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ZASTOSOWANIE METABOLOMIKI JAKO PRZYSZtEGO NARZEDZIA

W SZYBKIEJ DIAGNOSTYCE RAN PRZEWLEKLYCH
METABOLOMICS AS A NEW APPROACH IN FAST CHRONIC WOUND DIAGNOSIS

STRESZCZENIE: Starzejace sie spoteczerstwo oraz rosnaca liczba chorych ze schorzeniami cy-
wilizacyjnymi, takimi jak cukrzyca oraz choroby uktadu naczyniowego, przekfadaja sie na wzrost
liczby pacjentéw z ranami trudno gojacymi sie. Brak szybkich metod identyfikacji czynnika etio-
logicznego zakazenia rany przewlektej moze prowadzi¢ do zbyt p6Zznego wdrozenia odpowied-
nich procedur leczniczych, a w efekcie do wysokich kosztéw terapii, pogorszenia komfortu zy-
cia oraz stanu zdrowotnego. Za infekcje ran przewlektych odpowiedzialne sg drobnoustroje
w formie biofilmowej, ktérej parametry s3 unikalne dla poszczegdinych gatunkéw mikroorga-
nizmow. Dlatego konieczne jest opracowanie technik diagnostycznych umozliwiajacych szyb-
ka identyfikacje danego biofilmu i zastosowanie metod terapeutycznych opartych na algoryt-
mie Biofilm-Based Wound Care. Mimo szeroko zakrojonych badar majacych na celu identyfika-
cje biomarkeréw zwiazanych z dang jednostka chorobowa, opracowanie testu diagnostyczne-
go, ktéry mogtby byc rutynowo stosowany w praktyce klinicznej, nadal pozostaje wyzwaniem.
W niedalekiej przysztosci rozwdj metabolomiki, dyscypliny analizujacej catkowity zbiér meta-
bolitow wytwarzanych przez dany makroorganizm lub mikroorganizm, moze dostarczy¢ na-
rzedzi diagnostycznych stuzacych szybkiej i wiarygodnej identyfikacji biofilméw zasiedlajacych
rane. Materiatem diagnostycznym o potencjalnie najwyzszym zastosowaniu w przysztej anali-
zie metabolomu z rany jest wysiek — ptyn surowiczy, do ktérego wydzielane s3 metabolity za-
réwno drobnoustrojéw, jak i te pochodzace ze zmienionych chorobowo komérek przyrannych.

StOWA KLUCZOWE: biofilm, biomarkery, diagnostyka, infekcje, metabolomika, rany przewlekte

ABSTRACT: The ageing society and increasing number of people suffering from lifestyle dise-
ases such as diabetes and cardiovascular disease are a cause of most of the chronic wounds
cases. Lack of rapid diagnostic methods for identification of an etiological agent of infection
can lead to late implementation of appropriate treatment. This in turn, results in high costs of
therapy, deterioration of patient’s life quality and health condition. The main cause of chronic
wound infections are microorganisms living in a unique biofilm form. Biofilm has very various
species-dependent parameters. Therefore, there is an urgent need to develop a diagnostic ap-
proach that enables fast identification of biofilm type and application of the treatment based
on the Biofilm-Based Wound Care algorithm. Serous fluid, referred to as the exudate, can be
used as a diagnostic material in metabolomic analysis provides a wealth of information about
the status of the wound. This is due to the fact that exudate contains host'and pathogens' me-
tabolites. Development of a new diagnostic test based on a biomarker associated with a spe-
cific disease entity that could be routinely used is still a challenge for scientists. Metabolomics
is a discipline that analyzes the total set of metabolites of an organism. In the near future, it
may provide diagnostic tools to quickly and reliably identify biofilms that colonize the wound.
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METABOLOMIKA

