zakażeń związanych z użytkowaniem sprzętu medycznego 

 

Wprowadzenie biomateriałów do leczenia pacjentów zrewolucjonizowało 

nowoczesną medycynę i obecne standardy terapii chorego są nierozerwalnie związane 

z użyciem sprzętu wykonanego z polimerów syntetycznych. Zastosowanie ich do 

powszechnego użytku medycznego spowodowało pojawienie się problemu zakażeń 

związanych z biomateriałami.  Infekcje związane z użytkowaniem biomateriałów mogą 

dotyczyć wszystkich urządzeń stosowanych w medycynie m.in. soczewek 

kontaktowych, cewników do żył centralnych, mechanicznych zastawek serca, 

cewników do dializy otrzewnowej, protez stawów, rozruszników serca, cewników 
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moczowych, protez głosowych, rurek intubacyjnych czy wreszcie omawianych tu rurek 

tracheostomijnych10,11. 

Znajdująca się na granicy 3 faz – stałej (tkanka pacjenta), ciekłej (wydzieliny) 

oraz gazowej (powietrze atmosferyczne) rurka tracheostomijna stwarza środowisko do 

wzrostu bakterii szczególnie tlenowych (Ryc.2). Zaleganie wydzieliny w rurce 

tracheostomijnej (wysięk z rany, ślina pacjenta, wydzielina oskrzelowa) zapewnia 

bakteriom niezbędne warunki do rozwoju (wilgoć, składniki odżywcze). Problem 

infekcji wynikających z użytkowania biomateriału jakim jest rurka tracheostomijna 

mimo, że stanowi niewielki odsetek powikłań, jest poważnym problemem klinicznym 

pojawiającym się w ciągu 24 godzin po zabiegu i dotyczący około 5% zabiegów12.  

W szczególności zakażenia tkanek okołostomijnych oraz zakażenia płuc w przebiegu 

mechanicznej wentylacji stanowią duże wyzwanie w terapii pacjentów. Zakażenia 

okołostomijne są odpowiedzialne m.in. za niepowodzenia w przeszczepianiu tkanek, 

czopowanie się dróg oddechowych ze względu na wysięk z rany, rozejście się rany 

pooperacyjnej w tym powstawanie przetok szyjno-przełykowych13,14.  

 

Biofilm jaki powstaje na powierzchni biomateriału może składać się z jednego 

lub kilku gatunków mikroorganizmów, a jest to zależne od typu urządzenia, jego miejsca 

zastosowania oraz czasu użytkowania. Na powierzchni rurki tracheostomijnej biofilm 

najczęściej utworzony jest przez bakterie tlenowe Gram-ujemne15. 

 

Ryc. 2. Różne środowiska z jakimi rurka tracheostomijna ma kontakt podczas użytkowania przez 

pacjenta stwarzające warunki do rozwoju biofilmu bakteryjnego. Strzałki zielone – powietrze 

atmosferyczne, strzałki niebieskie – wydzielina drzewa oskrzelowego, strzałki fioletowe – ślina. 

Grafika własna na podstawie szablonów uzyskanych ze strony: https://www.canva.com/. 
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1.2.2. Biofilm bakteryjny 

 

Biofilm to zorganizowane skupisko żywych mikroorganizmów  

w zewnątrzkomórkowej matrycy polimerowej, którą same wytwarzają i dzięki której 

przyczepiają się do powierzchni. Wytwarzane przez mikroorganizmy pozakomórkowe 

substancje polimerowe (ang. extracellular polymeric substances - EPS) inicjują etap 

adhezji biofilmu do powierzchni. Grubość matrycy EPS zwykle wynosi 0,2-1,0 nm nie 

przekraczając 10-30 nm. Mikroorganizmy stanowią 5-35% objętości biofilmu,  

a pozostałą objętość stanowi macierz zewnątrzkomórkowa. Główne substancje 

wchodzące w jej skład to białko (>2%), polisacharydy (1-2%), cząsteczki DNA i/lub 

RNA (<1%), jony związane i wolne oraz woda (97%)16.  

 

Wyróżnia się 5 etapów powstawania biofilmu bakteryjnego: przyleganie do 

powierzchni, narastanie mikrokolonii, dwuetapowe dojrzewanie i dyspersja 

wytworzonego biofilmu (Ryc.3). Jednym z ważniejszych mechanizmów jaki zachodzi 

w biofilmie jest proces wzajemnej komunikacji drobnoustrojów tzw. quorum sensing. 

Jest to regulacja ekspresji genów w odpowiedzi na fluktuacje gęstości populacji 

komórek. Bakterie wytwarzają i uwalniają chemiczne cząsteczki sygnałowe zwane 

autoinduktorami, których ilość wrasta wraz z gęstością komórek. Dzięki tym 

cząsteczkom bakterie porozumiewają się między sobą i regulują swoją aktywność 

fizjologiczną taką jak: symbioza, zjadliwość, kompetencja, koniugacja, produkcja 

antybiotyków, ruchliwość, sporulacja i tworzenie biofilmu17.  

 

Mechanizm zwiększonej oporności bakterii tworzących biofilm na antybiotyki 

nie jest do końca poznany. Według pierwszej hipotezy powstawanie macierzy 

zewnątrzkomórkowej sprawia, że bakterie pokrywają się barierą nieprzepuszczalną dla 

antybiotyków oraz środków dezynfekcyjnych. Druga hipoteza zakłada, że bakterie,  

ze względu na ograniczoną podaż w składniki odżywcze i wyzwalaną z tego powodu 

reakcję stresową przechodzą w stan ograniczonego wzrostu (ang. dormant cell)  

ze zmniejszoną aktywnością metaboliczną. Dodatkowo macierz zewnątrzkomórkowa  

i powstała struktura biofilmu zabezpiecza komórki przed odpowiedzią układu 

immunologicznego gospodarza, czyniąc je niewidzialnymi dla komórek humoralnych18. 
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Ważnym mechanizmem nabywania oporności przez bakterie tworzące biofilm 

jest horyzontalny transfer genów (ang. horizontal gene tranfer - HGT). Przyczynia się 

on do szybkiego rozprzestrzeniania genów oporności, które warunkują niewrażliwość 

na antybiotyki. Proces ten nie jest do końca poznany jednak wyróżnia się 3 główne drogi 

uwalniania genów: koniugację, transdukcję oraz uwalnianie zewnątrzkomórkowego 

DNA. Mechanizm HGT odpowiedzialny jest za tworzenie się „superbakterii” poprzez 

koncentrację wielu genów warunkujących oporność na antybiotyki. Znajomość tego 

zjawiska stanowi jedną z kluczowych strategii zapobiegania pojawiania się 

mikroorganizmów wielolekoopornych w placówkach ochrony zdrowia19.  

 

Ryc. 3. Etapy powstawania biofilmu bakteryjnego. Grafika własna na podstawie szablonów 

uzyskanych ze strony: https://www.canva.com/. 

 

1.3. Aspekty fizykochemiczne w projektowaniu biomateriału 

1.3.1. Nanomedycyna 

 

Nanomedycyna to dziedzina nauki zajmująca się zastosowaniem 

nanotechnologii w celu osiągnięcia innowacji w opiece zdrowotnej. Bazuje ona na 

wykorzystaniu materiałów w skali nanometrycznej (10-9 m), które często różnią się pod 

względem fizycznym, chemicznym lub biologicznym od tego samego materiału  

w większej skali. Co więcej, rozmiar nanometryczny to także skala, w której zachodzi 

wiele istotnych procesów biologicznych w ludzkim ciele. Umożliwia to nanocząstkom 
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i nanomateriałom potencjalne przekraczanie naturalnych barier komórkowych w celu 

uzyskania dostępu do wnętrza komórki i interakcji z DNA lub innymi cząsteczkami na 

różnych poziomach szlaków metabolicznych20. 

 

W nanoskali stosunek powierzchni do objętości sprawia, że właściwości 

powierzchni stają się dominujące w kontekście potencjalnego działania nanocząstki lub 

materiału. Dzięki temu funkcjonalizacja powierzchni materiałów medycznych (nawet 

na wielu poziomach) staje się przydatna w celu zwiększenia biokompatybilności 

powierzchni i przyłączonych do niej cząstek. Funkcjonalizacja dodatkowo zwiększa 

czas krążenia cząsteczek we krwi, a także zapewnienia wysoce selektywne wiązanie  

z pożądanym celem21. 

 

Nanomedycyna niesie ze sobą ogromny potencjał umożliwiający wczesne 

wykrywanie i zapobieganie oraz radykalną poprawę diagnostyki, leczenia  

i monitorowania wielu chorób. Obecnie setki produktów do zastosowań medycznych 

znajdują się w fazie badań klinicznych, obejmujących wszystkie główne choroby, w tym 

choroby sercowo-naczyniowe, neurodegeneracyjne, mięśniowo-szkieletowe  

i zapalne. Poprzez wsparcie technologii we wszystkich obszarach opieki zdrowotnej, 

nanomedycyna dostarcza produkty na rynek medyczny począwszy od środków 

farmaceutycznych po obrazowanie medyczne, diagnostykę i biomateriały22. 

 

 

1.3.2. Funkcjonalizacja powierzchni 

 

Funkcjonalizacja powierzchni obejmuje procesy, które mają na celu poprawę 

i/lub dodanie właściwości przydatnych do wykorzystania w zastosowaniach 

medycznych. Nanomateriały wykazują charakterystyczne właściwości chemiczne,  

a grupy funkcyjne wyeksponowane na ich powierzchni są wykorzystywane w procesie 

funkcjonalizacji23.  

 

Modyfikację powierzchni przy zastosowaniu nanocząsteczek można osiągnąć za 

pomocą dwóch różnych metod wykorzystujących różnego rodzaju wiązania do 

immobilizacji nanocząstek.: wiązania niekowalencyjne i kowalencyjne. Strategia 
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wiązań niekowalencyjnych opiera się na wykorzystaniu dużej liczby słabych 

oddziaływań takich jak: oddziaływania elektrostatyczne, jonowe, van der Wallsa  

i hydrofobowe, adsorpcja, wiązania wodorowe. W strategii wiązań kowalencyjnych 

wykorzystuje się użycie cząsteczek wiążących powierzchnię z nanocząsteczkami. 

