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Prof. dr hab. Zygmunt Sidorczyk
Emerytowany profesor zwyczajny
Uniwersytetu Lodzkiego

1940-2012

Prof. dr hab. Zygmunt Sidorczyk - biochemik, mikro-
biolog, specjalista w zakresie immunochemii bakterii
zmart 26 sierpnia 2012 r. w Lodzi. Byl osobg zastuzona
dla rozwoju mikrobiologii polskiej, w szczegdlnosci
tédzkiego o$rodka mikrobiologicznego.

Profesor Zygmunt Sidorczyk urodzil sie w 1940r.
w Czyzewicach na wschodnich terenach Polski, w jej
granicach sprzed IT Wojny Swiatowej. Po wojnie Jego
rodzina osiadta w Swedowie na ziemi t6dzkiej. Uczyl sie
w Szkole Podstawowej w Swedowie i Liceum Ogolno-
ksztalcacym w Zgierzu. Studia biologiczne na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu L.odzkiego w zakre-
sie biochemii ukonczyt w 1964 r., uzyskujac tytut magi-
stra. W tym samym roku rozpoczal prace jako asystent
w Zaktadzie Mikrobiologii Ogélne w Instytucie Mikro-
biologii UL. Stopien doktora uzyskal w roku 1972, pod
opieka promotorska prof. dr hab. Krystyny Kotetko.
Habilitowat si¢ w roku 1981, a tytul profesora otrzymat
w roku 1992. Odbyt kilka stazy naukowych w Insty-
tucie Immunobiologii im. Maxa Planka we Freiburgu
w Niemczach, a nastepnie w Forschungszentrum Borstel
w Niemczech. Wspotpracowat takze z Instytutem Chemii

Organicznej Rosyjskiej Akademii Nauk w Moskwie.
Wizytowal tez inne zagraniczne o$rodki naukowe.

Interesowal sie strukturg chemiczng i swoistoscig
antygenowa lipopolisacharydu (LPS, endotoksyny)
uropatogennych bakterii z rodzaju Proteus, a zwlaszcza
Proteus penneri, bakteriom ktérym z zespolem badaw-
czym poswiecil najwigcej uwagi. Jego badania przyczy-
nily si¢ do poznania struktury chemicznej wszystkich
regionow LPS paleczek Proteus: czgsci O-swoistej,
rdzenia i lipidu A. Zajmowal si¢ tez z zespotem swo-
isto$cia serologiczng antygenu O i regionu rdzeniowego
LPS tych bakterii. Bogaty dorobek naukowy Profesora
Zygmunta Sidorczyka obejmuje ponad 100 publikacji
prac doswiadczalnych oraz artykutéw przegladowych
i wspétautorstwo podrecznika akademickiego. Kierowat
7 grantami finansowanymi z Komitetu Badan Nauko-
wych. Wypromowal 7 doktoréw i ponad 80 magistrow
mikrobiologii. Recenzowat ponad 30 prac doktorskich,
byl tez recenzentem w kilkunastu przewodach habilita-
cyjnych i postegpowaniach profesorskich.

Od 1990r. do przejscia na emerytur¢ w roku 2000
kierowal Zaktadem Mikrobiologii Ogolnej. Juz jako
adiunkt wykladal mikrobiologie ogdlng, a pozniej jako
docent i profesor takze mikrobiologie $rodowiskowa
dla studentéw biologii, specjalnosci mikrobiologiczne;.
Prowadzil tez specjalistyczne wyktady monograficzne
z immunochemii drobnoustrojéw oraz proseminaria
i seminaria dla studentéw mikrobiologii.

Prof. dr hab. Z. Sidorczyk pelnit tez szereg funkeji
organizacyjnych. W latach 1984-1991 byl Zastepca
Dyrektora, a w latach 1991-1996 Dyrektorem Insty-
tutu Mikrobiologii UL, w latach 1996-2003 V-ce Prze-
wodniczagcym Komitetu Mikrobiologii PAN, a w latach
1999-2003 V-ce Przewodniczacym Rady Naukowej
Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w Lodzi. Byt
czlonkiem International Endotoxin Society i Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw. Za swa dziatalno$¢ byt
m.in. wyrézniony Medalem Komisji Edukacji Narodo-
wej, Ztotym Krzyzem Zastugi i Krzyzem Kawalerskim
Orderu Odrodzenia Polski, a takze nagrodami Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz Sekretarza Nauko-
wego PAN i Rektora UL.

Odszed! naukowiec, ktérego wyniki badan znaczaco
rozszerzyly nasza wiedzg o endotoksynach bakterii, ich
strukturze i swoisto$ci serologicznej. Jego osiagnigcia
badawcze i organizacyjne przyczynily si¢ do ugrunto-
wania wysokiej pozycji mikrobiologii nie tylko w Polsce,
ale dzigki wspolpracy Zmarlego z osrodkami zagranicz-
nymi, takze poza naszym Krajem.

Pozostanie w naszej pamieci na zawsze!

Antoni Rézalski
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HUMAN MICROBIOME PROJECT
- MIKROFLORA JELIT ORAZ JE] WPLYW NA FIZJOLOGIE
I ZDROWIE CZLOWIEKA

Joanna Olszewska', Elzbieta Katarzyna Jagusztyn-Krynicka™

! Zakiad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii Uniwersytetu Warszawskiego
02-096 Warszawa, ul. Miecznikowa 1

Wplynelo w kwietniu 2012 r.

