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1. Uvod

Infekcije urinarnog trakta jedna su od najcescih bolesti uzrokovanih bakterijama. Vrlo
Cesto ova bolest se krivo dijagnosticira zbog nespecifi¢ne klinicke slike. NajceS¢i uzrocnici
urinarnih infekcija su bakterije Escherichia col, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Citrobacter spp., Proteus spp. | Staphylococcus saprophyticus. Postojeci
testovi koji se koriste za dijagnosticiranje infekcija urinarnog trakta su neprecizni, skupi ili
zahtjevaju relativno puno vremena.

Jednostavna, brza i precizna metoda dijagnoze infekcija urinarnog trakta je *H-NMR-
metabolomska analiza urina.

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) jedna je od najvaznijih
analitickih tehnika u metabolomici. Radi se o najmocnijoj metodi za odredivanje strukture
kemijskih spojeva. Spektroskopija NMR koristi magnetska svojstva jezgara s neparnim
masenim brojem. Takve jezgre imaju nuklearni spin koji generira magnetsko polje nalik polju
malog Sipkastog magneta. Umetanjem takve jezgre u vanjsko magnetsko polje magnetski
moment jezgre usmjerava se paralelno u odnosu na vanjsko polje (a-spin) ili antiparalelno
(B-spin). Kada se jezgra usmjerena u pravcu vanjskog magnetskog polja izlozi djelovanju
elektromagnetskog (radiofrekventnog) zracenja cija frekvencija odgovara maloj energetskoj
razlici izmedu a- i B-spina, dolazi do izvrtanja jezgre iz stabilnijeg a-spina u nestabilniji 3-
spin. Potom dolazi do relaksacije i ponovnog usmjeravanja jezgre u pravcu vanjskog
magnetskog polja (a-spin) pri ¢emu se emitira elektromagnetski signal kojeg biljezi NMR-
spektrometar. Elektroni koji okruzuju promatranu jezgru svojim gibanjem induciraju lokalno
magnetsko polje koje se orjentira suprotno u odnosu na primijenjeno vanjsko polje
zaklanjajuéi tako jezgru od njegovog utjecaja. Jezgre u razli¢itom kemijskom okruzenju
razli¢ito su zaklonjene okolnim lokalnim magnetskim poljima te stoga rezoniraju pri razlicitim
frekvencijama Sto omogucava razlikovanje kemijski neekvivalentnih jezgri.

Metabolomika je znanstvena disciplina koja se bavi analizom metabolita (kemijskih
spojeva uklju¢enih u metabolizam) u bioloSkom uzorku. NMR-analizom urina moguée je
pratiti metabolomske promjene koje su posljedica infekcije, ali i drugih vanjskih i unutarnjih

¢imbenika.



2. Spektroskopija NMR u metabolomici

Metabolomika je znanost koja se bavi analizom metabolita. Prema Hrvatskoj
enciklopediji (2021), definira se kao disciplina koja prouc¢ava metabolom, odnosno sve
metabolite neke stanice ili organizma. Razvoj metabolomike ovisi o napretku analitickih
tehnika, instrumenata, softvera i statistickih metoda za analizu rezultata te racunalnih
tehnika za prikupljanje, analizu i interpretaciju rezultata koristenih pri analizi. Tri najvaznije
metode koje se koriste u metabolomici posljednjih dvadesetak godina su spregnute metode
GC-MS (sprega plinske kromatografije i masene spektrometrije), LC-MS (sprega tekucinske
kromatografije i masene spektrometrije) te spektroskopija NMR. Pri tom se visSe od 80%
radova objavljenih u podrucju metabolomike zasniva na spregnutim metodama LC-MS i GC-
MS (Emwas i sur., 2019). Unato¢ tome, postoji i znatan interes za metode bazirane na
spektroskopiji NMR uslijed Cega se biljeZi kontinuirani rast broja znanstvenih publikacija
vezanih za podru¢je metabolomike i metabonomike (slika 1). Metabonomika se odnosi na
kvantitativno odredivanje svih promjena unutar metaboloma uslijed patofizioloskih promjena

i genetskih modifikacija (Ramsden, 2004).
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Slika 1. Dinamika publiciranja znanstvenih radova iz podru¢ja metabolomike/metabonomike
baziranih na spektroskopiji NMR. Broj radova za pojedinu godinu dobiven je pretrazivanjem
stranice webofknowledge.com za kljune rije€i metabolomika i NMR (plavo) te
metabonomika i NMR (crveno) (Emwas i sur., 2019).


http://apps.webofknowledge.com/

Spektroskopija NMR ima mnoge prednosti pred metodama kao Sto su GC-MS i LC-MS:
metoda je brza i nedestruktivna, rezultati se lako kvantificiraju, a moguca je i rutinska
identifikacija novih spojeva u uzorku. Nadalje, spektroskopija NMR lako se automatizira i vrlo
je reproducibilna Sto je Cini pogodnom za brzu analizu velikog broja uzoraka u kojima se
kvantificiraju poznati metaboliti. Takoder je pogodna za detekciju, karakterizaciju i
kvantifikaciju spojeva koji se teze analiziraju LC-MS metodom (Seceri, organske kiseline,
alkoholi i drugi vrlo polarni spojevi). Velika prednost spektroskopije NMR je i mogucnost
izravne analize krutih i polukrutih uzoraka (npr. tkiva i organa) metodama ssNMR (engl.
solid-state NMR, spektroskopija NMR u ¢&vrstom stanju) i MAS-NMR (engl. magic-angle
sample spinning, vrtnja pri magi¢nom kutu). Spektroskopijom NMR moguca je zasebna ili
simultana analiza razliCitih skupina metabolita (primjerice onih koji sadrze dusik, fosfor itd.) i
to snimanjem NMR-spektara za viSe razlicitih jezgara kao Sto su H, 13C, N, °F i 3P,

