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Wozrastajaca liczba osob cierpigcych na cukrzyce stanowi powazny problem dotykajacy system opieki
zdrowotnej na caltym $wiecie, zwazywszy, ze uznawana jest ona za gtdéwny czynnik ryzyka rozwoju infekcji
stopy. Szacuje si¢, ze u potowy pacjentow z cukrzycowym owrzodzeniem stopy dochodzi do rozwoju
zakazenia (ang. diabetic foot infection, DFI), ktore rodzi powazne konsekwencje zdrowotne, w tym
konieczno$¢ dluzszej hospitalizacji, ogdlnie niskg jako$¢ zycia pacjentow, wysokie ryzyko amputacji
konczyn dolnych czy nawet $mieré. Diagnostyka oraz dobor skutecznej antybiotykoterapi DFI stanowi
obecnie powazne wyzwanie zarowno dla klinicystow jak i naukowcow na calym $wiecie ze wzgledu na
szerokie spektrum potencjalnych patogenéw biorgcych udziat w rozwoju DFI, dluga list¢ potencjalnych
czynnikow zwigzanych ze stanem zdrowia pacjenta, czesto wielobakteryjny charakter zakazen oraz
zwigkszajacy si¢ udzial Szczepow lekoopornych. Doniesienia literaturowe wskazuja na czgsto niska
skuteczno$¢ podejmowanych antybiotykoterapii DFI wynikajagcych ze zlej diagnozy czynnika
chorobotworczego. Stosowane do tej pory konwencjonalne oraz molekularne techniki identyfikacji
mikroorganizméw najczgsiej nie umozliwiaja podjecia optymalnych srodkow leczenie ze wzgledu na takie
czynniki jak m.in. znaczny czas potrzeby do uzyskania wynikow, zawezone spektrum identyfikowanych
gatunkow, trudno$¢ w rozroznianiu bliskospokrewnionych szczepdw czy tez ograniczong mozliwo$¢ detekcji
antybiotykoopornosci. Uwaza si¢, ze rozwigzaniem tych probleméw moze by¢é wykorzystanie techniki
desorpcji/jonizacji laserem wspomaganej matrycg sprzg¢zonej ze spektrometria mas z analizatorem czasu
przelotu (MALDI-TOF/MS), ktora jak dotad nie znalazta szerszego zastosowania w monitorowaniu i
kontroli zakazenia stopy cukrzycowej. W zwigzku z powyzszym, celem zaplanowanych w projekcie prac
badawczych bedzie zaadaptowanie techniki MALDI-TOF/MS do szybkiej diagnostyki DFI poprzez
stworzenie nowych protokotow i1 procedur analitycznych dla wszystkich etapéw procesu rozpoznania
podtoza przyczynowego DFI poczawszy od pobierania, transportowania i przechowywania prébek po
hodowle mikroorganizméw, ich identyfikacje oraz detekcje antybiotykoopornosci.

Aby zrealizowaé zatozony cel badawczy przeprowadzone zostang nastepujace badania: (1) dobor
optymalnych warunkéw hodowli mikroorganizmow zwigzanych z rozwojem DFI z wykorzystaniem
szczepow wzorcowych oraz selekcji podlozy mikrobiologicznych dedykowanych réznym grupom
mikroorganizméw; (2) dobor réznych parametréw procedur przygotowania probek i warunkow analizy
MALDI-TOF/MS w kontekscie ich wplywu na skuteczno$¢ identyfikacji szczepow wzorcowych w trybie
catych komorek oraz ekstrakcji biatek uwzgledniajaca m.in. dobdr réznych rodzajéw matryc, metod
otrzymywania ekstraktow komodrkowych oraz markerdw antybiotykoodpornosci; (3) opracowanie
protokotéw dla procedury identyfikacji mikroorganizméw za pomoca technik biologii molekularnej jako
metody odniesienia z wykorzystaniem reakcji fancuchowej polimerazy (PCR) oraz sekwencjonowania DNA
réznych regiondw genomu bakteryjnego w tym gendow odpowiedzialnych za lekoopornos¢; (4) badanie
wplywu sposobu pobierania, transportowania i warunkow przechowywania probek pochodzacych od
pacjentdow cierpiacych na DFI na koncowy wynik identyfikacji mikroorganizmow oraz (5) analiza sktadu
mikrobiologicznego probek pochodzacych od réznych grup pacjentow za pomoca ustalonych protokotow dla
MALDI-TOF/MS oraz referencyjnych metod molekularnych z oceng m.in. wpltywu parametréw
zdrowotnych pacjentdow oraz podjetych antybiotykoterapii.

Stworzenie nowej procedury analitycznej przyczyni si¢ do poszerzenia wiedzy na temat mikrobiologicznego
podtoza powstawania i rozwoju zakazenia stopy cukrzycowej, w tym udziatu szczepow lekoopornych, a
takze poszerzy wiedz¢ na temat mozliwosci zastosowania techniki MALDI-TOF/MS jako narzedzia do
szybkiej diagnostyki DFI, réwniez w kontekscie rutynowych laboratoriow klinicznych.