Metabolomika jest stosunkowo nowa dyscypling nauko-
w3, poSwigcong badaniom nad metabolomem, czyli calko-
witym zbiorem metabolitdéw danego organizmu, tkanki, ko-
morki lub probki biologicznej. Tworzone metabolity sa wy-
nikiem wszystkich procesow fizjologicznych oraz patofizjo-
logicznych przebiegajacych w organizmie w jednostce cza-
su. Metabolom podlega cigglym zmianom, ktére sg skutkiem
prawidtowego przebiegu procesow metabolicznych oraz ich
zaburzen. Jego sktad odzwierciedla funkcjonowanie genomu
oraz proteomu, zatem jest obrazem fenotypu badanego or-
ganizmu [1]. Oznacza to, ze dzigki analizie metabolomicz-
nej mozna uzyska¢ wiarygodne dane o stanie zdrowotnym/
chorobowym pacjenta. Metabolomika cieszy si¢ coraz wigk-
szym zainteresowaniem wsrod badaczy, o czym §wiadczy ro-
snaca liczba publikacji naukowych z tej dziedziny (Ryc. 1).

Zaleta analiz metabolomiczych jest wzglednie nie-
wielka liczba metabolitow (6000-10 000), ktére stano-
wig przedmiot badan [2]. Dla pordéwnania, liczba trans-
kryptéw w transkryptomie wynosi okoto 100 000, genéw
w ludzkim genomie — okoto 25 000, a biatek w proteomie
— 1 000 000 [3]. Dzieki wykorzystaniu metod, takich jak
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang.
nuclear magnetic resonance — NMR) czy spektrometria
masowa (ang. mass spectrometry — MS), mozliwe jest jed-
noczesne i szybkie oznaczenie kilku tysigcy metabolitow
w obregbie danej probki. Analiza tych danych za pomoca
zaawansowanych algorytméw statystycznych, np. PCA
(ang. primary component analysis), pozwala na wyszcze-
gblnienie metabolitow korelujacych z badanym stanem
pacjenta (np. okreslong jednostka chorobowa). Dzigki
temu metabolomika staje si¢ narzedziem, ktére moze by¢
wykorzystywane zaréwno w farmaceutyce, jak i w pre-
wencyjnej opiece zdrowotnej. W medycynie przetomem
moga okazac si¢ badania majace na celu identyfikacje no-
wych biomarkeréw bedacych wskaznikami danej choroby
lub ryzyka zapadalno$ci na nig. Ponadto poznanie ludz-
kiego metabolomu umozliwia monitorowanie reakcji pa-
cjenta na zastosowang terapi¢ (leczenie personalizowane).

STRATEGIE STOSOWANE W METABOLOMICE

Obecnie w metabolomice mozna wyr6zni¢ cztery naj-

czgsciej stosowane strategie badawcze:

* metaboliczny ,,0dcisk palca” (ang. metabolic finger-
print) — celem jest identyfikacja probki, ktora ocenia
si¢ na podstawie kompleksowej analizy prowadzacej
do stworzenia unikalnego wzoru. Poszczeg6lne sktad-
niki metabolomu nie sg identyfikowane i analizowane
ilosciowo, dzigki czemu metoda nie wymaga uzycia
wysokorozdzielczych technik badawczych. Analiza

objete sg metabolity pochodzace z cytoplazmy bada-
nych komérek (mikroorganizmow, pacjenta) [4];

* metaboliczny ,,odcisk stopy” (ang. metabolic footprint)
— metoda analogiczna do wyzej wymienionej, z tg r6z-
nica, ze analiza dotyczy metabolitow wydzielanych do
srodowiska. Technika jest mato inwazyjna, gdyz nie
istnieje konieczno$¢ wydzielania (ekstrakcji) metabo-
litbw z badanego organizmu. Jest to metoda o poten-
cjalnie najwyzszym zastosowaniu w szybkiej diagno-
styce mikrobiologicznej ran przewlektych [5];