1. Wstep. 2. HMP - ogélna charakterystyka. 3. Mikroflora jelit. 3.1. Réznorodno$¢ taksonomiczna mikroflory jelit czlowieka. 3.2. ,,Core
microbiome” jelit. 3.3. Zmiany mikroflory jelit w zalezno$ci od wieku. 3.4. Wplyw diety i genotypu gospodarza na ré6znorodno$¢ mikroflory
jelit. 3.5. Wybrane funkcje mikroflory jelit. 3.6. Mikroflora jelit czlowieka a choroby. 3.6.1. Nowotwory. 3.6.2. Otyto$¢. 4. Podsumowanie

Human Microbiome Project - influence of gut microbiota on human physiology and health

Abstract: The HMP (Human Microbiome Project) is one of several international projects which use metagenomic analysis to study
human health. The HMP is a logical conceptual and experimental extension of Human Genome Project. The first part of the review
presents general characteristic of the project, its goals and implementation phases.

The gastrointestinal tract microbiota is extremely dense and diverse. Microbiota genes encode many biochemical pathways that
humans have not evolved. Gut microbiota composition is influenced by human age, diet and genotype and its shifts are associated with
many diseases. This review summarizes the latest research concerning the association of gut microbial ecology with the mechanisms by
which microbes in the gut may mediate host physiology and metabolism in the context of obesity and cancer.

1. Introduction. 2. HMP - general characteristic. 3. Gut microbiota. 3.1. Microbial diversity of the human gut microbiota. 3.2. Gastrointestinal
tract core microbiome. 3.3. Intestinal microbiota composition over human life. 3.4. Influence of diet and human genotype on gut microbiota.

3.5. Selected activities of gut microbiota 3.6. Gut microbiota and diseases. 3.6.1. Cancer. 3.6.2. Obesity. 4. Summary

Stowa kluczowe: HMP (Human Microbiome Project), mikrobiom jelit, nowotwory, otyto$¢

Key words:

HMP (Human Microbiome Project), gut microbiota, cancer, obesity

1. Wstep

Przed ukonczeniem realizacji projektu HGP (Human
Genome Project), niektorzy badacze przewidywali iden-
tyfikacje okoto 100000 genéw w genomie czlowieka.
Zaskoczeniem okazat si¢ fakt, ze genom ludzki zawiera
tylko ok. 20 000 kodujacych biatka gendéw, co nie rézni
go zbytnio od genomu muszki owocowej. Jezeli jednak
rozszerzymy nieco nasze spojrzenie na ludzki organizm,
okaze sig, ze liczba 100 000 genéw to o wiele za malo,
aby go scharakteryzowa¢ [86]. Wynika to z faktu, ze
cialo dorostego, zdrowego cztowieka jest srodowiskiem
zycia dla co najmniej 10 razy wigcej komorek bakterii
niz naszych wtasnych, a wiekszos$¢ z nich zasiedla nasz
przewod pokarmowy, gléwnie jelito (10**-10"* komérek
bakterii i archeonéw) [1, 79], nie wspominajac juz
o zwigzanych z nimi bakteriofagach, ktérych liczbe sza-
cuje sie na rzad wielko$ci wyzsza niz liczba bakterii [1].

Jezeli rozpatrywalibysmy organizm czlowieka jako
polaczenie komorek ludzkich i mikroorganizméw,
genom jako sume ludzkich genéw i genéw mikro-
organizmoéw, a wypadkowe wlasciwosci metabolizmu
jako mieszanke cech metabolizmu czlowieka i mikro-
organizmow zasiedlajacych go, wyloni si¢ nam obraz

czlowieka stanowigcego spojnie funkcjonujacy ,,super-
organizmy, gdzie mikroorganizmy nadaja mu cechy,
ktérych sam nie bytby w stanie rozwina¢ [29, 86]. Jesz-
cze przed zakonczeniem realizacji Human Genome
Project zdawano sobie sprawe z tego faktu i postulo-
wano, ze chociaz zsekwencjonowanie genomu ludzkiego
bedzie ogromnym osiggnieciem biologii, nie bedzie
kompletne, dopoki nie zrozumiemy synergistycznych
powiazan pomiedzy czlowiekiem a mikroorganizmami
zasiedlajgcymi nasz organizm [11]. Wiedzac, jak stabo
poznana jest nasza endogenna flora bakteryjna, suge-
rowano wtedy stworzenie ,,second human genome pro-
ject” zaktadajacego zsekwenjonowanie genoméw mikro-
organizmow z czterech istotnych miejsc bytowania
drobnoustrojow w ciele cztowieka: jamy ustnej, jelita,
pochwy i skory. Realizacja takiego projektu miataby
pomdc w wypelnieniu kluczowej luki w zrozumieniu
ewolucji, rozwoju, funkeji ukladu immunologicznego
i chorob czlowieka [74, 75].

Dzigki staraniom wielu wybitnych naukowcow swia-
domych potrzeby wnikliwego zbadania mikroflory
czlowieka, w 2007 roku zostal zainicjowany Human
Microbiome Project — ogdlno$wiatowa inicjatywa majaca
na celu poznanie genoméw mikroorganizmoéow jako

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki Bakterii UW, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: kjkryn@biol.uw.edu.pl
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skladnikow genomu czlowieka, ksztaltujacych jego meta-
bolizm i ich wplywu na procesy fizjologiczne oraz pre-
dyspozycje do zapadalnosci na rézne choroby [86].