UnatoC brojnim prednostima, NMR ima mnoge nedostatke u usporedbi s ostalim
metodama. Najvazniji nedostatak je niska osjetljivost ove metode. Spektroskopija NMR je
Cesto i do 100 puta manje osjetljiva u usporedbi s GC-MS i LC-MS tehnikama, a posljedica
niske osjetljivosti je manji broj detektiranih spojeva u uzorku. NMR-analizom vecine bioloskih
uzoraka detektira se izmedu 50 i 200 razlicitih spojeva Cije koncentracije su vise od 1 uM,
dok je kod uobicajene LC-MS analize ta granica izmedu 10 i 100 nM te se stoga vecinom
detektira vise od 1000 razli¢itih spojeva (tablica 1), (Emwas i sur., 2019).

Izbor analiticke metode ovisi o viSe ¢imbenika. Prvenstveno ovisi o spojevima koji se
analiziraju i prirodi samog uzorka. Iako su to glavni kriteriji, potrebno je razmotriti i cijenu te
dostupnost ne samo uredaja ve¢ i potrebnog stru¢nog osoblja. Za veéinu uobicajenih
bioloskih uzoraka nije moguce provesti potpunu identifikaciju i kvantifikaciju svih metabolita
koriste¢i samo jednu metodu. Najtocniji i najpotpuniji rezultati stoga se dobivaju koristenjem

vise razli¢itih metoda analize.



Tablica 1. Sazetak najvaznijih prednosti i ograniCenja spektroskopije NMR u usporedbi s

masenom spektrometrijom (MS) u metabolomickim analizama (Emwas i sur., 2019).

Spektroskopija NMR

Masena spektrometrija

Reproducibilnost

Visoka reproducibilnost.

Smanjena reproducibilnost.

Osjetljivost

Niska osjetljivost (moZe se
poboljsati viSestrukim snimanjem,
povecanjem jakosti magnetskog polja,
kriogeno hladenim i mikrosondama, te
hiperpolarizacijskim metodama).

Visoka osjetljivost (lako se
detektiraju metaboliti vec pri
nanomolarnim
koncentracijama).

Selektivnost

Uobicajeno se koristi za
neselektivne analize. Preklapanje
pikova razli¢itih detektiranih
metabolita predstavlja veliki problem.

Selektivnost, iako mocniji alat
za ciljane analize predstavlja
sprega MS s kromatografijom
(tekucinskom i plinskom).

Provodenje
mjerenja

Relativno brza analiza pri ¢emu svi
metaboliti dovoljno visokih
koncentracija mogu biti detektirani u
jednom mjerenju.

Razli¢ite metode ionizacije
potrebne su za povedanje
broja detektiranih metabolita.

Priprema uzorka

UkljuCuje minimalnu pripremu
uzorka, najceS¢e samo prijenos
uzorka u NMR-cijevcicu i dodatak
deuteriranog otapala. Moze se
automatizirati.

Zahtjevna priprema
[kromatografsko razdvajanje
smjese na komponente;
derivatizacija uzorka za plinsku
kromatografiju (GC-MS)].

Destruktivnost

Nedestruktivha metoda te je stoga
moguce provesti nekoliko razlicitih
analiza istog uzorka. Nadalje, uzorak
se nakon analize moze spremiti na
duZze vrijeme.

Destruktivna metoda; uzorak
nije moguce koristiti za daljnje
analize. Medutim, potrebna je
vrlo mala koli¢ina uzorka za
analizu.

Kvantitativna
analiza

Kvantitativha metoda jer je
intenzitet signala izravno
proporcionalan koncentraciji
metabolita i broju jezgara u molekuli.

Intenzitet signala Cesto nije u
vezi s koncentracijom
metabolita bududi da je
efikasnost ionizacije odlucujuci
faktor.




2.1 Spektroskopija NMR u analizi urina

Metabolomicke studije biomedicinskog podrucja bave se analizom biofluida, tkiva te
stanica ljudskog i animalnog podrijetla. Uzorci koji se najlakSe pribavljaju su urin i krv te su
stoga analize krvi i urina najvaznije i najceS¢e metode za dijagnozu i pracenje bolesti te
pracenje metabolickog odgovora na lijeCenje. Krv i urin imaju izrazito varijabilan kemijski
sastav. Osnovni uvjet za provedbu visoko preciznih i reproducibilnih analiza je oCuvanje
originalnog kemijskog sastava uzorka tijekom pre-analiticke i analiticke faze provodenja
analize. Pre-analiticka faza ukljuCuje prikupljanje, procesiranje, transport i skladiStenje
uzoraka. Analiticka faza ukljuCuje pripremu uzorka za mijerenje i samo instrumentalno
mjerenje. Obje faze ukljuCuju korake koji mogu utjecati na kemijski sastav uzorka. Da bi se
taj utjecaj na analizirani metabolom Sto viSe smanjio i rezultati analize bili reproducibilni,
potrebno je provesti niz potvrdenih, dogovorenih i detaljno opisanih postupaka. Zbog toga su
razvijeni standardni operativni postupci (SOP, engl. Standard Operating Procedures) koji
odreduju pravilan nacin rukovanja najcesce koriStenim uzorcima biofluida, a sastavljaju se na
razini institucije koja vrsi analizu.