« profil metaboliczny (ang. metabolic profile) — metoda,
ktora wymaga analizy duzej ilo§ci metabolitow, obej-
mujacej identyfikacje oraz oceng ilosciowa. Niezbed-
ne jest zastosowanie technik wysokorozdzielczych,
takich jak: wysokosprawna chromatografia cieczo-
wa (ang. high-performance liquid chromatography
—HPLC), chromatografia gazowa (ang. gas chromato-
graphy — GC) lub elektroforeza kapilarna (ang. capil-
lary electrophoresis — CE). Wykorzystanie tej meto-
dy do celow badan podstawowych pozwala na odkry-
cie nieznanych dotad zmian metabolicznych i umoz-
liwia poszukiwanie ich przyczyn. W konteks$cie apli-
kacyjnym (szczeg6lnie klinicznym) analiza profilow
metabolicznych umozliwia wykrycie nowych bio-
markerow infekcji, ktore moga w przysztosci pomoc
w opracowaniu testow diagnostycznych [6];

* metabolomika celowana (ang. targeted metabolomics)
— metoda skupiona wokot jednego lub kilku metabo-
litbw, wymaga ich precyzyjnej identyfikacji oraz po-
miaru ilo$ciowego. Analizowanym metabolitem moze
by¢ znany wczesniej biomarker lub czasteczka uczest-
niczaca w opisanych juz szlakach metabolicznych.
W tej metodzie stosowane techniki sa dobierane indy-
widualnie do okre§lonego metabolitu — tak, by zapew-
ni¢ wysokg czutos¢ i selektywno$¢ pomiaru [7].

BIOMARKERY

Biomarkery to substancje biologiczne, ktérych poziom
jest mierzalny i moze zosta¢ uznany za wskaznik przebiegu
proceséw biologicznych, patologicznych lub odpowiedzi
farmakologicznej na terapi¢ [8, 9]. Obecnie sg one szeroko
stosowane w codziennej praktyce klinicznej w celu diagno-
styki i oceny stopnia nasilenia choroby oraz monitorowania
odpowiedzi na leczenie. Jednym z najprostszych i najpow-
szechniejszych przykladéw jest oznaczenie poziomu glu-
kozy we krwi, ktory jest zarazem wskaznikiem ryzyka za-
chorowania na cukrzyce, jak i parametrem pozwalajacym
na ocen¢ odpowiedzi organizmu pacjenta na zastosowang
terapi¢ [10]. Innym z przyktadow jest oznaczanie pozio-
mu hormonéw we krwi lub innych ptynach fizjologicznych.
Biomarkery sa réwniez bardzo uzyteczne w diagnostyce
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Ryc. 1. Rosnaca liczba publikacji naukowych do-
tyczacych metabolomiki w latach 2000-2018.
Na podstawie wynikow uzyskanych z bazy
PubMed dla hasta:,metabolomika” (data doste-
pu: 18.10.2017).

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018

Rok

choroby nowotworowej. Wiele zmian w metabolizmie za-
chodzi juz na wczesnym etapie tej jednostki chorobowe;.
Wykrycie ich i powigzanie z rozwojem nowotworu moze
pozwoli¢ na wczesng diagnoze, a tym samym zapewnic lep-
sze rokowanie pacjentom [11]. Ponadto biomarkery takie
moga zosta¢ wykorzystane do okreslenia stadium choroby
oraz wyboru strategii leczenia.

RANY PRZEWLEKtE

Leczenie ran przewleklych wcigz pozostaje olbrzymim
wyzwaniem dla $wiatowych systemoéw opieki zdrowotne;.
Szacuje sig, ze postgpowanie diagnostyczno-lecznicze i opie-
ka pochtania okoto 3% $rodkéw przeznaczanych na ochrong
zdrowia w krajach rozwinietych [12]. Oprocz wzgledow fi-
nansowych, rany przewleklte powoduja pogorszenie jakosci
zycia pacjentow oraz ich rodzin. Sg zrédtem dyskomfortu fi-
zycznego oraz psychicznego. W wielu przypadkach prowa-
dza do niepetnosprawnosci, gdyz w zwiazku z zagrozeniem
zycia chorego przyczyniajg si¢ do amputacji. Szacuje sie, ze
wystapienie owrzodzen zylnych poprzedza 85% wszystkich
przeprowadzanych amputacji, a 70% zabiegow odjecia kon-
czyn dolnych jest skutkiem powiktan zwigzanych z cukrzy-
cg [13, 14]. Grupa wyjatkowo narazong na ryzyko zwigzane
z powstaniem rany przewleklej sa ludzie starsi i otyli, czesto
cierpiacy na schorzenia sercowo-naczyniowe oraz cukrzyce,
a takze pacjenci o obnizonej sprawnosci uktadu immunolo-
gicznego i systemow regeneracji komorkowej [15].