Opiera się ona na zastosowaniu homo- lub hetero-bifunkcyjnych łączników sieciujących 

w celu dodania organicznej grupy funkcyjnej (R-NH2, R-COOH itp.), przydatnej do 

wiązania cząsteczek biologicznych24. 

 

Oddziaływania niekowalencyjne są wykorzystywane do umieszczania 

nanocząstek, które mają zostać uwolnione w komórkach docelowych. Przykładem 

takiego wykorzystania są leki lub RNA. Wiązania kowalencyjne są wykorzystywane do 

wiązania ligandów przydatnych do osiągnięcia konkretnego celu i/lub zmniejszenia 

toksyczności cząstek biologicznych25.  

 

W niniejszej pracy do sfunkcjonalizowania powierzchni poli(chlorku winylu) 

zastosowano zarówno strategię wiązań kowalencyjnych, jak i niekowalencyjnych. 

Pierwsza została użyta do wygenerowania powierzchniowych grup funkcyjnych 

zawierających atomy tlenu (-COOH, -OH i -C=O). Druga posłużyła do zakotwiczenia 

nanocząstek gentamycyny na powierzchni polimeru. Połączenie tych obu metod było 

niezbędne do zapewnienia stabilności powierzchniowych grup funkcyjnych (wiązania 

kowalencyjne) oraz uwalniania cząsteczek leku z powierzchni materiału 

implantacyjnego (wiązania niekowalencyjne)26.  

1.3.3. Właściwości fizykochemiczne biomateriału, a jego biozgodność 

 

Na wychwyt komórkowy nanocząstek wpływają ich właściwości 

fizykochemiczne, takie jak rozmiar, kształt, ładunek powierzchniowy, rodzaj 

powierzchni, na której są umieszczone i jej hydrofobowość/hydrofilowość. Kiedy 

nanocząsteczki wchodzą w interakcję z błoną komórkową, są one głównie 

wychwytywane przez komórki w drodze endocytozy: fagocytozy (makrofagi)  

i pinocytozy (wszystkie typy komórek)27. Biozgodność to termin oznaczający 

odpowiednie właściwości biomateriału stosowanego w wyrobie medycznym, który jest 

kompatybilny z żywą tkanką. Materiały biozgodne nie wywołują reakcji toksycznej ani 

immunologicznej z tkankami lub płynami ustrojowymi. Ma to kluczowe znaczenie dla 
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uniknięcia procesu odrzucenia materiału przez organizm i wspierania harmonijnego 

funkcjonowania28.  

 

Wychwyt i biokompatybilność to dwie najważniejsze użyteczne cechy 

nanocząstki do zastosowań medycznych, a przezwyciężenie problemów związanych  

z tymi dwoma aspektami jest pierwszym etapem w ich otrzymywaniu. Z tego powodu 

badanie toksyczności i wychwytu komórkowego jest pierwszym krokiem podczas 

biologicznej oceny nanocząsteczek23. 

 

Biomateriały przed wprowadzeniem na rynek muszą być przetestowane pod 

wieloma względami w celu oceny ich biozgodności. Przeprowadza się między innymi 

testy na cytotoksyczność, genotoksyczność, rakotwórczość i toksyczność 

reprodukcyjną, immunotoksyczność, podrażnienie i uczulenie, hemokompatybilność, 

toksyczność ogólnoustrojową, pirogenność i implantację29. 

 

Ze względu na szeroką gamę nanomateriałów, różniących się składem 

chemicznym, rozmiarem, kształtem czy morfologią powierzchni trudno jest 

bezpośrednio określić związek między właściwościami fizykochemicznymi, a ich 

wpływem na układy biologiczne. Dodatkowymi trudnościami w znalezieniu 

funkcjonalnych korelacji są:  

- duża liczba biologicznych systemów modelowych wykorzystywanych do 

badań wchodzących oraz złożone interakcje z różnymi nanomateriałami 

- brak standaryzowanych protokołów (np. czas inkubacji, stężenia nanocząstek 

na które eksponowane są badane komórki)  

- złożoność procedur wykonania testów na modelach in vivo. 

 

Wyzwania te ograniczają pełne zrozumienie efektów oddziaływania 

nanomateriałów na układy biologiczne oraz wykorzystanie w praktyce klinicznej30. 
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2. Cele pracy doktorskiej 

 

Zabieg tracheostomii stanowi nieodłączny element nowoczesnej medycyny. 

Szczególnie w ostatnich latach podczas pandemii COVID-19, kiedy na oddziałach 

intensywnej terapii liczba pacjentów wymagająca tego zabiegu wzrosła z 16% przed 

pandemią do 61% w trakcie jej trwania31. Sam zabieg stanowi znaczne ułatwienie 

prowadzenia długoterminowej wentylacji mechanicznej, jak również przyspiesza 

dekaniulację pacjenta i powrót do jego własnego oddechu. Rosnące zapotrzebowanie na 

tę procedurę stawia klinicystów przed faktem konieczności poszukiwania nowych 

rozwiązań w prowadzeniu pacjentów z tracheostomią, a przede wszystkim 

poszukiwanie takiego, które ograniczy powikłania po tym zabiegu. Stanowi to główne 

przesłanki do podjęcia badań w ramach niniejszej pracy doktorskiej. 

 

Celem przewodnim niniejszej pracy doktorskiej było opracowanie 

sfunkcjonalizowanej powierzchni poli(chlorku winylu), z którego zbudowana jest rurka 

tracheostomijna, nanocząstkami antybiotyku – gentamycyny. Taka funkcjonalizacja 

ukierunkowana była na spowalnianie bądź zahamowanie procesu tworzenia się biofilmu 

bakteryjnego, a jednoczenie zachowanie dobrych parametrów użytkowych  

ze szczególnym uwzględnieniem biozgodności w kontakcie z tkankami pacjenta. 

 

Cele szczegółowe pracy doktorskiej podzielono na 3 wątki badawcze: 

1) Określenie profilu bakterii tworzących biofilm na powierzchni rurek tracheostomijnych 

użytkowanych przez pacjentów poddanych zabiegowi tracheotomii wraz z oceną 

lekooporności wyizolowanych drobnoustrojów na antybiotyki.  

2) Dwuetapowa funkcjonalizacja powierzchni poli(chlorku winylu): wprowadzenie 

tlenowych grup funkcyjnych (wykorzystując plazmę tlenową), nanocząstek 

gentamycyny (stosując metodę sonochemiczną) oraz kompleksowa charakterystyka 

fizykochemiczna badanych układów. 

3) Ocena skuteczności funkcjonalizacji powierzchni i jej wpływu na wzrost biofilmu 

bakteryjnego przy wykorzystaniu szczepów referencyjnych Staphylococcus aureus  

i Escherichia coli. Ocena cytotoksyczności otrzymywanych biomateriałów  

z wykorzystaniem linii komórkowej A549. 
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3. Techniki badawcze 

 

Inżynieria materiałowa wykorzystuje strategie badawcze w celu oceny składu  

i struktury badanego biomateriału na różnych poziomach opisu. W pracy doktorskiej 

zastosowano techniki wykorzystujące skalę molekularną, nanometryczną oraz 

makrometryczną. Zatem warsztat badawczy rozprawy łączy w sobie rozwiązywania 

wykorzystywane w naukach technicznych, chemicznych, biologicznych i medycznych. 

Poniższe podrozdziały po krótce opisują zastosowaną metodykę w pracy doktorskiej. 

Wszystkie eksperymenty zostały samodzielnie wykonane przez doktoranta przy 

wsparciu merytorycznym promotorów. 

 

3.1 Charakterystyka pacjentów 

 

Materiał kliniczny w postaci rurek tracheostomijnych pozyskiwano  

od pacjentów hospitalizowanych w 5 Wojskowym Szpitalu Klinicznym z Polikliniką  

w Krakowie. 35 pacjentów było hospitalizowanych w Klinice Otolaryngologii  

i Chirurgii Onkologicznej Głowy i Szyi. 10 pacjentów było hospitalizowanych w 

Klinice Anestezjologii i Intensywnej terapii. Łącznie do badania włączono 45 pacjentów 

po zabiegu tracheostomii (35 mężczyzn i 10 kobiet) w wieku 36-94 lata (średnia 75 lat). 

Charakterystykę pacjentów oraz szczegółowy proces preparatyki opisano w publikacji 

nr I. 

 

3.2. Materiały i odczynniki 

3.2.1. Poli(chlorek winylu) 

 

Materiał do badań eksperymentalnych uzyskano od producenta rurek 

tracheostomijnych (firma SUMI, Sulejówek, Polska). Producent dostarczył sterylnie 

zapakowane krążki o wymiarach 15 mm średnicy i 2 mm grubości, wycięte z tego 

samego materiału z jakiego wykonywane są rurki tracheostomijne z poli(chlorku 

winylu). Krążki pakowane były po 50 sztuk. 
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Ryc. 4. Wzór chemiczny monomeru chlorku winylu. Grafika własna na podstawie szablonów 

uzyskanych ze strony internetowej https://www.canva.com/. 

3.2.2. Siarczan gentamycyny 

 

Do badania użyto siarczan gentamycyny (Biological Industries 

(Izrael)/SARTORIUS) o wzorze sumarycznym C60H127N15O26S i masie 

cząsteczkowej 575,67 pakowany w zamkniętych opakowaniach po 5 g. 

 

Ryc. 5. Wzór chemiczny siarczanu gentamycyny. Grafika pozyskana ze strony internetowej 

dystrybutora odczynników https://pol-aura.pl/. 

3.2.3. Szczepy wzorcowe do badań mikrobiologicznych 

 

W badaniu wykorzystano dwa szczepy referencyjne (wskaźnikowe), w tym 

przedstawiciela bakterii Gram-dodatnich – gatunek Staphylococcus aureus 

ATCC25923 oraz przedstawiciela bakterii Gram-ujemnych – gatunek Escherichia coli 

ATCC25922. Szczepy pochodziły z American Type Culture Collection, ATCC, 

Manassas, Wirginia, USA. Do obserwacji kolonii bakteryjnych od mikroskopem 

optycznym użyto standardowego zestawu do barwienia metodą Grama (Merck, Poland). 
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3.2.4. Linie komórkowe 

 

Do badania cytotoksyczności użyto model gruczolakoraka ludzkiej linii 

komórek podstawnych nabłonka pęcherzyków płucnych A549 ATCC CCL185. 