Urin je iznimno pogodan za metabolomske analize jer sadrZi niske koncentracije
makromolekula (proteina i lipida) te ga je vrlo lako prikupiti u veéim kolicinama. To je
tekucina putem koje se iz organizma izlucuju Stetne tvari i Cijim izlucivanjem se organizam
rjeSava viska tekucine. SvijetloZzute je boje kod zdravih ljudi, a sadrZi metabolite nastale
razgradnjom hrane, pi¢a, lijekova i kozmetic¢kih preparata, endogene otpadne metabolite i
proizvode metabolizma prisutnih mikroorganizama. Do sada je u ljudskom urinu identificirano
oko 4200 metabolita (Bouatra i sur., 2013). Oko 2600 metabolita je endogeno, a oko 3300
egzogeno (mnogi spojevi pripadaju u obje skupine). Endogeni metaboliti proizvode se
prirodnim putem u organizmu i sudjeluju u metabolickim reakcijama, a najcesée se definiraju
kao supstrati ili produkti metabolickih enzima kodiranih u ljudskom genomu. Egzogeni
metaboliti nastaju izvan organizma te se unose u organizam iz okoline.

Priblizno 400 metabolita detektirano je koristenjem spektroskopije *H-NMR. Kemijski
sastav urina ovisi prvenstveno o okoliSnim uvjetima kao Sto su prehrana i uzimanje lijekova,
te se stoga NMR-spektri urina zdravih osoba znacajno razlikuju Sto se vidi na slici 2.
Najizrazeniji pikovi u 'H-NMR-spektru urina vidljivi su pri 2-5 ppm (odgovaraju citratu,
kreatininu, kreatinu, dimetilaminu, trimetilamin A~oksidu i glicinu) te 7-8 ppm (odgovaraju
tirozinu, histidinu, imidazolu i hipuratu) (Bouatra i sur., 2013). NMR-spektar urina zdrave
osobe vrlo je kompleksan te sadrzi nekoliko tisuca signala koji naj¢esée dolaze od oko 200
razlicitih istovremeno detektiranih metabolita. Iako sastav urina varira tokom dana, postoje


http://www.urinemetabolome.ca/

jedinstveni metabolomicki fenotipovi razliCiti za svaku osobu. Svaka osoba ima jedinstveni
kemijski sastav urina i jedinstvene varijacije tog sastava koje su stabilne duZzi vremenski
period (Ghini i sur.,2015). Zbog tih osobina, analiza urina je najpogodniji nacin za pracenje
individualnih varijacija tijekom razvoja bolesti, pracenje metabolickog odgovora na primjenu
pojedinih lijekova ili promjenu nacina zivota i prehrane. Posljednjih godina uocene su razlicite
promjene u metabolomu urina karakteristicne za pojedine bolesti te se stoga analiza urina
sve viSe koristi u dijagnostici.

Ljudske i bakterijske stanice prisutne u urinu mogu promijeniti sastav urina i
onemoguditi interpretaciju rezultata. Prisutne stanice mogu se lizirati prilikom smrzavanja
uzorka zbog nastanka kristala leda ili prilikom centrifugiranja pri visokom broju okretaja.
Centrifugiranje je potrebno da bi se uklonile ¢vrste necistoce iz uzorka koje ometaju NMR-
analizu. Standardni postupci obrade uzorka pri NMR-analizi urina stoga ukljucuju uklanjanje
stanica iz svjezeg urina primjenom blagog centrifugiranja i filtracije. Osim prisutnosti stanica,
promjenu kemijskog sastava urina tijekom pre-analiticke faze mogu uzrokovati i kemijske te
enzimske reakcije. Udio proteina u urinu zdravih osoba je izrazito nizak, no enzimska
aktivnost prisutnih proteina nije zanemariva. Najvaznije promjene koje su posljedica
enzimske aktivnosti su povecanje koncentracija acetata, sukcinata i kreatina te smanjenje
koncentracija piruvata, kreatinina i 2-oksoglutarata. Premda se kemijske reakcije koje se
dogadaiju tijekom pre-analiticke i analiticke faze ne mogu potpuno izbjeci, mogu se ograniciti
odrzavanjem niske temperature uzorka i smanjenjem izlaganja zraku. Uzorci urina nakon
uklajanja stanica mogu se skladistiti pri -80 °C te je pri tim uvjetima njihov sastav stabilan i
nakon 5 godina. Uzorci koji sadrZe stanice puno su nestabilniji, ¢ak i pri -80 °C (Ghini i sur.,
2019).
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Slika 2. 'H-NMR spektri uzoraka urina prikupljenih od petero zdravih ljudi
(Ghini i sur., 2019).



3. Dijagnostika infekcija urinarnog trakta

Infekcije urinarnog trakta predstavljaju najcesSce bakterijske infekcije, s tim da se
puno ceSce javljaju kod zena. Najugrozenija skupina su mlade, spolno aktivne Zene. NeSto
rjede oboljevaju trudnice i starije zene, a najrjede muskarci zbog drukdije grade mokracno-
spolnog sustava (Zene imaju kracu mokracnu cijev i smjeStena je blize otvoru debelog
crijeva). Vecina takvih infekcija relativno je bezazlena, a najceséi uzrocnik je bakterija £. coli.
Cak 75-95% slucajeva cistitisa (upala mokra¢nog mjehura) i pijelonefritisa (upala bubrega)
uzrokovano je bakterijom E. coli (Tandogdu, Wagenlehner, 2016). Prvi simptomi javljaju se
u vidu ucestalog, bolnog i otezanog mokrenja te se obicno izlucuju male kolic¢ine urina i javlja
se osjecaj neispraznjenog mjehura. Javlja se i potreba za mokrenjem nocu, a urin je Cesto
zamucen, promijenjene boje i neugodna mirisa. Rjedi simptomi su pojava krvi u urinu, bol u
donjem dijelu leda i donjem dijelu trbuha te poviSena temperatura. Moguéa je i
asimptomatska infekcija urinarnog trakta kod koje su bakterije prisutne u urinu, ali se kod
pacijenta ne javljaju nikakvi simptomi bolesti.