Rany przewlekle — owrzodzenia goleni, zespdt stopy
cukrzycowej (ZSC), oparzenia i odlezyny — definiuje si¢
jako rany nieulegajace prawidtowemu procesowi leczenia
w czasie okolo czterech tygodni. Najczgsciej objete s one
stanem zapalnym hamujacym ten proces [16].Wyodrebnio-
no wiele czynnikéw majacych wplyw na pozostawanie rany
w stanie przewleklym, np.: choroby wspdtistniejace (takie
jak: cukrzyca, otylo$¢ czy niedozywienie), stosowane leki
(w tym steroidy, niesteroidowe leki przeciwzapalne), tera-
pie onkologiczne oraz niehigieniczny tryb zycia (palenie,
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naduzywanie alkoholu) [17]. Kluczowym czynnikiem ma-
jacym wplyw na zahamowanie gojenia, a nawet pogor-
szenie si¢ stanu rany, jest obecno$¢ w jej obrgbie drobno-
ustrojow w formie biofilmu. Znamienitg wigkszo$¢ patoge-
néw w warunkach naturalnych (nielaboratoryjnych) cechu-
je sktonnos¢ do agregacji i produkcji ochronnej macierzy
biofilmowej [18]. Poczatkowym etapem tworzenia biofil-
mu jest osiadanie na powierzchni (adhezja) badz autoagre-
gacja. Kolejng fazg jest namnazanie si¢ i réznicowanie ko-
moérek drobnoustrojow oraz wytwarzanie egzopolimerow
macierzy ochronnej (ang. extracellular polymeric substan-
ce — EPS). Jej sktad rézni si¢ w zaleznosci od rodzaju mi-
kroorganizmu i moze zawierac: polisacharydy, biatka, gli-
kolipidy oraz zewnatrzkomoérkowy DNA [19]. Dojrzata for-
ma biofilmu moze wydziela¢ pojedyncze kolonie bakterii
w formie planktonicznej lub swoje fragmenty i w ten spo-
sob przenosi¢ si¢ w kolejne miejsca rany, prowadzac do ko-
lonizacji nowych nisz (dyspersja biofilmu). Biofilm jest jed-
no- lub wielogatunkowy. W obrgbie macierzy drobnoustro-
je roznych gatunkéw mogg wymienia¢ pomiedzy sobg za-
rowno plazmidowe, jak i chromosomalne czynniki oporno-
sci, co w efekcie nastrgcza istotnych trudnosci w eradyka-
cji tej struktury za pomoca srodkow przeciwdrobnoustro-
jowych, szczegdlnie antybiotykow [20]. Biofilm cechu-
je sie takze znacznie podwyzszong odpornoscig na odpo-
wiedz immunologiczng organizmu w porownaniu do komo-
rek tzw. wolno ptywajacych (ang. free-swimmers) [21].
Istniejg doniesienia mowigce o tym, ze antybiotykoopor-
no$¢ biofilmu wzrasta wraz z jego rozwojem (ang. matu-
ration, dojrzewanie). Usunigcie jednej z jego warstw na
skutek dziatania antybiotyku powoduje odstonigcie kolej-
nej warstwy komorek, ktore w wyniku zmniejszonej ilosci
czynnikéw odzywczych i wzrostowych docierajacych do
nich przez macierz znajdowaty si¢ w fazie metaboliczne-
go uspienia (anabiozy). Odstonigcie wzmiankowanej war-
stwy skutkuje aktywacjg metaboliczng biofilmu i odtworze-
niem struktury. Oznacza to, iz biofilm powinien by¢ usu-
wany w ciggu pierwszych 48 godzin od zakazenia, wow-
czas gdy jest jeszcze niedojrzaty, a liczba tworzacych go
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warstw mniejsza. Debridement, czyli oczyszczanie chirur-
giczne (badz za pomocg §rodkoéw chemicznych) rany z bio-
filmu sprzyja szybszemu gojeniu. Niecalkowite usunigcie
struktury tworzonej przez patogeny oportunistyczne skut-
kuje odnowieniem si¢ jej w ciggu okoto 24 godzin, dlatego
tez zabieg musi by¢ regularnie powtarzany [22].

