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Streszczenie

Ostatnie kilkadziesiat lat to okres bardzo intensywnych przemian cywilizacyjnych,
prowadzacych m.in. do licznych zmian spotecznych i1 zmian stylu zycia. Starzenie si¢
spoleczenstwa i rosngca liczba o0sob cierpigcych na takie choroby, jak cukrzyca i choroby
ukladu krazenia, koreluja z rosnacg liczbg przypadkéw ran przewleklych, takich jak zespot
stopy cukrzycowej, owrzodzenia zylne i odlezyny. Z tego wzgledu rany przewlekle stanowig
istotny problem dla $wiatowych systeméw opieki zdrowotnej. Rana przewlekia jest
definiowana jako rana, w ktdrej wystepuje stan zapalny i ktéra nie ulega prawidtowemu
procesowi gojenia w okreslonym czasie. Kluczowa przyczyng przejscia ran w stan przewlekty
jest ich kontaminacja, a nastepnie kolonizacja przez mikroorganizmy zyjace w formie
biofilmu. Ze wzgledu na szereg swoich wyjatkowych cech, biofilm cechuje sie wysoka
odpornoscia, zaré6wno na odpowiedZz ukladu immunologicznego, jak i $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Ponadto rozpoznanie infekcji bakteryjnych, a w szczegolnosci
takich w ktorych obecny jest biofilm, jest zadaniem bardzo trudnym. Wynika to miedzy
innymi z ograniczen jakie niosg obecnie dostepne narzedzia diagnostyczne. Dato to asumpt do
podjecia badan mogacych stanowié¢ punkt wyjscia do opracowania i wdrozenia skutecznej, i
nieinwazyjnej metody diagnostyki infekcji rany przewlekle;.

Gléwnym celem rozprawy doktorskiej byla analiza metabolomiczna i genetyczna
infekcji wywolywanej przez biofilmy drobnoustrojéw, izolowanych z przewleklych
owrzodzen zylnych goleni oraz poszukiwanie biomarkeréw infekcji w oparciu o model in
vitro. Badania przeprowadzono dla trzech szczepow wzorcowych mikroorganizmow:
gronkowca zlocistego Staphylococcus aureus, pateczki okreznicy Escherichia coli oraz
drozdzaka Candida albicans. Jako model infekcji rany przewleklej wykorzystano linie
komorkowsg prawidlowej tkanki tgcznej L.929.

W pierwszym etapie badan przeanalizowano proces tworzenia biofilmu in vitro przez
badane szczepy mikroorganizméw z zastosowaniem metod mikrobiologii klasycznej,

mikroskopii konfokalnej i skaningowej mikroskopii elektronowej. Opracowano roéwniez



autorska metode¢ kohodowli komoérek prawidlowych z biofilmami drobnoustrojowymi.
Okreslono wptyw drobnoustrojow na zywotnos$¢ fibroblastéw i zidentyfikowano krytyczne
punkty infekcji tzw. punkty krytycznej kolonizacji. Na podstawie uzyskanych wynikéw
wskazano moment w ktérym powinno si¢ wykonywaé analizy zmian metabolicznych,
indukowanych poprzez interakcje gospodarz—patogen. Dowiedziono, ze proces tworzenia
biofilméw w warunkach, odzwierciedlajacych srodowisko rany przewleklej, powoduje
wysokg zmienno$¢ metaboliczng. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), pozwolily na wyrdznienie metabolitow
wystepujacych w podwyzszonym stezeniu w czasie krytycznej kolonizacji monowarstwy
fibroblastow przez badane patogeny. Przeprowadzona analiza genéw zwigzanych z rozwojem
biofilmu pozwolita dowies¢, ze interakcja komorek drobnoustrojow z fibroblastami prowadzi
do aktywacji szlakéw sygnalowych, odpowiedzialnych za tworzenie biofilméw w ranach.
Zaproponowany, uproszczony model rany, umozliwil identyfikacje metabolitow wewnatrz-
i zewngtrzkomdrkowych charakterystycznych dla zakazenia fibroblastéw réznymi rodzajami
patogenow. Otrzymane rezultaty badan wnosza wklad, nie tylko w znajomosé
patomechanizmu tworzenia biofilméw w ranach przewleklych, ale mogg przyczyni¢ si¢ do

wdrozenia nowatorskiej metody prognostyki przewleklych owrzodzen zylnych goleni.
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