Dijagnoza infekcija urinarnog trakta je opcenito klinicka dijagnoza temeljena na
simptomima te urinokultura najcesce nije potrebna. Naj¢esce se provodi analiza urina test-
trakicom. Kod pacijenata sa simptomima i negativnim rezultatom analize test-trakicom,
preporuca se urinokultura i/ili druge analize urina, npr. mikroskopski pregled sedimenta urina
nakon centrifugiranja. Test-trakica je vrlo jednostavna i jeftina metoda analize. Njome se
provjerava prisutnost nitrita i leukocitne esteraze u urinu. Leukocitna esteraza je nespecificni
upalni marker te je stoga Cesto prisutna u urinu osoba koje ne boluju od infekcije urinarnog
trakta. Nitriti su prisutni u samo 72% uzoraka oboljelih pacijenata (Lussu i sur., 2017) te je
stoga rije¢ o vrlo nepouzdanoj metodi analize. Urinokultura se rutinski provodi u vecini
klinickih laboratorija. To je dugotrajna analiza koja zahtijeva angazman veéeg broja struc¢nog
osoblja. Vrijeme potrebno za dobivanje rezultata urinokulture Cesto je duze od vremena u
kojem bi se trebalo zapoceti s terapijom antibioticima kako bi ona bila uspjeSna. Nadalje,
interpretacija rezultata je sloZzena jer broj bakterija koji je dovoljan za izazivanje bolesti ovisi
o klini¢koj slici pacijenta, koriStenju lijekova i sastavu samog urina. Na broj poraslih kolonija
moZe utjecati faza infekcije, ucestalost praznjenja mjehura, brzina rasta pojedinih sojeva
bakterija i drugi faktori. Znacajna prisutnost bakterija najcesce se definira pri minimalno 10°
CFU/mL [CFU (engl. Colony Forming Unit) je jedinica koja formira jednu koloniju na hranjivoj
podlozi]. Ako se ova vrijednost koristi kao grani¢na za potvrdu bolesti, infekcija urinarnog
trakta se ovom metodom potvrduje samo kod polovice Zena sa simptomima (Lussu i sur.,

2017). Broj CFU u jedinici volumena priblizno odgovara koncentraciji Zivih mikroorganizama u



uzorku. Ako mikroorganizmi rastu povezani u agregate, rezultat dobiven brojanjem kolonija
moze biti znacajno maniji od stvarnog broja zivih mikroorganizama.

Infekcije urinarnog trakta uzrokuju mnogi sojevi bakterija s razli¢itim metabolickim
karakteristikama te navedenim metodama nije moguce predvidjeti klinicke posljedice
pojedinih nacina lijeCenja u vecine pacijenata. Zbog nemoguénosti metabolicke
karakterizacije uzrocnika, visoke cijene i potrebnog vremena, ne preporuca se urinokultura
pri dijagnostici nekompliciranih infekcija urinarnog trakta. KoriStenje antibiotika za tretiranje
infekcija urinarnog trakta ima znacajan utjecaj na ukupnu potroSnju antibiotika, a time i na
razvoj antibioticke rezistencije u patogena kao i na poveéanje ukupnih troskova u zdravstvu.
Stoga je potreban razvoj jednostavnijih, brzih i jeftinijih dijagnostickih metoda. Jedna od
najvaznijih metoda je spektroskopija NMR kojom je, uz koriStenje specijaliziranih softvera,
moguce odrediti uzrocnike infekcija urinarnog trakta preciznos¢u i do 99,5% (Lussu i sur.,
2017).

3.1 *H-NMR-metabolomska analiza u dijagnostici infekcija urinarnog trakta

'H-NMR-analiza urina moZe se Kkoristiti za dijagnosticiranje i identifikaciju infekcija
urinarnog trakta. Za preciznu dijagnozu potrebno je razviti sloZene statisticke modele za
pojedine uredaje i skupine pacijenata te je potrebno odrediti grani¢ne vrijednosti
promatranih biomarkera. Nadalje, potrebno je normalizirati metabolite urina koriste¢i ukupni
intenzitet spektra ili stavljajuci dobivene koncentracije u omjer s koncentracijom urinarnog
kreatinina.

Lam i sur. (2014) predloZili su dijagnosticki algoritam temeljen na samo jednom
biomarkeru, octenoj kiselini. Budu¢i da se ne radi o slozenom statistickom modelu, lako se
moze prilagoditi za druge analiticke platforme. Za dobivanje modela analizirano je 88
uzoraka urina osoba kojima je dijagnosticirana infekcija urinarnog trakta i 61 uzorak urina
zdravih osoba. Nakon statistiCke analize rezultata i minimiziranja utjecaja razine glukoze u
urinu, uoceno je nekoliko biomarkera cije se koncentracije razlikuju u ove dvije skupine
uzoraka, a rijeC je o octenoj kiselini i trimetilaminu (TMA) (slika 3). TMA je kometabolit
sisavaca i bakterija, a nastaje redukcijom trimetilamin-AM-oksida (TMAO, metabolit sisavaca) u
prisutnosti bakterijskog enzima trimetilamin-Moksid-reduktaze. To je vrlo pogodan
biomarker za potvrdivanje infekcije jer zbog svojeg porijekla nije moguc njegov nastanak kao
rezultat kontaminacije uzorka. Nakon Sto su iz podataka za statisticku analizu izuzeti uzorci
pacijenata inficiranih bakterijom E. coli, jedini znacajni biomarker za razlikovanje zdravih i

oboljelih pacijenata bila je octena kiselina. TMA je marker specifi¢an za infekcije uzrokovane



s E. coli, dok je octena kiselina marker za infekcije uzrokovane svim analiziranim bakterijama
(E. coli, Klebsiella sp., Enterococcus sp., Staphylococcus sp., Enterobacter sp., P. aeruginosa,
Citrobacter sp., Morganella morganii, Proteus sp., Streptococcus agalactiae). Obradom
rezultata odredena je optimalna granicna vrijednost koncentracije urinarne octene kiseline od
0,03 mmol/mmol (kreatinin). Ova vrijednost omogudila je dijagnozu s osjetljivos¢u 90,5% i
specificnoS¢u 94,6% za promatrani uzorak pacijenata, Sto su vrijednosti viSe od onih za
analizu kvantifikacijom leukocitne esteraze, nitrita ili leukocita u urinu. Mnozina octene
kiseline po mnozini kreatinina bila je prosjecno 36 puta viSa kod oboljelih pacijenata nego
kod kontrolne skupine.