Pojecie mikrobiomu czlowieka zostalo po raz pierw-
szy zaproponowane przez J. Lederberga w2001 roku,
dla opisania ekologicznej spolecznosci komensalnych,
symbiotycznych i patogennych mikroorganizmow, ktére
w dostownym sensie dzielg naszg przestrzen zyciowa
[52]. Jednak dzi$, zgodnie z pierwszym oficjalnie wyda-
nym opisem zalozen HMP, termin ten czesciej stosuje
sie w odniesieniu do wszystkich genoméw mikroorga-
nizméw zyjacych w i na ciele czlowieka, samemu za$
zespolowi tych mikrobow nadajac pojecie ,,mikrobiota”
[86, 93]. Co zrozumiale, na poczatku wigkszos¢ badan
byta skoncentrowana na analizie mikroorganizmoéow
chorobotwdrczych, mniej z nich dotyczyto korzysci
wynikajgcych z obecnosci niepatogennej mikroflory
w ludzkich organizmach [72]. Jednak do$¢ szybko
zaczgto uswiadamiaé sobie, ze nie wszystkie oddzia-
tywania pomiedzy mikroorganizmami a czltowiekiem
doprowadzaja do powstawania chordb, ze nasze orga-
nizmy s3 zamieszkiwane przez wiele komensalnych
mikroorganizmoéw, ktore czesto nie tylko nie wywotuja
chordb, ale nawet przynosza nam widoczne korzysci
[13]. Przykladem interesujacego podejscia z poczatku
XX wieku do mikroflory cztowieka moze by¢ dziatal-
nos¢ Arthura I. Kenedalla, ktéryjuz w1909 r., czyli
ponad 100 lat temu, w Journal of Biological Chemistry
opublikowal artykut Some observations on the study of
the intestinal bacteria, w ktorym koncentruje si¢ na ana-
lizie wpltywu diety na nasza mikroflore i efektach jakie ta
mikroflora wywiera na zdrowie cztowieka [1]. Rowniez
laureat Nagrody Nobla z 1908 roku, Elie Metchnikoft,
w artykule Prolongation of life: optimistic studies postu-
lowal, ze pewne bakterie mogg polepsza¢ stan zdrowia
gospodarza [9]. Co istotne, prace tak dawne jak m.in. ta
autorstwa Kenedalla zawieraly wiele pytan, ktore
dzi$ nadal sg aktualne i probuje sie je wyjasni¢ poprzez
realizacje zadan HMP.

Korzystne zaleznosci oddziatywan pomiedzy mikro-
organizmami a gospodarzem byty badane przez ponad
wiek, ale dopiero odkrycia biologii molekularnej umozli-
wily dokladniejsze zrozumienie problemu. Nalezy pamie-
tad, ze wigkszo$¢ naszej dotychczasowej wiedzy opierata
sie na badaniach mikroorganizmow, ktére potrafilismy
hodowa¢. Ocenia si¢, ze nawet 20-80% mikroorga-
nizméw zwigzanych z czlowiekiem (w zalezno$ci od
miejsca bytowania w organizmie czlowieka), nie jesteSmy
w stanie wyhodowac, co prawdopodobnie skutkuje nie-
docenianiem znaczenia ich réznorodnoéci [18, 72].

Poczatkowe proby okreslenia liczby i filogenetycznego
pokrewienstwa mikroorganizmoéw cztowieka polegaty na
analizie stosunkowo dobrze konserwowanej sekwencji
nukleotydowej 16S rRNA w preparatach pochodzacych
z mieszaniny organizmoéw [72]. Przez dlugi czas, do pet-

JOANNA OLSZEWSKA, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

nego scharakteryzowania ich biologicznej i genetycznej
natury, byly konieczne czyste kultury bakterii, a analizy
16S rRNA pozwalaly jedynie na ujawnienie obecnosci
tych niezdolnych do wzrostu in vitro mikroorganizmodw,
nie zapewniajac informacji o funkcjonowaniu ich spo-
tecznosci. Aktualnie poza analizami 16S rRNA bada si¢
zlozonos¢ probek na drodze sekwencjonowania mate-
rialu genetycznego uzyskanego bezposrednio ze $ro-
dowiska. To podejscie jest nazywane ,,metagenomikg”.
Termin metagenomika zostal zaproponowany przez
prof. . Handelsmana wroku 1998 [31].

Juz teraz wiadomo, ze ogromna role w przysztych
badaniach odegraja, oprocz metagenomiki, réwniez
badania mRNA (metatranskryptomika), biatek (meta-
proteomika) i sieci metabolicznych (metainterakto-
mika), gdyz sama metagenomika nie zapewnia bez-
posrednich informacji o tym, ktore geny sg w danych
warunkach funkcjonalne [86].