Komórki hodowano w pożywce DMEM z -L-glutaminą uzupełnioną 10% FBS i 1% 

ZellShield (MB Minerva Biolabs) w 5% CO2 i 37°C z L-alanylo-L-glutaminą (Gibco, 

Thermo Fisher Scientific). Komórki zawarte w 1 ml zawiesiny zliczono i rozcieńczono 

uzyskując 1 x 104 komórek na próbkę. 

Do oceny cytotoksyczności nanocząstek gentamycyny użyto standardowego 

testu do wzrostu komórek MTT (MTT Cell Growth Assay, Sigma-Aldrich)32. 

3.2.5. Metoda barwienia fluorescencyjnego LIVE/DEAD 

 

Zastosowanie metody podwójnego barwienia przy użyciu zestawu LIVE/DEAD 

(Live/Dead Cell Double Staining Kit, Molecular Probes). pozwala w łatwy i szybki 

sposób określić żywotność komórek w populacji w oparciu o integralność błony 

komórkowej. Barwnik dioctan fluoresceiny dzięki małej masie cząsteczkowej jest w 

stanie wniknąć do wnętrza komórki o zachowanych błonach cytoplazmatycznych. Drugi 

barwnik jodek propidyny – PI (ang. propidium iodide) posiadający dużą masę 

cząsteczkową wnika tylko do komórek posiadających uszkodzenia w błonie 

cytoplazmatycznej. Tak zastosowane barwniki dzięki analizie obrazów uzyskanych przy 

użyciu mikroskopu fluorescencyjnego BX63 (Olympus) umożliwiają podział komórek 

na żywe (kolor zielony) oraz martwe (kolor czerwony). 

 

 

 

3.2.6. Metoda utrwalenia preparatów komórkowych do obrazowania w 
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) 

  

Protokół do utrwalania próbek biologicznych do obserwacji SEM zaczerpnięto 

z innych publikacji33. Próbki na szklanym podłożu utrwalano w 3% buforowanym 

aldehydzie glutarowym przez 24 godziny, a następnie ostrożnie przemyto dwukrotnie 

solą fizjologiczną buforowaną fosforanami (DPBS, Dulbecco). Następnie odwadniano 

je w roztworach wodno-alkoholowych ze stopniowo rosnącym stężeniem etanolu (50, 
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60, 70, 80, 90, 96 i 100%) przez 10 min każdy. Na koniec próbki suszono w punkcie 

krytycznym z użyciem heksametylodisilazanu (HMDS, Sigma Aldrich). Przygotowane 

próbki mocowano na uchwycie SEM za pomocą samoprzylepnej taśmy węglowej. Przed 

rozpoczęciem obserwacji próbki pokryto cienką warstwą złota (około 15 nm) za pomocą 

napylacza katodowego (Quorum Q150T S).  

 

3.3. Metody fizykochemiczne 

 

3.3.1. Modyfikacja plazmą tlenową 

 

Do wytworzenia grup funkcyjnych zawierających w swojej budowie atomy tlenu 

wykorzystano plazmę tlenową (system FEMTO, Diener Electronics). Przeprowadzono 

optymalizację parametrów ekspozycji próbek poli(chlorku winylu) stosując zmienne 

ciśnienie tlenu oraz moc urządzenia. Analizę stopnia funkcjonalizacji powierzchni 

plazmą tlenową sprawdzano oceniając wzrost hydrofilności badanej powierzchni 

monitorując zmianę kąta zwilżania.  

 

Pomiary kąta zwilżania wykonano przy użyciu goniometru (Surftens Universal 

Instrument, OEG GmbH, Frankfurt, Germany. Statyczne obrazy były mierzone przy 

pomocy dostarczonego oprogramowania (Surftens 4.3). Każdy pomiar kropli (2 µl) był 

powtarzany 5 –krotnie, a uzyskane wyniki uśrednione.   

 

 

3.3.2. Termograwimetria (TGA) i termiczna analiza różnicowa (DTA) 

 

Do badania zmian objętościowych badanego materiału wykorzystano aparaturę 

TGA/DTA Mettler-Toledo. Próbkę poli(chlorku winylu) o masie 10 g umieszczono  

w aluminiowym tyglu ogrzewano z prędkością 10 st./min w zakresie temperatur 30-

800°C w obojętnej atmosferze argonowej (przepływ argonu 50 cm3/min). 
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Ryc. 6. Aparat do pomiarów termograwimetrycznych TGA/DTA Mettler-Toledo. Zdjęcie  

z katalogu producenta. 

3.3.3. Spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR) 

 

Do oceny zmian na powierzchni PVC użyto próbek wielkości 1x1cm o grubości 

2mm. Pomiary wykonywane były na aparaturze Nicolet 6700 Thermo Scientific  

w zakresie widma 4000-650 nm. Zasada działania spektrometru FTIR polega na analizie 

interferencji dwóch wiązek promieniowania i pomiarze różnicy ich drogi optycznej. 

Dzięki pomiarowi odległości i częstotliwości powstaje interferogram z widmem 

odpowiadającym składowi molekularnemu analizowanej próbki34. 

 

Ryc. 7. Spektrometr do analizy widm w podczerwieni Nicolet 6700 Thermo Scientific. Zdjęcie  

z katalogu producenta. 
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3.3.4. Synteza nanocząstek gentamycyny i ich depozycja na powierzchni PVC 

 

Eksperyment wykonano w jednoetapowym procesie na zmodyfikowanym 

plazmą tlenową krążku PVC. Do eksperymentu wykorzystano rozwór siarczanu 

gentamycyny w wodzie destylowanej o stężeniu 50 mg/ml. Depozycję nanocząstek 

przeprowadzono przy pomocy homogenizatora (Sonics Vibracell CV18). Parametry 

procesu: częstotliwość 20 kHz, amplituda 30%, czas 6 min. Do zwiększenia wydajności 

syntezy nanocząstek do przygotowanego 3 ml roztworu gentamycyny dodano 0.5 ml 

etanolu (Avantor Performance Materials). Nadmiar płynu z powierzchni odsączano  

i pozostawiano krążki do wyschnięcia. 

 

Ryc. 8. Homogenizator Sonics Vibracell CV18. Zdjęcie własne. 

 

3.3.5. Pomiar rozkładu wielkości nanocząstek przy wykorzystaniu techniki NTA 

 

Rozkład wielkości sonochemicznie wytworzonych nanocząstek gentamycyny 

(ang. Nanoparticle Tracking Analysis - NTA) określano za pomocą instrumentu LM10 

Nanosight (Malvern Instruments Ltd.) wyposażonego w kamerę sCMOS (Hamamatsu 

Photonics, Hamamatsu, Japonia) przy użyciu niebieskiego lasera o długości fali 450 nm. 

Analizę danych wykonano przy użyciu oprogramowania NTA (3.1 Build 3.1.45). 

Parametry pomiaru: poziom kamery 15, migawka 1206, wzmocnienie 366. W skład 

pojedynczego pomiaru wchodziły trzy 30 sekundowe klipy wideo nagrywane  

z szybkością 25 klatek/sekundę. Połączona z mikroskopem kamera rejestruje 
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powstające rozbłyski światła rozpraszanego uzyskane przez poruszające się  

w roztworze nanocząstki oświetlane promieniem lasera. Oprogramowanie NTA na 

podstawie uzyskanego klipu wideo śledzi tory ruchów nanocząstek wyznaczając z nich 

współczynniki dyfuzji, które następnie służą do obliczenia średnic hydrodynamicznych 

i wyznaczenia ich wielkości.  

 

Ryc. 9. A - aparatura wykorzystywana w obrazowaniu NTA. B - obraz spod aparatury NTA 

ukazujący otrzymane nanocząstki gentamycyny. Zdjęcia własne. 

3.3.6. Kinetyka uwalniania gentamycyny 

 

Każdy z badanych krążków został umieszczony w fiolkach wraz z 20 ml buforu 

PBS na 7 dni i stale mieszany z szybkością 100 obr./min w temperaturze 37°C. Aby 

porównać wyniki, eksperyment wykonano dla krążków poli(chlorku winylu) przed i po 

traktowaniu plazmą tlenową. Przez pierwsze 12 godzin eksperymentu w odstępach 2-

godzinnych, w 24 godzinie i kolejno co 24 godziny przez 5 dni pobierano 2 ml PBS  

z fiolek, umieszczano pobrany płyn probówkach typu Eppendorf i uzupełniano fiolki 

świeżym roztworem PBS. Ilość uwolnionego leku określono ilościowo przy użyciu testu 

OPA. W tym celu 30 mg OPA rozpuszczono w 0.5 ml metanolu i 0.1 ml 

merkaptoetanolu, a następnie roztwór dodano do 50 ml buforu boranowego (pH = 10.4). 

Tak otrzymany odczynnik mieszano z 50 µl pobranej próbki w ustalonym odstępie czasu 

w stosunku objętościowym 1:1 i inkubowano w ciemności przez 10 min w czarnej płytce 

96-dołkowej. Po tym czasie mierzono fluorescencję - długość fali wzbudzenia  

w zakresie 340–310 nm i długość fali emisji 460 nm (FLUOstar Omega, BMG Labtech, 

Ortenberg, Niemcy). Metodykę zaczerpnięto z publikacji Kwiecień et al.35. 
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3.3.7. Obrazowanie mikroskopowe techniką SEM i AFM 

 

Badane próbki PVC były obrazowane przy użyciu skaningowego mikroskopu 

elektronowego (ang. scanning electron microscopy - SEM) (FE-SEM, Hitachi S-4700). 

Biofilmy bakteryjne były utrwalane przy użyciu 2,5% aldehydu glutarowego (Sigma-

Aldrich) w 0,1 M buforze PBS (DPBS, Lonza) inkubowane w OsO4 i odwadniane  

w szeregu alkoholowym. Próbki zostały przytwierdzone do holdera i pokryte ~ 15nm 

warstwą złota (Quorum Q150T S) i rozpoczęto analizę obrazów.  

 

Ryc. 10. Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) FE-SEM, Hitachi S-4700. Zdjęcie z katalogu 

producenta. 