DIAGNOSTYKA RAN PRZEWLEKtYCH

Pierwszym wskazaniem do diagnostyki infekcji rany sa
objawy, takie jak: miejscowe zaczerwienienie, bol, podnie-
siona temperatura ciata, uszkodzenia tkanek, obrzgk i ropny
wysiek. Ponadto wykonanie odpowiednich badan jest zaleca-
ne rowniez w sytuacji nieprawidlowego procesu gojenia oraz
obecnosci przykrego zapachu wydobywajacego si¢ z rany.
Niestety, w przypadku ran przewleklych wyzej wymienione
klasyczne objawy infekcji moga przez dtugi czas by¢ masko-
wane, co utrudnia proces diagnostyczny. Dlatego koniecz-
ne jest wykonanie badan mikrobiologicznych, obejmujacych
analiz¢ bioptatu lub wymazu pobranego z rany [16].

Identyfikacje gatunkowa drobnoustrojow pochodzacych
z rany utrudnia fakt, iz biofilm niezwykle rzadko pokrywa
calg jej powierzchnig. Brak kofluencji tej struktury, a tak-
ze mozliwo$¢ wystepowania mikroorganizméw o specy-
ficznych wymaganiach wzrostowych (badz patogendéw nie-
hodowlanych in vitro) moga przyczyni¢ si¢ do uzyskania
falszywie ujemnych wynikéw badania mikrobiologiczne-
go. Zastosowanie metod genetycznych, w tym genomicz-
nych, do celow diagnostycznych pozwala ,,jedynie” na wy-
krycie kwasu nukleinowego drobnoustrojow, co nie w kaz-
dym przypadku koreluje z faktyczng obecnos$cia zywych
mikroorganizméw w ranie. Co wigcej, standardowo stoso-
wane metody hodowli i identyfikacji sa sprofilowane pod
katem bakterii w formie planktonicznej, ktdra, jak wspo-
mniano juz wczesniej, w naturze wystepuje stosunkowo
rzadko i czesto jako etap posredni miedzy dyspersja doj-
rzatego biofilmu a utworzeniem nowej struktury. Dlatego
niezwykle istotne jest opracowanie nowych metod diagno-
stycznych, ktore umozliwityby nie tylko szybka identyfika-
cje¢ drobnoustrojow, lecz takze wykrycie w ranie obecnos$ci
roznego rodzaju biofilméw.

METABOLOMICZNA ANALIZA WYSIEKU

Wysiek jest jednym z elementéw odpowiedzi immuno-
logicznej organizmu, odgrywajagcym bardzo wazna role
W procesie gojenia rany. Jest to wodny roztwor wyptywa-
jacy z rany, zawierajacy miedzy innymi: elektrolity, sktad-
niki odzywcze, biatka, metaloproteinazy, czynniki wzrostu,
neutrofile, makrofagi oraz mikroorganizmy. Wysi¢ck wspie-
ra proces gojenia, ulatwiajac dyfuzje czynnikow wzrostu
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i sktadnikow odzywczych oraz migracje komorek uktadu
immunologicznego w obrebie rany. Jego sktad jest bezpo-
srednio zwigzany ze stanem rany [23]. W procesie leczenia
zmienia si¢ jego ilo$¢, kolor oraz konsystencja. Infekcja po-
wstata w ranie prowadzi do zmiany wlasciwosci fizykoche-
micznych tego ptynu. Wysigk gromadzacy sie w tozysku
rany skupia metabolity pochodzace z komorek przyrannych,
komorek uktadu immunologicznego oraz z kolonizujacych/
infekujacych rang drobnoustrojow (wspomniany footprint
metaboliczny). Dzigki jego analizie mozna zatem uzyskaé
kompleksowy obraz procesow zachodzacych w ranie.