2. HMP - ogolna charakterystyka

Wezeéniejsze badania analizujgce mikroflore czto-
wieka staly sie inspiracja do rozpoczecia przedsigwziec
realizowanych na duzo wieksza skale. W listopadzie
2005 roku w Paryzu odbylo si¢ miedzynarodowe spot
kanie zorganizowane przez French National Institute
for Agricultural Research (INRA), ktére zaowocowato
podjeciem decyzji o utworzeniu Human Instestinal
Metagenome Initiative (HIMI), w celu dokladniej-
szego poznania wpltywu mikroflory jelitowej cztowieka
na nasze zdrowie i choroby, oraz zaleceniem powola-
nia International Human Microbiome Consortium
(IHMC), aby gromadzi¢ wyniki badan ptyngcych z labo-
ratoriéw catego $wiata (http://human-microbiome.org/).
W niedlugo potem, miala miejsce dyskusja na temat
zalet powstania sponsorowanego przez NIH (The Natio-
nal Institutes of Health, a part of the U.S. Department
of Health and Human Services) Human Microbiome
Project (HMP), ktory mialby zaja¢ si¢ tematem mikro-
flory czlowieka nieco szerzej - uwzgledniajac nie tylko
mikroorganizmy kolonizujace jelito, ale tez inne nisze
ekologiczne, takie jak: jama ustna, ukltad moczowo-
-plciowy ($luzéwka pochwy), skdra oraz uklad odde-
chowy ($luzéwka jamy nosowej).

Zainicjowany w 2007 roku HMP jest 5-letnim pro-
jektem, realizowanym z duzym naktadem finansowym,
ktérego gléwnym celem jest wykonanie charakterystyki
mikroflory czlowieka w stopniu, ktéry umozliwi bada-
nie jej zmian w odniesieniu do populacji, genotypu,
stanu zdrowia, wieku, sktadnikéw pokarmowych, sto-
sowanych lekow i $rodowiska zycia oraz jej wplywu
na rézne choroby. Uznano, ze dzigki wystandaryzowa-
niu metod i zrédel pobieranych préb i zastosowaniu
najnowszych strategii badawczych, bedziemy w stanie
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poprawia¢ nasze zdrowie przez monitorowanie i mani-
pulacje mikroflorg [72].

HMP jest w sensie logicznym, pojeciowym i ekspe-
rymentalnym rozszerzeniem Human Genome Project
i stanowi interdyscyplinarne polaczenie réznych projek-
tow realizowanych jednocze$nie na kilku kontynentach,
a jego powstanie byto mozliwe gtéwnie dzigki zastoso-
waniu najnowszych metod laboratoryjnych. Opracowa-
nie technik globalnych analiz materialu genetycznego
czy bialek umozliwito mikrobiologii wej$cie w nowq ere,
rozszerzajac obiekt jej badan z wlasciwosci pojedynczo
wyizolowanych organizméw do catych spolecznosci
mikroorganizméw [86]. W ramach HMP zalozono
sekwencjonowanie okolo 1000 referencyjnych geno-
mow mikroorganizméw powszechnie wystepujacych
w organizmie cztowieka, w tym okoto 600 bakteryjnych,
anastepnie prowadzenie analiz metagenomowych, ktére
pozwola na scharakteryzowanie spofecznosci bakteryj-
nych kolonizujacych konkretne nisze ekologiczne: drogi
oddechowe (nos), skore, przewdd pokarmowy i drogi
moczowo-plciowe. W ciggu 5 lat, od 2009 do 2014 roku,
przewidywane jest zsekwencjonowanie catych mikro-
biomdéw 250 ochotnikéw [97].

Gléwne cele HMP sg nastepujace:

o Ustalenie kwestii posiadania przez ludzi wspélnej,

»rdzeniowej” (,,core”) mikroflory,

« Sprawdzenie korelacji zmian ludzkiej mikroflory
ze zmianami stanu zdrowotnego czltowieka,

« Skonstruowanie nowych i udoskonalanie juz obec-
nych narzedzi technologicznych i bioinformatycz-
nych potrzebnych do zrealizowania celow HMP,
aby umozliwi¢ hodowle wigkszej liczby mikroor-
ganizméw lub opracowa¢ inne rozwigzania uzy-
teczne do ich analiz oraz umozliwi¢ uporzadkowa-
nie i prace nad ogromng liczbg danych zbieranych
w czasie trwania projektu,

» Rozwiazanie etycznych, prawnych i spotecznych
probleméw zwigzanych z badaniami nad mikro-
florg cztowieka [97].