 

 

Powierzchnie próbek PVC przed i po traktowaniu plazmą tlenową obrazowano 

przy użyciu metody mikroskopii sił atomowych (ang. atomic force microscopy - AFM) 

za pomocą NanoWizard® 4XP (Brucker) wyposażonego w sondy SCANASYST-AIR 

(Brucker). Obrazy (20 x 20 µm, 256 x 256 px) uzyskiwano przy parametrach: wartość 
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zadana 9.252 nN, długość Z 650 nm, prędkość Z 79.11 µm/s i czas px 20.54 ms. Analizę 

przeprowadzono za pomocą oprogramowania JPK Data Processing (wersja 7.0.153).  

 

Ryc. 11. Mikroskop sił atomowych (AFM) NanoWizard® 4XP Brucker. Zdjęcie własne. 

 

Morfologia powierzchni polimeru wpływa na zwilżalność, a jednocześnie jej 

struktura znacząco przyczynia się na możliwość zastosowania w medycynie. 

Chropowatość oraz skład powierzchni determinują naturę materiału w kierunku 

hydrofobowości lub hydrofilowości w odniesieniu do powierzchni płaskiej. 

Obrazowanie polimeru można przeprowadzić przy wykorzystaniu metod 

mikroskopowych takich jak skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) oraz 

mikroskopia sił atomowych (AFM). AFM przekazuje informacje o topografii (np. 

chropowatość) oraz właściwościach mechanicznych (np. sztywność powierzchni)36. 

Obrazowanie SEM wykorzystuje interakcję wiązki elektronów z atomami na różnych 

głębokościach badanej próbki. Obrazy charakteryzują się dużą głębią ostrości oraz 

trójwymiarowym wyglądem badanej powierzchni63. 
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3.4. Metody mikrobiologiczne i biologii komórki 

3.4.1. Technika izolacji i identyfikacji szczepów bakteryjnych z materiału 
biologicznego 

 

Rurki tracheostomijne pobrane od pacjentów były umieszczane  

w wysterylizowanych rękawach papierowo-foliowych (Matopat) i natychmiastowo 

transportowane do laboratorium mikrobiologicznego. W warunkach sterylnych 

odcinano kołnierz, a kaniulę umieszczano w sterylnych probówkach typu Falcon 50 ml 

(Biospace). Do probówki wlewano 15 ml bulionu tryptozowo-sojowego 9TSB) i za 

pomocą wytrząsarki odrywano biofilm z powierzchni rurki tracheostomijnej  

i poddawano dalszej analizie. Hodowle drobnoustrojów przeprowadzano na różnych 

podłożach izolacyjnych: Columbia LAB-AGAR+5%KB (BIOCORP, Polska), 

Chocolate LAB-AGAR™ (CH+PV, BIOCORP, Polska), MacConkey LAB-AGAR™ 

(BIOCORP, Polska), agar z solą mannitolową (MSA) (Oxoid, Wielka Brytania) i agar 

Mueller-Hinton (MHA) (BD, USA). Podłoża inkubowano przez 24 godziny  

w temperaturze 37ºC w warunkach tlenowych. Z każdego podłoża izolowano czyste 

kolonie bakteryjne, które następnie mrożono do temp -80ºC w Microbank™-Dry (Pro-

Lab Diagnostics, Birkenhead, Wielka Brytania). Przeprowadzano klasyczne metody 

identyfikacji mikrobiologicznej wyizolowanych szczepów bakteryjnych (ocena 

morfologii kolonii, barwienie metodą Grama, obrazowanie w mikroskopii świetlnej, 

testy biochemiczne). Do identyfikacji gatunkowej bakterii z rodzaju Staphylococcus 

użyto test API Staph (bioMérieux, France), do Streptococcus API 20 Strep (bioMérieux, 

France) i automatyczny miniAPI system (bioMérieux, France). Gram-ujemne pałeczki 

były identyfikowane za pomocą API 20E oraz API 20 NE (bioMérieux, France). 

3.4.2. Ocena lekooporności szczepów klinicznych 

 

Wyizolowane bakterie i ich oporność na antybiotyki została przeprowadzona za 

pomocą metody z gradientem antybiotyku z użyciem pasków Liofilchem ® MIC Test 

Strips (Liofilchem, Italy). Oceniono minimalne stężenie hamujące dla antybiotyków 

zgodnie z wytycznymi Europejskiego Komitetu ds. Przeciwdrobnoustrojowych, 

wytyczne dotyczące badania wrażliwości (EUCAST, wersja 10.0, 2020). Izolaty 

wielolekooporne zostały zakwalifikowane do odpowiedniej kategorii oporności na 

antybiotyki:   
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• MDR (ang. multidrug-resistance) – wielolekooporność  

Drobnoustrój wykazuje niewrażliwość na co najmniej jeden antybiotyk z trzech lub 

więcej grup leków przeciwbakteryjnych. 

 

• XDR (ang. extensively drug resistance) – rozszerzona oporność.  

Drobnoustrój wykazuje niewrażliwość na co najmniej jeden antybiotyk ze wszystkich  

z wyjątkiem dwóch lub mniej grup antybiotyków. 

 

• PDR (ang. pandrug-resistance) – całkowita oporność  

Drobnoustrój wykazuje niewrażliwość na wszystkie dostępne, mające rejestrację 

antybiotyki, we wszystkich grupach stosowanych wobec danego gatunku 

drobnoustroju37. 

 

3.4.3. Ocena cytotoksyczności gentamycyny i sfunkcjonalizowanej powierzchni 
poli(chlorku winylu) 

 

Do badania cytotoksyczności gentamycyny wykorzystano linię komórkową 

gruczolakoraka ludzkich komórek nabłonka podstawnego pęcherzyków płucnych (ang. 

adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells) A549 ATCC CCL185 

przygotowaną jak w punkcie 3.2.4.  

Badanie cytotoksyczności gentamycyny prowadzono w płytkach 96-dołkowych 

z przesianymi hodowlami komórkowymi. Do hodowli komórkowych do-dano 200 µl 

roztworu z gentamycyną w stężeniu 0-10 mg. Do oznaczenia aktywności metabolicznej 

komórek wykorzystano test MTT. Wyniki odczytywano na czytniku mikropłytkowym 

(Infinite M Nano, Tecan) przy długości fali 563 nm po upływie 1 i 24 godzin inkubacji. 

Ocenę cytotoksyczności na krążkach PVC przed i po funkcjonalizacji wykonano 

w płytkach 24-dołkowych, które inkubowano z przesianą linią komórkową przez 24 

godziny. Następnie zastosowano podwójne barwienie na badanych powierzchniach 

wykorzystując zestaw LIVE/DEAD® jak w punkcie 3.2.5. 
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3.4.4. Ocena wzrostu biofilmu bakteryjnego na sfunkcjonalizowanej powierzchni 
poli(chlorku winylu) 

 

Ze szczepów wzorcowych bakterii Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™) 

oraz Escherichia coli (ATCC® 25922™) po 18-godzinnej inkubacji otrzymywano 

zawiesiny o stężeniu 0,5 McF w Tryptic Soy Broth (TSB). Krążki z poli(chlorku winylu) 

po funkcjonalizacji i kontrolne umieszczono w polistyrenowych, sterylnych 24-

dołkowych płytkach mikrotitracyjnych (Costar® Corning) i dodano po 1 ml inokolum 

bakteryjnego. Płytki inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C, następnie 3-

krotnie przepłukano buforem PBS. W celu oderwania bakterii z powierzchni materiału 

za pomocą silnego strumienia buforu PBS odrywano przytwierdzone kolonie bakteryjne 

do biomateriału. Otrzymaną zawiesinę bakteryjną wysiewano po 100 µl na podłoże 

wzrostowe tryptozowo-sojowe TSA (ang. Tryptic Soy Agar, Becton Dickinson)  

w seryjnych dziesięciokrotnych rozcieńczeniach. Po 24 godzinnej inkubacji w 37°C 

odczytywano wynik i przeliczano go w jtk/ml (CFU/ml). 
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4. Wyniki wraz z ich omówieniem 

 

4.1. Wyniki analizy materiału zebranego od pacjentów 

4.1.1. Wyniki mikrobiologiczne 

 

Wszystkie rurki tracheostomijne uzyskane od pacjentów były dodatnie  

w posiewach. Łącznie wyizolowano i zidentyfikowano 58 izolatów (10 gatunków). Na 

37 rurkach tracheostomijnych zidentyfikowano 2 i więcej mikroorganizmów. 

Szczegółowe dane co do zidentyfikowanych gatunków zawarte są w tabeli 2 publikacji 

I cyklu doktorskiego. 

 

W niniejszej pracy do dalszej analizy włączono bakterie z grupy PPM (ang. 

Potentialy pathogenic microorganisms) natomiast wyłączono bakterie powszechnie 

uznane za mikrobiotę fizjologiczną. Wśród Gram-dodatnich PPM badaniom poddano 

16 izolatów z gatunku Staphylococcus aureus (zidentyfikowane u 35,5% pacjentów).  

W przypadku Gram-ujemnych PPM wyizolowano łącznie 9 różnych gatunków (42 

izolaty), przy czym aż 76,2% (32 izolaty) zidentyfikowanych bakterii to przedstawiciele 

z rzędu Enterobacterales (rodzina Enterobacteriaceae), a następnie niefermentujące 

Gram-ujemne bakterie (ang. Non-fermenting Gram-negative bacteria - NFGNB), w tym 

Pseudomonas aeruginosa (n=5, zidentyfikowane w 11,9%), Stenotrophomonas 

maltophilia (n=4, u 9,5% pacjentów) i Acinetobacter baumani (n=1, u 2,4%), które 

stanowiły pozostałe 23,8% badanych izolatów (Ryc. 12). Wśród Enterobacterales, 

Klebsiella pneumoniae była najczęściej wykrywaną bakterią (n=10, zidentyfikowana w 

23,8% pacjentów), a następnie Enterobacter cloacae (n=7, u 16,7% pacjentów); 

Escherichia coli (n=7, u 16,7% pacjentów), Proteus spp. (n=4, u 9,5% pacjentów); 

Serratia marcescens (n=2, u 4,8% pacjentów) i Serratia liquefaciens (n=2, u 4,8% 

pacjentów). 
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Ryc. 12. Wyizolowane potencjalnie patogenne bakterie (PPM) z badanych rurek 

tracheostomijnych. 

 

Większość dostępnych badań nad biofilmem pochodzącym z rurek 

tracheostomijnych i blisko z nimi związanych rurek intubacyjnych skupia się na 

biofilmotwórczym i chorobotwórczym wpływem bakterii Pseudomonas aeruginosa. 