Mikroorganizmy produkuja wiele specyficznych meta-
bolitow i fakt ten od dawna znajduje zastosowanie w prze-
mysle zywieniowym (wykorzystanie Corynebacterium glu-
tamicum do produkcji L-glutaminianu i L-lizyny) i farma-
ceutycznym (produkcja kwasu cytrynowego przez Asper-
gillus niger) [24, 25]. Z kolei wytwarzanie gatunkowo spe-
cyficznych metabolitow przez drobnoustroje ma oczywiste
i trudne do przecenienia znaczenie diagnostyczne.

Wysigk jest ptynem zawierajacym metabolity zarow-
no gospodarza, jak i mikroorganizméw wywotujacych in-
fekcje. Dlatego badanie jego sktadu metodami takimi jak
NMR moze pozwoli¢ na stworzenie profilu metaboliczne-
go, umozliwiajacego identyfikacj¢ biomarkera zakazenia
pochodzacego od danego gatunku patogenu lub charakte-
rystycznej odpowiedzi organizmu na jego obecnos¢. Jedne
z pierwszych przeprowadzonych badan wstepnych w tym
obszarze, majace na celu okreslenie profilu metabolicznego
wysigkow pochodzacych z przewlektych owrzodzen goleni,
pozwolily na podstawie badan mikrobiologicznych okresli¢
rodzaje patogenow kolonizujacych rany oraz dzieki analizie
danych uzyskanych w badaniach NMR — ich profil metabo-
liczny. Dowiedziono, ze w znacznej wigkszosci przypadkow
zrodtami zakazenia byty bakterie Gram-ujemne; 50% z wy-
izolowanych szczepow nalezato do rodziny Enterobacteria-
ceae, 22,5% do rodziny Pseudomonadaceae (a doktadniej
Pseudomonas aeruginosa), 8,75% zidentyfikowanych mikro-
organizmoéw stanowito Staphylococcus aureus, a 5% — Acine-
tobacter baumannii. Warto zaznaczyc¢, ze polowe populacji
wyizolowanych mikroorganizméw stanowily Proteus mira-
bilis oraz Pseudomonas aeruginosa. Badania spektrometrycz-
ne i ich analiza pozwolity na wyrdznienie szeregu metaboli-
tow, ktorych obecnos¢ w wysigku moze by¢ $cisle zwigzana
z kontaminacjg rany okreslonym rodzajem mikroorganizmu.
Zastosowana metoda byta na tyle doktadna, Zze pozwolita na-
wet na okreslenie, ktory z pacjentow (mimo zalecen lekarza
prowadzacego) przemywat rang wodg z mydtem [26].

Standardowa diagnostyka mikrobiologiczna nie daje
mozliwosci szybkiego rozréznienia czy zakazenie rany po-
chodzi od bakterii w formie biofilmowej czy planktonicz-
nej. A wiedza ta jest niezwykle istotna przy doborze stoso-
wanej terapii. Zwazajac na fakt, ze tradycyjnie wykorzysty-
wane $rodki antydrobnoustrojowe skierowane sg przeciwko
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mikroorganizmom zyjacym w formie planktonicznej, cha-
rakterystyka metabolomiczna fenotypu biofilmu moze po-
zwoli¢ na rozwdj nowych terapii.