HMP zakladat realizacje projektu w trzech etapach.
Pierwszy etap to pozyskiwanie prébek i ich wstepna
analiza. Pierwszym stadium tego etapu jest stworzenie
referencyjnych zestawdéw genomoéw mikroorganizméow
czlowieka, ktore wystepuja w okreslonych czesciach
ciala: nosie, jamie ustnej, skorze, przewodzie pokar-
mowym i drogach moczowo-plciowych, przez wyko-
rzystanie danych eksperymentalnych zsekwencjonowa-
nych wczesniej genomoéw mikroorganizméw, gléwnie
zdolnych do wzrostu in vitro. Bardzo istotne na tym
etapie badan jest przeprowadzenie analiz poréwnaw-
czych wybranych genoméw na poziomie 16S rRNA
i stworzenie ogoélnodostepnych baz danych. Analizom
tym towarzyszg poszukiwania nowych metod hodowli
mikroorganizmoéw, ktére do tej pory uchodzily za nie-
zdolne do wzrostu in vitro i ulepszanie metod juz sto-
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sowanych. Drugie stadium to uzyskiwanie metodami
metagenomowymi referencyjnych zestawdw ludzkiego
mikrobiomu, gdzie uwaga skupia si¢ w duzej mierze na
analizach mikroflory organizméw mono- i dizygotycz-
nych bliznigt oraz ich matek. Trzecie stadium obejmuje
uzyskiwanie probek od ludzi klasyfikowanych na pod-
stawie roznych kryteriow, a badania obejmuja nieco dal-
szych cztonkéw rodziny (np. ojcdéw, rodzenstwo) oraz
ludzi w réznym wieku, uwzgledniajac tez roznice demo-
graficzne, socjo-ekonomiczne, kulturowe i mieszkancow
krajow, gdzie nastepuje szybki rozwoj technologiczny
i gwaltowne zmiany trybu zycia. Przedsigwzigeciom tym
nieustannie towarzyszy rozwdj narzedzi, w tym bio-
informatycznych niezbednych do analizy transkrypto-
mow, proteomow i metabolomow.

Na drugi etap sktadaja sie¢ doktadniejsze badania
mikroflory wybranych ludzi spetniajacych wyznaczone
kryteria. Okreslenie poziomu szczegélowosci prowa-
dzenia analizy sekwencyjnej oraz liczby badanych oséb
jest kluczowe w celu scharakteryzowania ,pelnego”
ludzkiego mikrobiomu. Na tym etapie poszukuje si¢
tez gatunkéw drobnoustrojow blisko spokrewnionych
z tymi zwigzanymi z ludzkim organizmem albo posiada-
jacych wspoélne z nimi geny, ktére wystepuja w organiz-
mach innych ssakéw oraz swobodnie w srodowisku,
w celu zsekwencjonowania ich genomoéw i zdefiniowa-
nia nisz ich bytowania.

Celem trzeciego etapu nazywanego ,global human
microbiome diversity project” jest poréwnanie duzej
liczby préb pobranych od ludzi z rejonéw oddalonych
od siebie w sensie geograficznym, demograficznym
i kulturowym. Niezwykle istotnym elementem tego
etapu jest takze wybranie 0s6b o zréznicowanym sta-
nie zdrowotnym, cierpiacych na rézne choroby i odna-
lezienie zwigzku tych dolegliwosci z mikroflorg zasie-
dlajacg ich organizmy, a takze zsekwencjonowanie DNA
probek srodowiskowych z miejsc bedacych rezerwu-
arami mikroorganizmoéw i powigzanie uzyskanych infor-
magcji z danymi dotyczacymi wymiany gendw i catych
mikroorganizméw miedzy nimi a organizmem czlo-
wieka. Zdobyta wiedza znajdzie potencjalnie zastosowa-
nie w tworzeniu testow diagnostycznych, terapiach, dzia-
taniach majacych na celu polepszenie swiatowych sieci
zywieniowych, a takze edukacji zdrowotnej zaréwno
pojedynczych jednostek jak i catych spotecznosci [86].

Jednym z pierwszych istotnych probleméw podczas
badan prowadzonych w ramach HMP byla kwestia,
ktére probki, od jakich ludzi, mozna uznac za ‘referen-
cyjne. Wiadomo bylo, ze niemozliwym bedzie uzyskanie
tak duzej liczby, tak réznorodnych préb, aby stanowity
catkowicie wiarygodna reprezentacj¢ mikroorganiz-
mow calej ludzkiej populacji. Mozna bedzie jedynie
dotozy¢ staran, zeby ta liczba i réznorodnosé, w sensie
rasy, grupy etnicznej i innych demograficznych cech,
jak najbardziej odzwierciedlala badane spoleczenstwa.
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Nastepnym waznym krokiem podjetym w celu przy-
spieszenia, a moze nawet umozliwienia prowadzenia
analiz, byto wprowadzenie terminu ,normalny” zamiast
»zdrowy” w odniesieniu do wolontariuszy, od ktérych
pobierano probki. Gdyby sie tak nie stalo, istnialoby
zbyt wiele klinicznych kryteriéw ograniczajacych przyj-
mowanie do projektu nowych chetnych, gdyz brani
byliby pod uwage tylko ludzie zdrowi w kazdym aspek-
cie, w odniesieniu do kazdego miejsca ciala cztowieka.

Takze ujednolicenie danych naptywajacych z réznych
laboratoriéw ma znaczgcy wplyw na wyniki prowadzo-
nych badan. Okreslono dokladnie metody pobierania
prob i sekwencjonowania DNA, a takze przeprowa-
dzono eksperymenty, gdzie zrekonstruowano sztuczny
zespOl mikroorganizmow, zeby sprawdzi¢ wiarygodno$é
i poréwnywalnos¢ dostarczanych danych. Serie naste-
pujacych kolejno po sobie eksperymentéw z wykorzy-
staniem nowych narzedzi maja na celu wyeliminowanie
wszelkich artefaktow [72].