Gatunek ten zgodnie z literaturą odpowiedzialny jest za większość infekcji związanych 

z biofilmem na powierzchni tych urządzeń, przy czym szczególną uwagę zwraca się na 

zapalenia płuc związane z respiratoroterapią (ang. ventilator-associated pneumonia - 

VAP)38,39,40. Równoległe badania skupiały się na innych gatunkach bakterii 

izolowanych z rurek tracheostomijnych, a w szczególności Klebsiella pneumoniae41 

oraz Staphylococcus aureus42.  

 

Dominację flory bakteryjnej Gram-ujemnej raportują w swoich badaniach Patil43 

czy Khatun44. Należy jednak podkreślić, że w ich przypadku byli to pacjenci oddziałów 

intensywnej terapii na wentylacji mechanicznej, co może mieć wpływ na rodzaj bakterii 

kolonizujących drogi oddechowe pacjenta. Warto również przytoczyć przegląd 

literaturowy dotyczący tracheostomii u dzieci autorstwa Barros 45 do którego włączono 

19 publikacji (publikacje z lat 2009-2018 z 13 krajów, łącznie 4472 dzieci). Autor 
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podkreśla dominującą rolę Pseudomonas aeruginosa, a kolejne miejsca zajmują: 

Staphylococcus aureus (63,1%), Klebsiella pneumoniae (57,8%), Streptococcus 

pneumoniae (47,3%) i Stenotrophomonas maltophilia (47,3%). Przegląd jest o tyle 

istotny, że poza pacjentami przebywającymi na oddziale intensywnej terapii 

pediatrycznej, włączone zostały dzieci użytkujące tracheostomię przez dłuższy czas. 

Tłumaczyłoby to wysoki odsetek bakterii Staphylococcus aureus, które fizjologicznie 

kolonizują naszą skórę i mogą być obecne na wygojonych tkankach tracheostomijnych. 

 

W naszym materiale klinicznym wśród zidentyfikowanych gatunków bakterii 

50% okazało się bakteriami wielolekoopornymi – z czego fenotyp XDR stanowiło  

5 izolatów (8.6%), a PDR 3 izolaty (5.2%). W badaniach Singhai et al.46 oznaczył duży 

odsetek wielolekoopornych Gram-ujemnych drobnoustrojów (93.8%) oraz izolatów 

Staphylococcus aureus (60%). Nasze badania nie wykazały żadnego szczepu S. aureus 

o fenotypie MDR, a z bakterii Gram-ujemnych Klebsiella pneumonie mechanizm 

oporności ESβL wykazywało tylko 4.9% izolatów. Te różnice mogą wynikać z takich 

czynników jak zmienność w mikrobiocie populacji zamieszkującej określony obszar czy 

szczepów szpitalnych występujących w danym ośrodku. Te zmienne najlepiej 

prezentują się w raporcie Najwyższej Izby Kontroli dotyczącej zakażeń w podmiotach 

leczniczych w latach 2015-2017 (I półrocze). Liczba pacjentów hospitalizowanych  

z powodu infekcji Klebsiella pneumoniae NDM (+) w województwie mazowieckim 

wynosiła 2757, a w województwie małopolskim 747. 

4.1.2. Analiza objętościowa polimeru 

 

Metoda termograwimetryczna (TGA) stanowi jedną ze standardowych metod do 

analizy i charakterystyki właściwości objętościowych polimerów. Zmiana masy próbki 

jest monitorowana jako funkcja temperatury lub czasu podczas kontrolowanego 

podgrzewania próbki w określonej atmosferze48. 

 

Do analizy objętościowej użyto rurki tracheostomijne po 28 dniach użytkowania. 

Jako próbę referencyjną użyto materiał sterylny, fabrycznie nowy. Próbki o masie 10 

+/- 1 mg użyte do badania zostały pobrane z części dystalnej i mezjalnej rurki 

tracheostomijnej (Ryc. 13). W wyniku analizy otrzymano krzywe termograwimetryczne 

zmiany masy oraz przepływu ciepła. Na wykresach kolorem czerwonym zaznaczona 
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jest próbka referencyjna nowego, sterylnego PVC. Widoczny jest charakterystyczny 

dwuetapowy rozpad polimeru PVC podczas ogrzewania. Pierwszy etap zachodzi  

w zakresie temperatur 265-340 °C i związany jest z endotermicznym procesem 

uwalniania atomów chloru (dehydrochlorynacja) oraz tworzeniem się wiązań 

podwójnych pomiędzy atomami węgla. Drugi etap rozpoczyna się w zakresie 

temperatur 340-550 °C i związany jest z dalszą degradacją polimeru, jego pyrolizą oraz 

uwalnianiem się cząsteczek węglowodorowych, głównie o krótkich łańcuchach 

węglowych. Pozostałość po procesie pyrolizy stanowi polienowa struktura z układami 

cis i trans. Cały proces rozpadu łańcucha polimerowego PVC został szczegółowo 

opisany przez Zhu et al.49 

 

W rurkach użytkowanych w odniesieniu do referencji widoczne jest przesunięcie 

krzywych niebieskiej (odcinek mezjalny) i zielonej (odcinek dystalny)  

w lewo, a więc temperatura początku ubytku masy dla próbek była niższa w odniesieniu 

do próbki referencyjnej. Ponadto masa pozostałości po pirolizie z użytkowanych rurek 

jest nieco niższa niż w przypadku próbki referencyjnej. Świadczy to o tym, że pyroliza 

użytkowanych rurek tracheostomijnych zaczyna się w niższej temperaturze i zachodzi 

w większym stopniu w odniesieniu do referencji. Porównując odcinek mezjalny (krzywa 

niebieska) z odcinkiem dystalnym (krzywa zielona) można zauważyć, że część rurki, 

która znajduje się głębiej w tkankach pacjenta rozpoczyna I i II etap degradacji polimeru 

o 5-10 stopni szybciej w odniesieniu do części znajdującej się przy otworze 

tracheostomijnym. Świadczy to o tym, że procesy biologiczne i uszkodzenia polimeru 

w części dystalnej są większe w odniesieniu do części mezjalnej.  
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Ryc. 13. Krzywe termograwimetryczne dla PVC pozyskanego od pacjentów w odniesieniu do 

próby referencyjnej. A – I etap degradacji PVC, B- II etap degradacji PVC. Krzywa czerwona – 

PVC, krzywa niebieska – część mezjalna po 28 dniach użytkowania, krzywa zielona – część 

dystalna po 28 dniach użytkowania. 

 

4.1.3. Analiza powierzchni polimeru 

 

Powierzchnia PVC podczas użytkowania przez pacjenta wystawiona jest na 

działanie szeregu procesów biologicznych. Jednym z nich jest produkcja 

zewnątrzkomórkowych enzymów bakteryjnych, które adsorbując się na powierzchni 

polimeru rozpoczynają proces hydrolizy do krótkich polimerowych związków 

pośrednich (oligomerów i monomerów), które to z kolei przyswajane są przez 

drobnoustroje jako źródło węgla w celu uwolnienia CO2 i H2O. Obecnie znamy ponad 

90 mikroorganizmów wykorzystujących ten proces do degradacji polimerów 
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syntetycznych w tym często izolowane z powierzchni rurek tracheostomijnych bakterie 

z gatunku Pseudomonas spp50. 

 

Kolejnym procesem mającym wpływ na degradację powierzchni polimeru jest 

utlenianie. Zachodzi ono na skutek reakcji z rodnikami tlenowymi na skutek ekspozycji 

polimeru na powietrze atmosferyczne. W degradacji oksydacyjnej makrocząsteczki są 

najczęściej rozszczepiane w procesach rozszczepienia β na fragmenty z końcowymi 

grupami aldehydowymi, ketonowymi i winylowymi. Do zobrazowania tego procesu 

stosuje się technikę spektroskopii w podczerwieni i poszukuje charakterystycznych grup 

karbonylowych (widma w zakresie około 1700 cm-1)51. 

 

Do badań włączono próbki pobrane z odcinka dystalnego i mezjalnego rurki 

tracheostomijnej użytkowanej przez 28 dni. Jako próbkę referencyjną użyto fabrycznie 

nowy sterylny fragment PVC. Rycina 14 prezentuje zapis widm otrzymanych po 

analizie. W odniesieniu do próby referencyjnej największe zmiany na powierzchni PVC 

zaszły na odcinku dystalnym. Fakt ten tłumaczy głębsze położenie rurki w tkankach 

pacjenta i większe narażenie na procesy degradacyjne. Zaobserwowano 

charakterystyczne grupy hydroksylowe (w zakresie widma ~3200 cm-1), karbonylowe 

(1630 cm-1), podwójne wiązania między atomami węgla (1535 cm-1) oraz zmniejszenie 

absorbancji dla wiązań węgiel-wodór (1424 cm-1). Powstawanie dodatkowych grup 

funkcyjnych oraz wiązań, które nie występują na nowym PVC świadczą jednoznacznie 

o zmianach w strukturze całego polimeru i są dowodem na jego degradację.  

W badaniach nad biofilmem P. aeruginosa Solero et al52 zaznacza, że powstawanie 

takich wiązań jest związane m.in. z aktywnością enzymatyczną bakterii na 

biomolekułach. Fakt ten szerzej opisuje Wilkes, zwracając szczególną uwagę na wpływ 

produkowanych przez bakterie enzymów na proces biodegradacji polimerów 

syntetycznych53. 
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Ryc. 14. Widma FTIR dla próbki kontrolnej z PVC (A); dla rurek tracheostomijnych z PVC 

użytkowanych przez 28 dni – odcinek mezjalny (B); dla rurek tracheostomijnych z PVC 

użytkowanych przez 28 dni – odcinek dystalny (C). Szare kolumny wyznaczają zmiany widma na 

skutek użytkowania rurki tracheostomijnej i charakterystyczne dla nich wiązania. 
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4.2. Funkcjonalizacja powierzchni 

4.2.1. Modyfikacja plazmą tlenową i określenie hydrofilowości powierzchni 

 

Poza składem chemicznym czy strukturą powierzchni wpływ na kolonizację 

bakteryjną ma również zjawisko zwilżalności. Atomy znajdujące się na powierzchni 

rurki tracheostomijnej podlegają innemu układowi sił niż atomy znajdujące się 

wewnątrz polimeru. Atomy na powierzchni rurki są przyciągane przez atomy leżące w 

głębszych warstwach polimeru oraz przez atomy z fazy sąsiadującej. Znajdują się one 

w asymetrycznym polu sił. Bilans równowagi sił wynika z równania Younga, dzięki 

któremu możemy wyznaczyć równowagowy kąt zwilżania. Gdy kąt wynosi 0 stopni 

mówimy o zwilżalności zupełnej. Kąt 90 stopni oznacza równowagę sił. Wartości 

poniżej 90 stopni mówią o dobrej zwilżalności, a powyżej o złym zwilżaniu54. Należy 

podkreślić, że w przyrodzie nie istnieje przypadek całkowitego braku zwilżalności. 