Badania proteomiczne oraz transkryptomiczne wskazuja,
ze rodzaj metabolizmu patogenu zalezny jest od jego formy
bytowania (planktonicznej lub biofilmowej). Badania trans-
kryptomiczne dowodza, ze szczep S. aureus w formie biofil-
mu zyje w warunkach mikroareobowych lub beztlenowych
[27, 28]. By to potwierdzi¢, wykonano analizy biochemiczne
medium pohodowlanego biofilmu szczepow UAMS-1 MSSA
(ang. methicillin-sensitive Staphylococcus aureus, gronkowiec
zlocisty metycylinowrazliwy) i UAMS-1182 MRSA (ang.
methicillin-resistant Staphylococcus aureus, gronkowiec zto-
cisty metycylinooporny), oznaczajac w nich poziom glukozy
oraz zwigzkéw organicznych bedacych produktami fermen-
tacji (takich jak: kwas mlekowy, kwas octowy, kwas mréw-
kowy i acetoina). Zaobserwowano spadek poziomu glukozy
i akumulacj¢ produktow fermentacji, co wskazuje, ze akty-
wowany zostat szlak fermentacji, ktorej produktem jest bu-
tanodiol. Ograniczong dostepno$¢ tlenu sprawdzono réwniez
poprzez oznaczanie jego stezenia w medium pohodowlanym.
Jego zawarto$¢ spadala wraz z czasem dojrzewania biofilmu.
Dane te wskazuja, ze zmniejszona dostgpnos¢ tlenu powodu-
je zmian¢ metabolizmu drobnoustrojow zyjacych w formie
biofilmu na fermentacyjny [29].

Z wykorzystaniem spektroskopii 'H NMR wykonano
profile metaboliczne S. aureus, hodowanego w warunkach
tlenowych oraz beztlenowych. Analiza pozwolita okresli¢
zmiany zachodzace w metabolizmie, na podstawie produ-
kowanych metabolitéw zewnatrzkomoérkowych oraz aku-
mulacji sktadnikéw medium hodowlanego (Ryc. 2) [30].

Réznice w metabolitach form planktonicznej i biofilmo-
wej wykazano rowniez w badaniach metabolicznych. Jed-
no z nich przeprowadzono na szczepach S. aureus MRSA
i MSSA. Eksperyment opieral si¢ na pomiarach 'H NMR
metabolitow wewnatrz- i zewnatrzkomorkowych. W anali-
zie wykazano gltéwne réznice w metabolizmie tych dwoch

form zycia drobnoustrojow. Jedng z nich jest metabolizm
aminokwasow. Zgodnie z dotychczas dostepng literatura
wskazano, ze katabolizm argininy jest jednym z istotnych
czynnikéw w procesie powstawania i zycia biofilmu [29-32].
Ponadto wykryto metabolity produkowane przez biofilm
— takie jak: glicerol, gliceryna, malonian i propionian
—zwigzane z katabolizmem lipidow. Dodatkowo jeden z nich
(malonian) byt produktem degradacji pirimidyn u niekto-
rych drobnoustrojow, miedzy innymi u S. aureus [33]. Iden-
tyfikacja tego i innych metabolitow zaangazowanych w ka-
tabolizm puryn i pirimidyn $wiadczy o tym, ze procesy te
wspierajg rozwdj biofilmu, a powstajace w nich metabolity
mogg pozwoli¢ rozrézni¢ biofilm od formy planktoniczne;j.
W obecnosci glukozy komdrki znajdujace si¢ w formie bio-
filmowej przeprowadzaja proces glikolizy, jednak w przy-
padku jej braku nastgpuje zmiana i wykorzystywane sa al-
ternatywne zrodla energii. Wykryta acetonina, bedaca pre-
kursorem 2,3-butanodiolu, stanowi potwierdzenie, ze jego
fermentacja staje si¢ wowczas cze$cig ich metabolizmu [31].