Wazny element HMP stanowia aspekty etyczne,
prawne i socjologiczne. Szczegolnie istotna jest ochrona
prywatnosci ochotnikéw, od ktorych pobierane sg mate-
riaty do badan i informowanie ich o korzysciach i zagro-
zeniach uczestnictwa w projekcie. Dane gromadzone
z analiz mikrobiomu stajg si¢ powszechnie dost¢pne,
ale juz do sekwencji nukleotydowych DNA ludzkiego
genomu i informacji medycznych o uczestnikach dostep
maja wylacznie naukowcy bioracy udzial w przedsie-
wzieciu. Jednak coraz cze$ciej zadawane sg pytania, czy
nawet ten zestaw mikroflory nie jest unikatowy dla kaz-
dego czlowieka i nie stanowi swoistego ,,odcisku palca’,
co moze by¢ wykorzystywane w technikach $ledczych.
Kolejnymi sprawami sg bezpieczenstwo badanych oséb
w sensie fizycznym, czy tez kwestie etyczne - szczegol-
nie dotyczy to prenatalnych i neonatalnych manipulacji
ludzka mikroflorg. Potencjalne zastosowania zgroma-
dzonej wiedzy w leczeniu i zapobieganiu chorobom sa
bardzo rozlegte, lecz istnieje tez obawa, ze powszechnie
dostepne wyniki badan moga stac si¢ groznym narze-
dziem o potencjalnym wykorzystaniu w atakach bio-
terrorystycznych [72, 86, 97].

3. Mikroflora jelit

Stosunkowo najwiecej uwagi w badaniach nad mi-
krobiomem czlowieka poswigca si¢ analizie réznorod-
nosci mikroorganizméw obecnych w przewodzie pokar-
mowym (GI - gastrointestinal tract), a w szczeg6lnosci
w jelitach, nazywajac czesto ich genomy trzecim glow-
nym genomem ssakow, zaraz po jadrowym i mitochon-
drialnym [9]. I jest to w pelni uzasadnione. GI zapewnia
doskonate warunki do zycia i wzrostu zaréwno bak-
teriom komensalnym, normalnie tam wystepujacym,
ale tez dostarczanym wraz z pozywieniem, ktore moga
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W znaczacy sposob wplywaé na procesy zachodzace
w tej niszy ekologicznej. Istotnie, bogactwo mikroorga-
nizmoéw w jelicie jest ogromne, stanowi ono najgestszy
naturalny ekosystem bakteryjny z dotychczas pozna-
nych. Jak juz zostalo wspomniane na poczatku pracy,
szacuje sie, ze liczba komérek mikroorganizméw w ciele
czlowieka dziesieciokrotnie przewyzsza liczbe naszych
wlasnych somatycznych i plciowych komoérek, a naj-
wigksza i najbardziej zlozona jest zawartos¢ jelita, gdzie
liczbe¢ drobnoustrojoéw szacuje si¢ nawet na 10" komo-
rek, a 1 g kalu czlowieka zawiera 10'2 komorek bakterii
[33, 54]. Ogromna przewaga liczebnosci i réznorod-
nosci taksonomicznej bakterii w przewodzie pokar-
mowym nad innymi niszami w ciele czlowieka (skora,
jama ustna, drogi moczowo-plciowe) zostala potwier-
dzona w wielu badaniach [13]. Metagenomowe analizy
ludzkiego mikrobiomu wykazaly, ze w jelicie znajduje
sie 3,3 miliona unikatowych gendw, czyli 150 razy wie-
cej niz w naszym wlasnym genomie, a réznorodnosé
bakterii jelitowych jest szacowana na ponad 1000 gatun-
kéw [11, 93].

Mikroflora jelit wpltywa na wiele aspektéw naszej
fizjologii i nadaje nam cechy, ktérych sami nie byli-
bysmy w stanie rozwing¢. Zawiera geny, ktére nie wyste-
puja w komoérkach ssakéw, a pomimo to, sa niezbedne
dla utrzymania optymalnego poziomu zdrowia [9].
Zaburzenia i zmiany skladu mikroflory przyczyniaja
sie do powstawania wielu réznorodnych choréb. Czes¢
z nich zostanie przedstawiona w dalszej cze$ci tej pracy
przegladowej.

3.1. Roznorodnos¢ taksonomiczna mikroflory jelit

Bakterie zasiedlajg Ziemie od co najmniej 2,5 miliarda
lat. Znane jest 55 typow bakterii, jednak w ludzkich jeli-
tach wystepuje tylko czes¢ z nich (m.in. Firmicutes, Bac-
teroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Spirochaeates), a dwa
typy: Bacteroidetes i Firmicutes sa zdecydowanie domi-
nujace [54].