Normalizacija pojedinih metabolita urina pomocu kreatinina je sloZzena zato Sto
izluCivanje kreatinina ovisi o misi¢noj masi i bolestima (bolesti bubrega, rabdomioliza).
Normalizacija metabolita urina koriStenjem apsolutne koncentracije je neprikladna jer
koncentracije ovise o volumenu i protoku urina. Opisana metoda je mnogo brza i preciznija
od rutinskih metoda koje se trenutno koriste, no potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
odredile granicne vrijednosti octene kiseline za specificne skupine pacijenata (npr. pacijenti s
netipicnom koncentracijom urinarnog kreatinina). Nedostatak ove metode je i nemogucnost

identifikacije uropatogena ako nije rije¢ o £. coll.

.. ' TMA Octena kiselina
kreatinin — m
Escherichia coli kreatinin ‘ TSP
voda , |
- J_,q_...A-.‘._...._f .' [ o e T (. |
Klebsiella sp. | ]
s | AR s bbb \ |
Enterococcus sp.
kontrolna skupina
| s | |
600 500 400 300 200 1.00 000
'H NMR (ppm)

Slika 3. Primjeri 'H-NMR-spektara uzoraka urina prikupljenih od pacijenata koji boluju od
infekcije urinarnog trakta uzrokovane bakterijama E. coli, Klebsiella sp., Enterococcus sp. te

uzorka urina zdrave osobe (Lam i sur.,2014).



Ovi rezultati potvrdeni su i kasnijim istrazivanjima. Lussu i sur. (2017) takoder su
zakljucili da su najprikladniji markeri za dijagnozu bakterijske urinarne infekcije acetat i TMA
(slika 4). Koristenjem slozenih statistickih modela koji ukljucuju koncentracije i acetata i TMA
(izraZene po kreatininu) sa skoro 100 %-tnom osjetljivos¢u i 100 %-tnom specificnoScu
dijagnosticirali su bakterijske infekcije na uzorku od 40 pacijenata.
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[ |
0.4-
4 0.06- "

0.3 -
[acetat] [TMA] 0.04-

0.2- b

0.1 ¢ ‘ 0.02-
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kontrolna E. coli drugi kontrolna — E pqli drugi
skupina uzronici skupina uzroénici

Slika 4. Graf relativnih koncentracija acetata i TMA u uzorcima urina kontrolne skupine,

pacijenata inficiranih s £. colii pacijenata inficiranih drugim bakterijama (Lussu i sur., 2017).

Gupta i sur. (2009) predlozili su dijagnosticki algoritam koji zahtijeva viSe vremena,
rada i utroSenih kemikalija, ali je njime moguée preciznije identificirati uzrocnika infekcije.
Slika 5. prikazuje shemu predloZzenog algoritma. Model je konstruiran provodenjem /in vitro i
ex vivo studije. In vitro studija provedena je tako da su uzorci urina zdravih osoba
sterilizirani i inficirani komercijalno dostupnim standardnim sojevima bakterija uzrocnika
urinarnih infekcija nabavljenih iz razlicitih izvora: ATCC (American Type Culture Collection) i
NCTC (National Culture Type Collection). Alikvotima uzoraka dodani su standardni supstrati
za analizu (glicerol, laktoza, nikotinska kiselina i metionin). Dio uzorka je upotrijebljen za
odredivanje CFU, a dio za inkubaciju. Nakon inkubacije pri 37 °C tijekom 6 h, bakterije su
uklonjene centrifugiranjem i supernatant je analiziran spektroskopijom NMR. Kvantitativno
odredivanje bakterije P. aeruginosa provedeno je tako da su priredeni mediji s 10°-107
CFU/mL s dodanom nikotinskom kiselinom (NA). Ista metoda koriStena je za odredivanje
bakterija K. pneumoniae, E. colii Pr. mirabilis. Priredeni su mediji s 103-10” CFU/mL te su im
dodane kemikalije za analizu, ovisno o bakteriji (glicerol, laktoza i metionin). Mediji su nakon
inkubacije i centrifugiranja analizirani spektroskopijom NMR. Ex vivo studija provedena je s

uzorcima inficiranih pacijenata.
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Slika 5. Shema analize uzoraka urina (Gupta i sur., 2009).

6—Hidroksinikotinska kiselina (6—OHNA) nastaje iz nikotinske kiseline reakcijom koju
katalizira specificna hidroksilaza karakteristicna za bakteriju 2. aeruginosa. Usporedujuci
rezultate urinokulture i koli¢inu nastale 6-OHNA (signal H* iz 6-OHNA, slika 10.) razvijen je
statisticki model kojim je na temelju rezultata spektroskopije NMR mogucée predvidjeti broj
bakterija u urinu. Slika 6. prikazuje H-NMR-spektre urina s dodanom NA i sojevima
bakterija, nakon inkubacije. NMR-spektar urina inficiranog s P. aeruginosa sadrzi signale koji
odgovaraju protonima iz 6-OHNA, a ne sadrzZi signale koji odgovaraju protonima iz NA. Kod
ostalih ispitivanih bakterija nisu prisutni signali protona iz 6-OHNA, a prisutni su signali

protona iz NA.