Zatem powierzchnia hydrofobowa to taka, która jest słabo zwilżalna przez wodę  

w odróżnieniu od powierzchni hydrofilowej. Metodą zastosowaną do wyznaczenia kąta 

zwilżania w niniejszej pracy jest metoda siedzącej kropli. Kąt ten wyznaczany jest za 

pomocą goniometru, rejestrowany przez system optyczny, powiększany i przenoszony 

do komputera, gdzie podlega analizie. Przykładowy obraz pokazuje rycina 15. 

 

 

Ryc. 15. Wyznaczanie kąta zwilżania powierzchni. Zieloną strzałka zaznaczono wyznaczany kąt. 
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PVC przed modyfikacją posiada kąt zwilżania 86 ± 2 stopnia. Zwilżalność 

stanowi jeden z kluczowych czynników mających wpływ na adhezję bakterii. 

Krasowska55 wyciąga ogólny wniosek, że bakterie o hydrofobowych powierzchniach 

komórek preferują powierzchnie materiałów hydrofobowych, podczas gdy te  

o hydrofilowych powierzchniach komórek preferują powierzchnie materiałów 

hydrofilowych. Wassmann56 w badaniach nad implantami dentystycznymi, również 

podkreśla, że głównym czynnikiem mającym wpływ na adhezję bakteryjną jest nie 

szorstkość czy zwilżalność powierzchni, lecz gatunek bakterii zasiedlający jej 

powierzchnię. W publikacji Zhang et al.57 podkreśla, że dla powierzchni PVC 

hamowanie adhezji i proliferacji komórek jest skuteczniejsze na powierzchni 

hydrofilowej niż hydrofobowej. Optymalny kąt zwilżania dla biomateriałów 

wykorzystywanych w medycynie powinien wynosić mniej niż 65 stopni58. Istotne zatem 

jest osiągnięcie kąta zwilżania poniżej tej krytycznej wartości, aby opóźnić proces 

adhezji bakterii. 

 

Zmiany wywołane działaniem plazmy tlenowej na powierzchni poli(chlorku 

winylu) obserwowano śledząc kąt zwilżania. Parametry plazmy takie jak: ciśnienie 

parcjalne tlenu, moc generatora i czas modyfikacji optymalizowano, aby otrzymać jak 

najbardziej hydrofilową powierzchnię.  

 

Rycina 16 przedstawia zmianę kąta zwilżania PVC przy zwiększaniu ciśnienia 

parcjalnego tlenu w komorze plazmy tlenowej. Porównując profile zmian kąta zwilżania 

jako funkcji czasu działania plazmy wykazano, że większą zwilżalność uzyskano dla 

niższych wartości ciśnienia parcjalnego tlenu. 
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Ryc. 16. Zmiana kąta zwilżania w zależności od użytego ciśnienia parcjalnego tlenu. Krzywa 

niebieska pokazuje wartości kąta uzyskane dla ciśnienia tlenu 0.2 mbar. Krzywa pomarańczowa 

odnosi się do wartości kąta zwilżania przy użyciu ciśnienia tlenu 0.5 mbar. 

 

Kolejno analizie poddano zmianę mocy generatora. Na rycinie 17 najniższy kąt 

zwilżania uzyskano po 180 sekundach i mocy urządzenia 50 W. Efekt zmiany mocy 

generatora ma jednak mniejsze znaczenie niż ciśnienie parcjalne tlenu w komorze. 

 

  

Ryc. 17. Zmiana kąta zwilżania w zależności od użytej mocy generatora. Krzywa niebieska 

pokazuje wartości kąta uzyskane dla mocy 50 W. Krzywa pomarańczowa odnosi się do wartości 

kąta zwilżania przy użyciu mocy 100 W. 

 

Ostatnim parametrem, jaki podlegał analizie był czas traktowania plazmą 

tlenową. Jako warunki niezmienne użyto wcześniej wyznaczonego ciśnienia oraz mocy 

urządzenia. Czas funkcjonalizacji mieścił się w zakresie 6-600 sekund. Najniższy kat 

zwilżania uzyskano po 180 sekundach. Przedłużony czas ekspozycji >180 sekund 
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powodował wzrost kąta zwilżania. Należy zauważyć, że największy spadek kąta 

zwilżania następuje w pierwszych kilkudziesięciu sekundach (Rycina 18). 

 

Ryc. 18. Zmiana kata zwilżania dla wybranych parametrów (50 W, 0,2 mbar) w przedziale 

czasowym 0-600 s. Najmniejszy kąt zwilżania uzyskano po 180 sekundach działania plazmy 

tlenowej. 

Na podstawie przeprowadzonych doświadczeń ustalono, że optymalne 

parametry do modyfikacji powierzchni PVC plazmą tlenową to: 50 W oraz 0,2 mbar 

180 sek. Najniższy kąt zwilżania przy wybranych parametrach wynosił 32±2 stopnie. 

Podobne wyniki można znaleźć u innych autorów. Ghoranneviss uzyskał kąt zwilżania 

po traktowaniu plazmą tlenową w zakresie 27-35 stopni59, a Bormashenko 30±0.5 

stopnia60.  

Pisząc o polimerach i plazmie tlenowej należy wspomnieć o zjawisku zwanym 

rekombinacją grup funkcyjnych na powierzchni polimeru, które stanowi jedno  

z ograniczeń stosowania techniki traktowania plazmą tlenową. Utrata hydrofilowości 

traktowanych plazmą powierzchni polimerowych nosi nazwę regeneracji hydrofobowej. 

Ten efekt związany jest głównie z dyfuzją do wewnątrz, rekombinacją  

i desorpcją wytworzonych grup funkcyjnych na powierzchni. Zachodzi reorientacja 

polimeru i kowalencyjne grupy polarne zostają „zakopane” pod zewnętrzną 

powierzchnią61. Trwałość modyfikacji plazmą i proces starzenia się polimeru 

przedstawiono na rycinie 19. 
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Ryc. 19. Zmiana kąta zwilżania w czasie po modyfikacji w zależności od zastosowanych parametrów 

plazmy (50 W, 0.2 mbar). Legenda: krzywa niebieska - obrazuje pomiar natychmiast po 

funkcjonalizacji; krzywa pomarańczowa - obrazuje pomiar po 24 godzinach od funkcjonalizacji; 

krzywa zielona - odnosi się do pomiarów po 7 dniach od funkcjonalizacji. Czerwoną linią 

zaznaczono pomiar kąta zwilżania dla niezmodyfikowanego PVC (86 ± 2°). 

4.2.2. Obrazowanie powierzchni poli(chlorku winylu)  

 

Do oceny morfologii powierzchni rurki tracheostomijnej wykorzystano nowy 

PVC, poddany traktowaniu plazmą tlenową oraz użytkowany 28 dni przez pacjenta 

(Ryc. 20).  

 

Uzyskano obrazy dla typowych materiałów polimerowych  

z charakterystycznymi postprodukcyjnymi żłobieniami. Dla próbek przed i po procesie 

funkcjonalizacji nie obserwuje się zmian w topografii powierzchni. Zmiana w kącie 

zwilżania (pkt 4.2.1.) nie wynika zatem ze zmiany topograficznej, lecz z generowanych 

grup funkcyjnych poprzez łagodną obróbkę plazmą tlenową. Taki efekt był wcześniej 

opisywany dla innych materiałów polimerowych62. 
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Ciekawe obrazy zostały uzyskane dla próbek użytkowanych przez pacjenta. Na 

rycinie 18 widoczne są głębokie uszkodzenia polimeru zarówno w obrazowaniu SEM 

jak i AFM dla PVC użytkowanego. Potwierdza to zatem wcześniejsze wnioski uzyskane 

przy zastosowaniu metod TGA i FTIR – na skutek użytkowania rurek tracheostomijnych 

dochodzi do znacznych uszkodzeń łańcucha polimeru. 

 

 

Ryc. 20. Porównanie obrazów z SEM i AFM dla nowego PVC, po traktowaniu plazmą tlenową 

oraz użytkowanego 28 dni przez pacjenta. 
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4.2.3. Synteza nanocząstek gentamycyny  

 

W obliczu rosnącej oporności na antybiotyki pierwszego rzutu i wzrostu zakażeń 

powodowanych głównie przez organizmy oporne na wiele leków, naukowcy podejmują 

wysiłki w celu opracowania alternatywnych podejść terapeutycznych. Zastosowanie 

nanocząstek leku wydaje się realnym rozwiązaniem ze względu na charakterystyczne 

właściwości nanomateriałów. Lokalne uwalnianie cząsteczek antybiotyku  

z nanocząstek zakotwiczonych na powierzchni biomateriału może przełamać 

mechanizmy oporności bakterii, które są niewrażliwe na ich klasyczną formę 

podawania.63  

 

Jednoetapową syntezę nanocząstek gentamycyny i ich depozycję na powierzchni 

PVC przeprowadzono zgodnie ze znanymi schematami opracowanymi przez Grupę 

Chemii Powierzchni UJ i opisanych wcześniej64. 

 

Na rycinie 21 można wyróżnić kilka maksimów w przedziale 50-350 nm. 

Pierwsze przy 50 nm oraz 75 nm, są ostre i wysokie, a pozostałe maksima są szersze  

i niższe. Tłumaczy to fakt zdolności nanocząstek do aglomeracji. 

 

Ryc. 21. Obrazowanie NTA - rozkład wielkości nanocząstek gentamycyny otrzymanych przy 

zastosowaniu metody sonochemicznej. 
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4.2.4. Analiza spektroskopowa sfunkcjonalizowanej powierzchni poli(chlorku 

winylu)  

 

Otrzymane powierzchnie poddano analizie spektroskopowej w podczerwieni  

z transformacją Fouriera w celu poszukiwania wiązań charakterystycznych dla 

gentamycyny.  