Dane eksperymentalne pierwszej przeprowadzo-
nej na duzg skale molekularnej analizy réznorodnosci
mikroflory jelit (13 335 sekwencji 16S rRNA ze §luzéwki
jelit trzech dorostych oséb i po jednej prébce katu od
kazdej z tych oséb) zostaly opublikowane w 2005 roku
[18]. Rezultatem bylo powstanie najwickszej bazy
danych sekwencji nukleotydowych 16S rRNA z poje-
dynczego badania nad jakimkolwiek ekosystemem.
Zidentyfikowano az 395 gatunkow bakterii i jeden
gatunek archeonu, Methanobrevibacter smithii. Liczba
poszczegolnych sekwencji nukleotydowych reprezen-
tujacych kazdy takson stanowila miare obfitosci jego
wystepowania w jelicie. Wiekszo$¢ ze zidentyfikowa-
nych w tym badaniu organizméw nalezata do dwoch
typow: Firmicutes (301 z 395 gatunkow) i Bacteroide-
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tes (65), co bylo zgodne z wczesniejszymi analizami
sekwencji nukleotydowych 16S rRNA [34, 38, 91]. Naj-
wigcej zas (95%) sekwencji nukleotydowych w obrebie
Firmicutes pochodzito z materialu genetycznego bak-
terii klasy Clostridium. W tym samym badaniu autorzy
zasygnalizowali réwniez, Ze okolo 80% gatunkow bakte-
rii zasiedlajacych ludzkie jelita nie potrafimy hodowac,
a nowo odkryte gatunki stanowily w przeprowadzonej
analizie az 60% wszystkich wykrytych gatunkow. Jed-
nak juz nawet wtedy przewidywano, ze mata czulos§¢
analiz przeprowadzanych z wykorzystaniem16S rRNA
moze zaniza¢ réznorodnos¢ bakterii we florze jelit, co
potwierdzily pdzniejsze badania nad microbiomem jelit
opublikowane w 2010 roku, ktore szacowaly to zrdz-
nicowanie na 1000-1150 gatunkéw w calej puli bak-
terii uzyskanych od 124 oséb [70]. Inna opublikowana
w 2007 roku analiza ponad 45 000 bakteryjnych sekwen-
cji nukleotydowych 16S rRNA dostarczyta podobnych
danych, jezeli chodzi o udzial klas bakterii w mikro-
florze jelit. Ponad 98% wszystkich gatunkéw nalezata
do jednego z czterech typow: Firmicutes (64%), Bac-
teroidetes (23%), Proteobacteria (8%) i Actinobacteria
(3%), natomiast udzial innych grup taksonomicznych
byt raczej zmienny [23]. Chociaz w réznych badaniach
pojawiaja sie czasem odmienne proporcje liczebnosci
pomiedzy poszczegdlnymi grupami taksonomicznymi
bakterii, naukowcy s3 zgodni, co do dominacji w jelicie
mikroorganizméw nalezacych do dwoch typow: Firmi-
cutes i Bacteroidetes.

Oproécz badan skupiajacych sie na skladzie mikro-
flory jelitowej w momencie pobierania probki, prowa-
dzone byly diugookresowe analizy trwajace od kilku
miesiecy do dwdch lat, majace na celu sprawdzenie
zmian w skladzie gatunkowym bakterii w réznych
przedziatach czasu, dotyczace zar6wno ogolnej propor-
cji pomiedzy grupami taksonomicznymi, jak i dokfad-
niejszych analiz liczebnosci poszczegdlnych gatunkow,
ktérych obecnos¢ jest obserwowana u wigkszosci ludzi
(m.in. Clostridium coccoides, Clostridium leptum, Bac-
teroides fragilis). Wykazaly one, ze sklad mikroflory
jelitowej dorostego czlowieka nie ulega drastycznym
zmianom w czasie i jest do$¢ stabilny [36, 63, 94].

Badania domeny Archaea w jelitach dotycza gléwnie
archeonéw metanogennych. Nie wystepujg one jednak
w jelitach wszystkich ludzi [22]. Oprocz wspomnianego
wczesniej gatunku Methanobrevibacter smithii, dos¢
doktadnie udalo si¢ opisa¢ i zsekwencjonowaé genom
jeszcze jednego przedstawiciela Archaea, mianowicie
Methanosphaera stadtmane [17, 25]. Gatunek ten ma
najbardziej ograniczony metabolizm ze wszystkich
metanogennych archeonéw [25], co thumaczy jego rzad-
sze wystepowanie niz M. smithii [18, 68, 80]. Podczas
gdy M. smithii wykorzystuje H, i CO,, M. stadtmanea
korzysta z metanolu do produkcji metanu i syntezy ATP
[25]. Poziom metanolu wzrasta przy degradacji pektyn
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przez bakterie beztlenowe np. niektére gatunki Bacte-
roides [46], co umozliwia M. stadtmanea wystgpowanie
w $rodowisku jelit, gdzie znajduje si¢ wiele gatunkow
bakterii tego rodzaju.

Dzigki zastosowaniu metod niezaleznych od otrzy-
mywania czystych kultur zidentyfikowano réwniez mata
liczbe przedstawicieli rzedu Methanosarcinales oraz
gatunek Methanobrevibacter orali [80].

Stosunkowo nieduza liczba badan zostata przepro-
wadzona w celu zanalizowania réznorodnosci wiruséw
w ludzkich jelitach. Wykryto jednak, ze w przeciwien-
stwie do spotecznosci bakteryjnych, ktérych skiad jest
duzo bardziej podobny u ludzi spokrewnionych, rézno-
rodno$¢ wirusow w jelitach jest unikatowa dla poszcze-
golnych oséb i nie zalezy od stopnia pokrewienstwa.
Jednak, pomimo znacznych interpersonalnych wariacji
w zawarto$ci wirusow i ich materialu genetycznego, ich
réznorodno$¢ wewnatrz jednego organizmu jest bardzo
mala, zdominowana przez zaledwie kilka fagéw, ktore
wykazuja wysoki poziom genetycznej stabilnosci [76].