11



6-0OHNA 6-0OHNA

N N

. —r e, —\—L

P. geruginosa (ATCO) P. aeruginosa (NCTC)

K. pneumoniae (ATCO) K. pneumoniae (NCTQ)

_— Nrﬂ'\ E coli (ATCO) o NA\ E coli (INCTC)

.£""f \ x""-fx/ x{

medij + NA medij + NA

Lo Y A T A N Y W —
medij medij

S PR PR AN R P P R PR AN R RPN
90 85 80 75 opm 90 85 80 75 ppm

Slika 6. *H-NMR-spektri metabolita nikotinske kiseline (NA) u urinu; P. aeruginosa specificno

metabolizira NA, dok je ostali ispitivani uropatogeni ne metaboliziraju (Gupta i sur., 2009).

Slika 7. prikazuje 'H-NMR-spektre uzoraka urina kojima je dodan glicerol. 1,3—
Propandiol nastaje iz glicerola djelovanjem enzima glicerol-dehidrataze i 1,3—propandiol-
dehidrogenaze. Njegovom detekcijom u uzorku moguce je iskljuciti P. aeruginosa, E. colii Pr.
mirabilis kao uzrocnike infekcije, no nije moguce sa sigurnoséu utvrditi da je uzrocnik K.
pneumoniae jer se isti NMR-spektar dobiva i kod infekcije bakterijom Citrobacter frundi
(Gupta i sur., 2009). Ovi uzrocnici mogu se lako razlikovati mikroskopskim pregledom urina
jer su bakterije C. frundii pokretne, dok K. pneumoniae nisu. Za ovaj slucaj takoder je
razvijen statisticki model kojim je kvantifikacijom 1,3-propandiola (signala metilenske
skupine, slika 10.) iz NMR-spektra moguca procjena broja bakterija u uzorku.

1z slike 8. vidljivo je da i K. pneumoniae i E. coli metaboliziraju laktozu, no samo kod
E. colijedan od produkata je laktat. Procjena broja bakterija £. co/iu uzorku urina moguca je
kvantifikacijom laktata (signala H? iz laktata, slika 10.). 4—Metiltio—2—oksobutanska kiselina
(MOBA) nastaje iz metionina oksidativnom deaminacijom. Od ispitivanih uzrocnika, ovu
reakciju provodi samo bakterija Pr. mirabilis. Statisticki model za procjenu broja ove bakterije
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u urinu razvijen je koristenjem signala H? iz MOBA (slika 10). Slika 9. prikazuje 'H-NMR-
spektre urina kojima je prije inkubacije dodan metionin. Signali protona iz MOBA prisutni su
samo u spektru uzorka inficiranog bakterijom Pr. mirabilis.

Odredivanje uzrocnika infekcije ovom metodom obavljeno je s 93,7%-tnom
osjetljivos¢u i 96,9%-tnom specificnoséu za E. coli, 92%-tnom osjetljivos¢u i 98%-tnom
specificnoS¢u za K. pneumoniae, 93%-tnom osjetljivoS¢u i 99,4%-tnom specificnoséu za P.
aeruginosa i 80%-tnom osjetljivos¢u i specificnoScu za Pr. mirabilis na uzorku od 519
pacijenata. Lazno negativni rezultati dobiveni su samo kod manje od 103 CFU/mL te kod tih
sluCajeva znacajna bakteriurija (pojava bakterija u urinu) ne bi bila potvrdena ni

urinokulturom.
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Slika 7. 'H-NMR-spektri metabolita glicerola u urinu; K. pneumoniae specificno metabolizira
glicerol u 1,3—propandiol, dok ga ostali ispitivani uropatogeni ne metaboliziraju (Gupta i sur.,
2009).
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Slika 8. *H-NMR-spektri metabolita laktoze u urinu; laktat je specificni produkt £. coli, a ostali

ispitivani uropatogeni ga ne proizvode (Gupta i sur., 2009).
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Slika 9. 'H-NMR-spektri metabolita metionina u urinu; Pr. mirabilis metabolizira metionin u
4—metiltio—2—oksobutansku kiselinu, dok ga ostali ispitivani uropatogeni ne metaboliziraju

(Gupta i sur., 2009).

Nedostaci ove metode su nemogucnost identifikacije rjedih uropatogena te utroSak
kemikalija za analizu. Gupta i sur. (2012) stoga su predlozili novi dijagnosticki algoritam s
veéim potencijalom za klinicku primjenu. Shema algoritma prikazana je na slici 11., a njime
je moguce odrediti tip bakterije uzro¢nika za desetak minuta, bez utroska kemikalija. Zbog
razlicitih metabolickih puteva, NMR-spektri urina inficiranog gram-negativnim bacilima (GNB)

razlikuju se od spektara urina inficiranog gram-pozitivhim kokima (GPC).
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Slika 10. Kemijske strukture spojeva koji se koriste pri dijagnostici infekcija urinarnog trakta.
Numerirani su atomi ugljika glavnog lanca, a vodikovi atomi numeriraju se prema atomu

ugljika na koji su vezani.