Analiza widm wykazała brak wpływu plazmy tlenowej na strukturę PVC (Ryc. 

22). Widmo wykazuje typowe pasma absorpcyjne przy 1616, 1558 i 1456 cm−1 należące 

do wiązań amidowych I, amidowych II i amidowych gentamycyny. Pik położony przy 

1075 cm-1 jest związany z grupą HSO4
-1. Badanie potwierdziło obecność gentamycyny 

na powierzchni PVC. Przypisanie grup funkcyjnych do poszczególnych pasm 

absorpcyjnych zrobiono na podstawie charakterystycznych wartości dostępnych  

w literaturze65,66. 
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Ryc. 22. Widma FTIR dla PVC (A), PVC modyfikowanego plazmą tlenową (B), siarczanu 

gentamycyny (C) oraz PVC po sonochemicznym wbudowaniu nanocząstek gentamycyny (D). 

Szare kolumny wyznaczają charakterystyczne regiony dla siarczanu gentamycyny. 
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4.2.5. Ocena obecności gentamycyny na powierzchni PVC 

 

Wpływ na kinetykę uwalniania ma wiele czynników m.in. obecność matrycy  

w jakiej są zawieszone nanocząstki, ich geometria, sposób otrzymywania i miejsce 

uwalniania, rozpuszczalność, dawka, masa cząsteczkowa67. Idealny system dostarczania 

leku i jego uwalnianie powinno zachodzić w tempie dostosowanym do potrzeb pacjenta 

podczas całego procesu leczenia. Dzięki temu można osiągnąć większą skuteczność 

terapeutyczną68. Najczęściej projektowane systemy dla gentamycyny polegają na jej 

zawieszeniu w polimerze biodegradowalnym. Przykładem może być dostarczanie 

gentamycyny na nanocząstkach polidopaminy (PDA)69  czy kwasie polimlekowym 

(PLA)70,71. 

 

W niniejszej pracy postanowiono sprawdzić obecność wbudowanej 

gentamycyny na powierzchni PVC przy użyciu testu OPA (o-ftaldehyd). Zastosowanie 

tego testu polega na oznaczeniu wolnych grup aminowych w obecności składnika 

tiolowego. Wyniki przedstawiono na rycinie 23. 

 

 

Ryc. 23. Profile uwalniania nanocząstek gentamycyny z powierzchni PVC. 
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Profile uwalniania pokazują ośmiokrotny wzrost ilości gentamycyny dla próbki 

z powierzchniowymi grupami tlenu (krzywa pomarańczowa) w stosunku do próbki 

nietraktowanej plazmą tlenową (krzywa niebieska). Można zatem wnioskować,  

że wygenerowane grupy powierzchniowe prowadzą do powstania miejsc adsorpcji dla 

efektywnego niekowalencyjnego wiązania cząsteczek gentamycyny z powierzchnią 

PVC. Tak spektakularny efekt zwiększenia ilości leku na PVC ma istotne znaczenie 

praktyczne. ~1,5 mg gentamycyny na polimerowej powierzchni biomateriału ~2 cm2 

mieści się w terapeutycznym oknie uwalniania miejscowego i stanowi podobną ilość, 

jaką można znaleźć na innych produktach medycznych, np. gąbki nasączone 

gentamycyną, gąbka Garamycin (EUSA Pharma, Polska)72. 

 

4.3. Analiza biozgodności i efektu terapeutycznego 

 

4.3.1. Cytotoksyczność nanocząstek 

 

Nanocząstki po kontakcie z tkankami organizmu pacjenta mogą wchodzić  

w silne interakcje z białkami, błonami komórkowymi czy DNA komórkowym i mogą 

być przyczyną niekorzystnych bioprocesów takich jak: pęknięcie błony komórkowej, 

stres oksydacyjny, apoptoza, indukcja procesu zapalnego, autofagia. Niekorzystny 

wpływ nanocząstek na organizm człowieka jest odpowiedzialny za zjawisko 

cytotoksyczności indukowanej nanocząstkami73,74. Interakcja pomiędzy nanocząstkami 

a organizmem człowieka jest determinowana przez chemię powierzchni. Zmiana 

powierzchni może regulować właściwości fizykochemiczne nanocząstek i ostatecznie 

wpływać na ich różne działanie. Przykładem może być wprowadzenie hydrofobowych 

ligandów co powoduje zwiększenie wychwytu nanocząstek przez komórki75.  

W publikacji Sun et al. zauważono, że w przypadku nanocząstek o różnych rozmiarach 

i kształtach zachodzące procesy biologiczne są czasami niespójne i mogą się różnić  

w zależności od badanej linii komórkowej76. Zatem mechanizm interakcji nanocząstek 

z tkankami człowieka jest procesem skomplikowanym począwszy od wpływu na 

wiązanie białek, przez szlaki komórkowe i interakcję z komórkowym DNA. 
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Do oceny cytotoksyczności nanocząstek gentamycyny wykorzystano linię 

komórkową A549, wykorzystywaną m.in. do badań nad patogennością Pseudomonas 

aeruginosa77, Staphylococcus aureus78 czy Escherichia coli79. Te gatunki bakterii  

w niniejszej pracy były identyfikowane u pacjentów z tracheostomią. Dodatkowo linia 

komórkowa A549 pochodzi z gruczolakoraka płuc, a więc z tkanki sąsiedniej do tkanek 

tchawicy. 

 

Aby zbadać efekt wpływu nanocząstek gentamycyny na linię komórkową A549 

i ich przeżywalność wykonano test kolorymetryczny MTT celem wyznaczenia połowy 

maksymalnego stężenia hamującego po ekspozycji na gentamycynę. IC-50 oceniono  

w 2 interwałach czasowych (1 i 24-godzinnym) ustalając jego wartość na poziomie 1,25 

mg/200 µl (6,25 mg/1 ml). Największy spadek żywych komórek zaobserwowano po 

przekroczeniu stężenia 0,31/200 µl (1,55 mg/1 ml) z 95% do 60% przy stężeniu 0,63 

mg/200 µl (3,15 mg/1 ml). Nie zaobserwowano zwiększonej cytotoksyczności wraz  

z upływem czasu ekspozycji na antybiotyk (Ryc. 24). 

 

Ryc. 24. Ocena cytotoksyczności (w odniesieniu do kontroli) różnych stężeń gentamycyny wobec 

linii komórkowej A549 po 1 godzinie (kolor pomarańczowy) i 24 godzinach (kolor niebieski) 

inkubacji przy użyciu testu kolorymetrycznego MTT. Wyniki odczytano przy użyciu czytnika 

TECAN przy długości fali 563 nm. Zahamowanie wzrostu badanej populacji komórek o 50% 

oznaczono poziomą linią w kolorze czerwonym. 
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Efekt cytotoksyczny nanocząstek gentamycyny na linie komórkowe A549 

obserwowano pod mikroskopem optycznym oraz SEM. Obrazy spod mikroskopu 

optycznego przedstawia rycina 25. 

 

Ryc. 25. Obrazy hodowli komórkowych z nanocząstkami gentamycyny spod mikroskopu 

optycznego. A – obraz po godzinnej inkubacji; B - obraz po 24-godzinnej inkubacji, C - efekt 

cytotoksyczny po godzinnej inkubacji w stężeniu gentamycyny 50 mg/ml. 

 

W przypadku zastosowania obrazowania SEM konieczne jest, aby badana 

próbka była całkowicie sucha. W komorze mikroskopu panuje wysoka próżnia, która 

wyciągając wodę uszkadzałaby mechanicznie preparat. Dla żywych komórek i tkanek 

konieczne jest chemiczne utrwalenie i ustabilizowanie struktury. Przeprowadza się je 

przy użyciu aldehydu glutarowego i tetratlenku osmu. Tak przygotowana tkanka 

następnie podlega procesowi odwodnienia w szeregu alkoholowym i podlega suszeniu 

w tzw. punkcie krytycznym. Obrazowanie efektu cytotoksycznego przedstawia Rycina 

26. 

 

Ryc. 26. Obrazowanie SEM efektu cytotoksycznego na linii A549. Obraz po lewej – prawidłowe 

komórki. Po stronie prawej widoczne uszkodzone komórki z rozerwaną błoną cytoplazmatyczną  

i brakiem jąder komórkowych. Obrazy wykonano na mikroskopie skaningowym FE-SEM, 

Hitachi S-4700. 
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Obrazy spod mikroskopu optycznego oraz mikroskopu skaningowego pokazały 

efekt wpływu nanocząstek gentamycyny na linię komórkową A549 zbadany testem 

kalorymetrycznym MTT. Porównywano obrazy dla stężeń 0,63 mg/200 µl (3,15 mg/1 

ml) oraz 10 mg/200 µl (50 mg/1 ml), aby wykazać różnice w obrazowaniu efektu 

cytotoksycznego. Rathbone et al., którzy oceniali wpływ różnych antybiotyków, w tym 

gentamycyny, na żywotność osteoblastów, wykazali spadek liczby komórek (>75%) 

przy wyższych dawkach gentamycyny (>2 mg/ml), co koreluje z wynikami w niniejszej 

pracy80. 

4.3.2. Cytotoksyczność powierzchni 

 

Jak wcześniej wspomniano cytotoksyczność stanowi nieodzowną kategorię 

stosowaną w celu zapewnienia bezpieczeństwa pacjentom podczas użytkowania 

urządzeń medycznych. Cytotoksyczność może wynikać nie tylko z reakcji  

z nanocząstkami na powierzchni, ale również samo urządzenie może się przyczyniać do 

niekorzystnych efektów na komórki pacjenta wpływając na hamowanie ich wzrostu lub 

śmierć. Po potwierdzeniu obecności nanocząstek gentamycyny na powierzchni 

kolejnym etapem było zobrazowanie wpływu sfunkcjonalizowanej powierzchni na linię 

komórkową A549. Badanie przeprowadzono przy pomocy podwójnego barwienia 

LIVE/DEAD i wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej. W przeprowadzonym 

badaniu oceny cytotoksyczności na linii komórkowej A549 nie zaobserwowano 

znacznego wpływu sfunkcjonalizowanych powierzchni na śmiertelność komórek (Ryc. 