Réznice w metabolitach formy planktonicznej i biofilmo-
wej wykryto rowniez u Pseudomonas fluorescens poddanego
dziataniu jondw miedzi, podczas wykonywania badania GC-
-MS oraz 'H NMR. Wykazano, ze w formie planktonicznej
komorki byly narazone na stres oksydacyjny, na co wska-
zywaly zmiany w cyklu TCA (ang. tricarboxylic acid cycle,
zwany inaczej cyklem Krebsa), glikolizie, metabolizmie pi-
rogronianu i nikotynamidu. W przypadku biofilmu zmiany
metaboliczne zaszly w obrebie metabolizmu egozpolisacha-
rydéw, co $wiadczy o tym, ze stres przyczynit si¢ do reak-
cji obronnej [34]. Przy wykorzystaniu NMR stworzono row-
niez profile metaboliczne szczepu A. baumannii w formie
planktonicznej i biofilmowej. Analiza poréwnawcza meta-
bolitow wykazata podwyzszone stezenie metabolitow (ta-
kich jak: octan, pirogronian, bursztynian w dojrzatym bio-
filmie), co wskazywalo na zmniejszong produkcje energii.
Réznice widoczne byt réwniez w metabolitach zwigzanych
z metabolizmem nukleotydow. W biofilmie zaobserwowano

Aktywnos¢ metaboliczna

Glukoza v Amoniak ™

Aminokwasy:
AlaV,Arg ¥, Gly ¥, Leu ¥, lle ¥
Etanol ¥

Mleczan

Izomaslan ™

Bursztynian ™

Glukoza Amoniak ¥

Aminokwasy:

Ala 1, Arg ™, Gly ™, Leu 1, lle ™
Etanol ™

Mleczan ™

Ornityna ¥

Izomaslan Vv

Bursztynian ¥

Ornityna ™

Ryc. 2. Schemat poréwnawczy przedstawiajacy réznice w metabolitach zewnatrzkomdrkowych produkowanych przez bakterie w formie biofilmowe;j
w zaleznosci od ich aktywnoséci metabolicznej. Opracowano na podstawie [30].
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podwyzszony poziom UDP-glukozy (ang. uracil-diphospha-
te glucose), AMP (adenozyno-5"-monofosforan) i NAD+
(dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy). UDPG jest prekur-
sorem polisacharyddéw, w tym egozpolisacharydu, a do ich
syntezy niezbedny jest rowniez P, (anion fosforanowy), co
wyjas$nia podwyzszong ilos¢ AMP, a dodatkowo potwierdza
hipoteze, ze metabolizm biofilmu skupiony jest wokot two-
rzenia macierzy ochronnej — EPS [35, 36].

Badania te dowodza, ze profil metaboliczny stworzony
przy zastosowaniu spektroskopii NMR pozwala na rozréz-
nienie formy bytowania r6znego rodzaju drobnoustrojow.

Znajac biomarker $wiadczacy o zakazeniu przez Scisle
okreslony szczep lub grupe szczepow bakteryjnych, z zasto-
sowaniem metod metabolomiki celowanej mozliwe byloby
stworzenie testu diagnostycznego, pozwalajacego okresli¢
rodzaj infekcji. Technika ta moglaby stanowi¢ uzupeknie-
nie standardowych czasochlonnych metod diagnostyki mi-
krobiologicznej i umozliwi¢ state monitorowanie stanu rany
[37]. Jest to niezwykle wazne, gdyz w procesie kolonizacji
rany krytyczng role odgrywaja pierwsze 24 godziny od za-
kazenia [22]. Przekazanie proby pochodzacej od pacjenta do
laboratorium NMR 1 jej analiza w tym czasie pozwolityby na
szybkie zastosowanie terapii dostosowanej do rodzaju zaka-
zenia 1 wplynely na znaczng poprawe rokowania chorego.

Zrédtami zakazenia sa czesto bakterie pochodzace
z uktadu pokarmowego oraz naturalnego mikrobiomu sko-
ry, w tym mig¢dzy innymi z rodzaju Staphylococcus. Sprawia
to, ze uniknigcie infekcji jest wyzwaniem dla lekarzy kli-
nicystow, a sprofilowane, metabolomiczne badanie wysie-
ku z rany mogtloby si¢ sta¢ istotnym narz¢dziem w ich reku,
stuzacym poprawie zdrowia i jakos$ci zycia pacjentow cier-
piacych z powodu ran przewlektych.

KONFLIKT INTERESOW: nie zgtoszono.
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