Ovaj model analize takoder je konstruiran provodenjem ex vivo i in vitro studije. Ex
vivo studija provedena je analizom uzoraka urina inficiranih i zdravih osoba spektroskopijom
NMR i urinokulturom. In vitro studija provedena je korisStenjem uzoraka urina zdravih osoba.
Mediji za rast komercijalno dostupnih uropatogena priredeni su sterilizacijom uzoraka urina i
dodatkom glukoze u koncentraciji 2 mg/mL. Medij (urin) je nacijepljen razli¢itim sojevima
bakterija GNB i GPC tako da je pocetni broj zZivih stanica iznosio priblizno 3x107 CFU/mL.
Koristeni GNB ukljucuju sojeve bakterija £. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Pr. mirabilis,
Enterobacter aerogenes, Acinetobacter baumannii i C. frundii, a GPC sojeve bakterija
Enterococcus faecalls, Streptococcus gp B i Staphylococcus saprophyticus. Uzorci su
inkubirani pri 37 °C tijekom 6 h. Nakon inkubacije i centrifugiranja, uzorci su analizirani
spektroskopijom NMR te su NMR-spektri usporedeni sa spektrima prije nacjepljivanja
bakterija. Analiza je provedena na 682 uzorka urina inficiranih pacijenata i 50 uzoraka urina

zdravih ljudi.
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Slika 11. Shema analize uzoraka urina (Gupta i sur., 2012).

Cilj ex vivo studije bio je pronaéi biomarkere koji su najucinkovitiji pri dijagnostici
infekcija urinarnog trakta te razlikovanju tipova bakterija uzrocnika. Statisticki model koji je
najucinkovitiji pri razlikovanju kontrolne skupine od svih inficiranih uzoraka (GNB+GPC)
ukljucuje koncentracije acetata, laktata, sukcinata i formijata. Infekcije urinarnog trakta su
koriStenjem ovog modela dijagnosticirane s 99,3%-tnom osjetljivoséu i 99,5%-tnom
specificnoS¢u. Za razlikovanje kontrolne skupine od uzoraka inficiranih s GNB najucinkovitiji
biomarkeri su acetat, laktat, etanol, sukcinat i formijat (99,5%-tna osjetljivost i 98%-tna
specifi¢nost), a za razlikovanje kontrolne skupine od uzoraka inficiranih s GPC acetat, laktat i
formijat (99,5%-tna osjetljivost i 92%-tna specificnost). Za razlikovanje uzoraka inficiranih s
GNB od onih inficiranih s GPC najucinkovitiji statisticki model ukljucuje koncentracije
sukcinata, laktata i etanola te je njime moguce razlikovati ove dvije skupine uzoraka s 96%-
tnom osjetljivoscu i 96%-tnom specificnoS¢u. Koncentracije navedenih biomarkera odredene
su iz NMR-spektara, a tipicni NMR-spektri uzoraka urina inficiranih pacijenata prikazani su na
slikama 12 i 13.
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Slika 12. H-NMR-spektri uzoraka urina prikupljenih od pacijenata inficiranih s gram-
negativnim bacilima (GNB). Dio NMR-spektra u podrucju 6,5-9,0 ppm povecan je 4x. Signali
protona najvaznijih metabolita oznaceni su oznakama E (etanol), L (laktat), A (acetat), S
(sukcinat), T (trimetilamin), Cr (kreatinin), TM (trimetilamin AM-oksid), U (urea), C (citrat), G
(glicin), F (formijat), H (hipurat) (Gupta i sur., 2012).
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Slika 13. H-NMR-spektri uzoraka urina prikupljenih od pacijenata inficiranih s gram-
pozitivnim kokima (GPC). Dio NMR-spektra u podrucju 6,5-9,0 ppm povecan je 4x. Signali
protona najvaznijih metabolita oznaceni su oznakama E (etanol), L (laktat), A (acetat), T
(trimetilamin), Cr (kreatinin), TM (trimetilamin A~oksid), U (urea), C (citrat), G (dlicin), F
(formijat), H (hipurat) (Gupta i sur., 2012).

In vitro studija provedena je s komercijalno dostupnim sojevima bakterija GNB i GPC
kako bi se potvrdili rezultati ex vivo studije. Rezultati obje studije se poklapaju i NMR-spektri
bakterija iste vrste pokazuju slicne obrasce pikova. Ovi rezultati pokazuju da bakterije
uzrocnici infekcija urinarnog trakta koriste iste metabolicke puteve u /in vivo i in vitro
okruzenju. Najizrazeniji pikovi u NMR-spektrima urina nakon inkubacije odgovaraju
protonima acetata, laktata, etanola, sukcinata i formijata Sto se vidi na slikama 14. i 15.
Acetat i laktat detektirani su kod svih ispitivanih uropatogena, a kod vecine je detektiran i
etanol. Sukcinat je detektiran u svim medijima u kojima su kultivirani GNB, osim onog u
kojem je kultiviran P. ageruginosa, a nije detektiran kod nijednog medija u kojem su
kultivirani GPC.

Usporedujudi rezultate spektroskopije NMR s rezultatima urinokulture uoceno je da su
kod uzoraka s vise od 10° CFU/mL uvijek prisutni acetat i laktat u visokim koncentracijama,
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dok je etanol prisutan u 60% uzoraka. Sukcinat je prisutan samo u uzorcima inficiranim s
GNB (osim P. aeruginosa) te je stoga najznacajniji biomarker za razlikovanje GNB i GPC.
Dobiveni rezultati posljedica su razli¢itih metabolickih puteva koje koriste razli¢ite bakterije.
Bakterije koje uzrokuju infekcije urinarnog trakta su veéinom anaerobi; A. aeruginosa je
jedini obligativni aerob medu ispitivanim uropatogenima. Piruvat koji nastaje glikolizom moze
biti supstrat u razliCitim reakcijama, ovisno o tipu bakterije i okoliSnim uvjetima. Kod GNB,
dio piruvata se konvertira u sukcinat preko oksaloacetata, malata i fumarata, a drugi dio
konvertira se u laktat, etanol i acetat (Schlegel, 1995). Kod GPC, piruvat prvo ulazi u ciklus
limunske kiseline te se konvertira u acetat, laktat, formijat, etanol i ugljicni dioksid (Platt,
Foster, 1958). Sukcinat ne nastaje zbog smanjene aktivnosti odredenih enzima. Kod
stafilokoka je uocena smanjena aktivnost sukcinat- i izocitrat-dehidrogenaze i povecana
aktivnost laktat-dehidrogenaze (Collins, Lascelles, 1962), a kod nekih streptokoka uoceno je