23 A/B) w odniesieniu do grupy kontrolnej (Ryc. 23 C/D), co świadczy o jego 

biokompatybilności. 
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Ryc. 27. Komórki linii A549 widziane pod mikroskopem fluorescencyjnym po 24-godzinnej 

inkubacji na krążkach PVC bez modyfikacji (A, B) oraz z nanocząstkami gentamycyny (C, D). Do 

zobrazowania komórek wykorzystano metodę LIVE/DEAD. Na kolor zielony wybarwiają się 

komórki żywe, na kolor czerwony komórki martwe. Białe prostokąty wyznaczają rozdzielczość na 

50 μm. Obrazy uzyskano przy wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjnego BX63 (Olympus). 
 

Dostępnych jest wiele różnych rodzajów testów do pomiaru gromadzenia się 

martwych komórek w hodowli, a znalezienie najlepszej metody zależy od kilku 

czynników: systemu modelu komórki, pożądanej przepustowości, kosztu odczynników 

i dostępności oprzyrządowania. Istotne jest, aby barwniki użyte w metodyce były 

nietoksyczne dla linii komórkowej bez względu na czas trwania eksperymentu81. Wybór 

tej metody barwienia podyktowany był zastosowaniem jej w innych publikacjach82. 

4.3.3. Wzrost biofilmu na sfunkcjonalizowanej powierzchni 

 

Po potwierdzeniu braku cytotoksycznego efektu na liniach komórkowych A549 

sfunkcjonalizowanych powierzchni PVC nanocząstkami gentamycyny ostatnim celem 

badawczym było sprawdzenie powierzchni pod kątem adhezji bakterii. Do badania 

użyto wzorcowe szczepy Staphylococcus aureus ATCC25923 (przedstawiciel bakterii 

Gram-dodatnich) oraz Escherichia coli ATCC25922 (przedstawiciel bakterii Gram-

ujemnych).  

 

C D 

B A 
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Na podstawie badania oceniono wpływ powierzchni poli(chlorku winylu)  

z naniesionymi nanocząstkami gentamycyny na adhezję bakterii (grupa badana)  

w odniesieniu do grupy kontrolnej, jaką stanowił krążek niepoddany funkcjonalizacji. 

Wyznaczono średnią jtk/ml dla badanych szczepów bakteryjnych S. aureus i E. coli. 

Wykazano właściwość antybakteryjną spadek liczby bakterii z 6*105 jtk/ml do 5*103 

jtk/ml PVC modyfikowanego nanocząstkami gentamycyny (GMNPs) względem  

S. aureus ATCC25923 (p<0.05). Wykazano właściwość antybakteryjną spadek liczby 

bakterii z 1,65*105 jtk/ml do 2*101 jtk/ml PVC modyfikowanego nanocząstkami 

gentamycyny (GMNPs) względem E. coli ATCC25922 (p<0.05). Potwierdzono istotnie 

statystycznie hamujący wpływ nanocząstek na adhezję do poli(chlorku winylu) (Rycina 

28). 

 

 

Ryc. 28. Logarytm z jtk/ml po inkubacji zawiesiny bakteryjnej o stężeniu 0,5 McF na powierzchni 

kontroli z PVC (wykres pomarańczowy) oraz na powierzchni PVC z naniesionymi nanocząstkami 

gentamycyny (wykres niebieski) przez 2 godziny dla S. aureus i E. coli (***wyniki istotne 

statystycznie między wskazanymi powierzchni, p < 0,001, test t-Studenta). 
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5. Wnioski  

 

Analiza mikrobiologiczna rurek tracheostomijnych pozyskanych od pacjentów  

z tracheostomią wykazała, że rurki stanowią źródło potencjalnie patogennych 

mikroorganizmów i stanowią realne zagrożenie dla pacjentów je użytkujących.  

 

Badania fizykochemiczne pokazały, że struktura polimeru podczas użytkowania 

ulega znacznemu uszkodzeniu, co dodatkowo tworzy nisze do rozwoju biofilmu 

bakteryjnego. 

 

W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano szereg eksperymentów z zakresu 

chemii powierzchni i mikrobiologii, aby poprawić właściwości powierzchni PVC do 

stosowań u pacjentów z tracheostomią. Wybrane metody pozwoliły na opracowanie 

nowatorskiej sfunkcjonalizowanej powierzchni PVC o właściwościach biozgodnych  

z tkankami oraz wykazującej właściwości przeciwdrobnoustrojowe. Badania 

przeprowadzono zgodnie z zasadami „green chemistry” – metody mają być proste, 

bardziej opłacalne ekonomiczne, a przede wszystkim przyjazne dla środowiska.  

 

Podsumowanie przeprowadzonych badań doświadczalnych schematycznie 

przedstawiono na rycinie 29, gdzie pokazano kolejne etapy funkcjonalizacji oraz 

działania opracowanej powierzchni rurki tracheostomijnej. W etapie I następuje 

wygenerowanie powierzchniowych grup funkcyjnych - efekt ten uzyskiwano przy 

zastosowaniu plazmy tlenowej. Etap II to zakotwiczenie na powierzchni nanocząstek 

gentamycyny z wykorzystaniem metody sonochemicznej. Etap III to określenie profilu 

uwalniania leku z powierzchni określającego możliwość uzyskania dawki 

terapeutycznej przy zastosowanej funkcjonalizacji.  

 

Zastosowanie plazmy tlenowej i sonochemii pozwoliło na klinicznie istotne 

załadowanie leku, którego działanie przeciwdrobnoustrojowe potwierdzono na 

referencyjnych szczepach bakteryjnych S. aureus i E. coli.  
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Biozgodność materiału potwierdzona za pomocą testów oceniających 

cytotoksyczność wytworzonej powierzchni potwierdziła brak negatywnego efektu na 

linię komórkową A549. Ocena cytotoksyczności oraz właściwości antybakteryjnych 

otrzymanej powierzchni stanowiła etap IV badań. 

 

Ryc. 29. Kolejne etapy funkcjonalizacji powierzchni PVC. I – traktowanie plazmą tlenową; II – 

sonikacyjne wbudowanie nanocząstek gentamycyny; III – określenie profilu uwalniania leku; IV – 

ocena cytotoksyczności i właściwości antybakteryjnych otrzymanej powierzchni. 

 

Zaprojektowana metodologia może w przyszłości posłużyć do wytworzenia 

nowej rurki tracheostomijnej dla pacjentów, która będzie hamować rozwój biofilmu 

bakteryjnego, a przez to będzie zdecydowanie bezpieczniejsza w użytkowaniu, 

szczególnie u pacjentów, którzy nie są w stanie dbać o prawidłową toaletę tracheostomii. 
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6. Podsumowanie  

 

Nanotechnologia z obecnego punktu widzenia stanowi jedną z nauk 

podstawowych, a jej możliwości z roku na rok są coraz lepiej poznawane. Te niewielkie 

materiały wprowadzane do układu biologicznego umożliwiają ich wykorzystanie jako 

wektorów do dostarczania leków, diagnostyki, obrazowania i terapii. Nanotechnologia 

otwiera drogę do opracowania różnych struktur i materiałów, które zapewniają coraz 

bardziej wydajne i skuteczne prowadzenie terapii chorych. Należy jednak pamiętać, aby 

taki materiał poprawiał regeneracje tkanek, jednocześnie zapobiegając infekcjom  

i zmniejszając reakcję immunologiczną. 

 

Nanomateriały wykazują swoje unikalne właściwości fizyczne, optyczne, 

katalityczne chemiczne i elektryczne zależne od ich wielkości (nanoskali), które można 

kontrolować. Jedną z istotnych cech aplikacyjnych nanotechnologii jest jej użyteczność 

w dziedzinie nanomedycyny, terapii i urządzeń medycznych. W dobie szybkiego 

rozwoju medycyny i rosnącego zapotrzebowania na urządzenia medyczne konieczne 

jest poszukiwanie rozwiązań, które z jednej strony będą je usprawniały, a z drugiej 

regulacje organizacji zewnętrznych (WHO, EU) kładą coraz większy nacisk na 

rozwiązania obniżające koszty produkcji i nie wpływające negatywnie na ekologię.  

 

Badania interdyscyplinarne przyczyniają się do szybszego rozwoju klinicystów, 

zarówno poprzez rosnące wymagania co do personelu medycznego jak i kreowanie 

wśród lekarzy naukowej ciekawości, że odpowiedź na postawioną hipotezę badawczą 

może już częściowo istnieć w naukach podstawowych. Dzięki takiej postawie lekarz 

staje się pośrednikiem pomiędzy naukami podstawowymi, a praktyką kliniczną. 

Interdyscyplinarność niniejszej pracy spełnia wymagania stawiane przez nowoczesną 

medycynę dotyczącą projektowania urządzeń medycznych. 

 

Niniejsza praca doktorska łączy nauki kliniczne z naukami podstawowymi 

jakimi jest chemia, biochemia, biotechnologia, inżynieria medyczna i mikrobiologia 

lekarska. Realizując różnorodne zadania badawcze autor miał możliwość szerszego 

spojrzenia na urządzenie medyczne w różnej skali (mikro, nano i molekularnej) oraz 

poznanie nowych, wcześniej nieznanych autorowi, ścieżek badawczych. Zgodnie  
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z zasadami Browna dotyczącymi badań interdyscyplinarnych doktorant stał się 

„badaczem w kształcie litery T”83 - dzięki realizacji pracy doktorskiej potrafi spojrzeć 

na problem kliniczny szerzej i poza swoją dziedzinę medycyny, w której się specjalizuje. 

Schematycznie konstatację tę przedstawiono na rycinie 30. Bez wątpienia zarówno 

przeprowadzone eksperymenty, techniki badawcze jak i współpraca  

z naukowcami z różnych dyscyplin naukowych stanowią uzupełnienie doświadczenia 

klinicznego i otwierają kolejne drzwi do rozwoju zawodowego i osobistego autora. 

 

 

 

Ryc. 30. Grafika w kształcie litery T – graficzne podsumowanie badań zrealizowanych w ramach 

niniejszej pracy doktorskiej, Grafika własna. Schematycznie pokazano zarówno różne skale 

przeprowadzonych badań (od molekularnej do makrometrycznej) jak i zebrano wszystkie 

zastosowane w pracy metody badawcze, który złożyły się na profil badacza w kształcie litery T. 
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