da im nedostaje aktivnost fumarat-reduktaze i sukcinat-dehidrogenaze (Deibel, 1964).
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Slika 14. 'H-NMR-spektri uzoraka urina nakon dodatka glukoze i kultivacije komercijalno
dostupnih sojeva bakterija GPC. Signali protona najvaznijih metabolita oznaceni su oznakama
E (etanol), L (laktat) i A (acetat) (Gupta i sur., 2012).
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Slika 15. 'H-NMR-spektri uzoraka urina nakon dodatka glukoze i kultivacije komercijalno
dostupnih sojeva bakterija GNB. Signali protona najvaznijih metabolita oznaceni su
oznakama E (etanol), L (laktat), A (acetat) i S (sukcinat) (Gupta i sur., 2012).
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4. Zakljucak

Metabolomika je znanost koja ima potencijal primjene u mnogim disciplinama te se
stoga vrlo brzo razvija posljednjih nekoliko godina, a najznacajnija prakticna primjena
metabolomike je u dijagnostici. Razlog tome je taj Sto metaboliti kao krajnje tocke
biokemijskih procesa daju najprecizniji uvid u fizioloSko stanje stanice ili organizma u
odredenim uvjetima.

Dijagnoza infekcija urinarnog trakta postavlja se na temelju klinickih simptoma i
laboratorijskih nalaza. Laboratorijske analize koje se naj¢eSce provode su analiza
urina test-trakicom, mikroskopski pregled sedimenta urina nakon centrifugiranja i
urinokultura. 'H-NMR-metabolomska analiza urina ima mnoge prednosti pred
navedenim metodama dijagnoze. U ovom radu dan je kratak pregled dijagnostickih
algoritama koji se temelje na spektroskopiji NMR, a kojima je moguce dijagnosticirati
urinarne infekcije u kracem roku i s viSom preciznos¢u i specificnoS¢u u usporedbi s
prethodno navedenim metodama. Prednost metabolomickog pristupa je i moguénost
dijagnoze infekcija u slu¢ajevima kada se bakterije ne nalaze u urinu te ih nije
moguce otkriti urinokulturom (npr. bakterije koje mogu Zivjeti unutar epitelnih stanica
mjehura).

Potvrda bakterijske infekcije moZe se provesti spektroskopijom NMR nativnih uzoraka
urina, a najznacajniji biomarkeri su acetat i TMA. Odredivanje tipa bakterije uzro¢nika
takoder se moze vrSiti spektroskopijom NMR nativnih uzoraka urina. Najvazniji
biomarkeri su acetat, TMA, sukcinat, laktat i etanol. Najznacajniji biomarker je
sukcinat jer njega ne proizvode gram-pozitivni koki, a proizvode ga gram-negativni
bacili (osim P. aeruginosa). Koncentracije laktata u pravilu su viSe kod uzoraka
inficiranih gram-pozitivnim kokima. Ove razlike u sastavu urina rezultat su razli¢itih
metaboli¢kih puteva koje koriste razliciti tipovi bakterija.

Spektroskopijom NMR moguce je precizno identificirati i kvantificirati najc¢esce
bakterije uzroCnike. Nativnim uzorcima urina dodaju se supstrati koje specificno
metaboliziraju pojedini uropatogeni (nikotinska kiselina, glicerol, laktoza, metionin), a
nakon inkubacije se na temelju kemijskih pomaka njihovih metabolita moze odrediti
vrsta bakterijskog uzrocnika infekcije. 6-Hidroksinikotinska kiselina nastaje iz
nikotinske kiseline samo u prisutnosti P. aeruginosa, 1,3-propandiol nastaje iz
glicerola u prisutnosti bakterija K. pneumoniae i C. frundii, laktat nastaje iz laktoze
samo u prisutnosti £. coli, a 4-metiltio-2-oksobutanska kiselina nastaje iz metionina u
prisutnosti Pr. mirabilis. Vrijeme potrebno za provodenje ove metode iznosi oko 6,5
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sati (ukljucuje izvodenje spektroskopije NMR uzoraka prije inkubacije, inkubaciju
uzoraka tijekom 6 sati te spektroskopiju nakon inkubacije).

Kvantifikacija bakterija u uzorku vrsi se kvantifikacijom njihovih specifi¢nih metabolita.
Nedostaci ove metode su utroSak kemikalija te nemogucnost identifikacije i
kvantifikacije rjedih uzro¢nika urinarnih infekcija.

Potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se normalizirale koncentracije pojedinih
metabolita urina za specificne skupine pacijenata, pronasli biomarkeri kojima je
moguce odrediti i kvantificirati pojedine uzrocnike te razvili statisticki modeli Sto vise
osjetljivosti i specifiCnosti. Spektroskopija NMR trenutno se koristi prvenstveno u
istrazivaCke svrhe i nema raSirenu klinicku primjenu. Za Siru klinicku primjenu
potreban je daljnji razvoj tehnologije (smanjenje veli¢ine spektrometra, smanjenje
cijene, ugradeni softveri s dijagnostickim statistickim modelima, pojednostavljenje
analize). Razvoj tehnologije omogucio je znatno smanjenje veliéine NMR-
spektrometara te se trenutno intenzivho radi na razvoju prijenosnih NMR-
spektrometara. S obzirom na navedene prednosti, spektroskopija NMR ¢e u blizoj

buducnosti vrlo vjerojatno postati jedan od najvaznijih dijagnostickih alata.
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