3.2. ,,Core microbiome” jelit

W momencie zainicjowania HMP zadawano sobie
pytanie o istnienie rdzeniowego mikrobiomu cztowieka
(core microbiome), czyli zestawu gendw, ktdry bedzie
obecny u wszystkich/wiekszosci drobnoustrojow bada-
nych oséb. Badania przeprowadzone nad duza pulg bak-
teryjnego 16S rRNA (prawie 10 tysigcy nukleotydowych
sekwencji 16S rRNA niemal calej dlugosci i 2 miliony
fragmentow 16S rRNA) wykazaly, ze co prawda mikro-
biom jest po czesci wspdlny dla cztonkdéw rodzin, jed-
nak zestaw mikroorganizméw kazdej osoby rézni sie
pochodzeniem i sklfadem gatunkowym z poréwnywal-
nym poziomem roéznorodnosci pomiedzy dorostymi
monozygotycznymi i dizygotycznymi blizniakami [88].
Co zaskakujace, nie wykryto jednego gatunku bakterii
licznie (z zalozenia >0,5% zespotu mikroorganizmoéw)
wystepujacego u wszystkich badanych 154 oséb. Jed-
nakze analizy pozwolily zidentyfikowa¢ zestaw genow
mikroorganizméw obecny w badanych prébach, co
mogloby wskazywa¢ na istnienie wspélnego dla ludzi
mikrobiomu na poziomie nie gatunkowym, ale na pozio-
mie materialu genetycznego Otrzymane dane sugeruja,
ze na poziomie taksonomicznym o wspélnej mikroflorze
mozna moéwié tylko w przypadku matej populacji lub
biorac pod uwage nizszg niz 0,5% czestos¢ wystepowania
danego gatunku. Przeprowadzone nieco pdzniej meta-
genomowe badania probek zawartosci jelit 124 Europej-
czykow wykryly 18 gatunkéw obecnych u wszystkich
badanych oséb i 57 gatunkéw u 90% osoéb tej samej
populacji oraz udokumentowaly, ze wigkszos¢ ziden-
tyfikowanych genéw mikroorganizméw byla wspdlna
dla wszystkich badanych [70]. Jednakze dalsze analizy
czestosci wystepowania tych popularnych gatunkow
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u innych 0s6b wykazaly duzg réznorodnos¢ pomigdzy
mikroflorg poszczegdlnych osobnikéw. Otrzymane dane
pozwalaja wnioskowac, ze ,,core microbiota” w ludzkich
jelitach moze istnie¢ jedynie w dos¢ malej populacji
o okreslonej wielkosci, a zwigkszajac liczbe badanych
do nieograniczenie duzych rozmiaréw, powoduje si¢
zanik ,,core microbiota”. Problemy dotyczace badan nad
rdzeniowym mikrobiomem omawia praca przegladowa
Shadei Handelsman [83].

3.3. Zmiany mikroflory jelit w zaleznosci od wieku

Sktad mikroflory jelit, chociaz nie wykazuje istot-
nych zmian w czasie zycia dorostego cztowieka, ulega
znacznym modyfikacjom w ciggu pierwszych miesiecy
po urodzeniu, na co duzy wplyw maja czynniki srodo-
wiska. Po osiggnieciu przez dziecko okoto roku sktad ten
chociaz ciagle unikatowy, upodabnia si¢ do charaktery-
stycznego zestawu mikroorganizméw obserwowanego
u dorostych [71]. Podstawowe funkcje wyrazane przez
jelitowe mikroorganizmy, takie jak pobieranie sktad-
nikéw odzywczych, fermentacja sktadnikow pozywie-
nia, stymulacja ukladu odpornosciowego gospodarza,
ochrona przed patogenami zaczynajg ujawniac si¢ pod
koniec drugiego roku zycia [61]. Fakt ten potwierdzifa
opublikowana w 2007 roku praca japonskich naukow-
cow prezentujagca wyniki badan metagenomowych
probek katu 13 zdrowych osob, wérdd ktorych byli
zaréwno doroéli (w wieku 24-45 lat) jak i dzieci kar-
mione jeszcze naturalnym pokarmem (3-7 miesigcy)
oraz starsze (1.5 1 3 lata) [51]. Wykazano, ze, podczas
gdy sktad mikroflory dzieci karmionych piersig byt
stosunkowo prosty, z dominacja niewielu gatunkow,
lecz ujawnial duze réznice zaréwno w taksonomii bak-
terii jak 1 w zestawie genéw pomiedzy osobnikami, to
probki pobrane od starszych dzieci i oséb dorostych
byly bardziej zlozone gatunkowo, ale za to charaktery-
zowaly si¢ znaczng funkcjonalng jednorodnoscia (podo-
bienstwo sekwencji nukleotydowych), bez wzgledu na
wiek czy pte¢. W przeprowadzonych badaniach udo-
kumentowano wystepowanie réznic pomiedzy zesta-
wem gendw obecnych w mikrobiomie ludzi dorostych,
w poréwnaniu do mikrobiomu noworodkdw, co w duzej
mierze zwigzane jest ze spozywanym pokarmem. Istot-
nym przykltadem moze by¢ obecno$¢ bakterii gatunku
Bifidobacterium longum subsp. infantis w mikrobiomie
noworodkéw. Niedlugo po urodzeniu jelita karmionych
piersig dzieci sa szybko kolonizowane przez konsorcja
bakteryjne czesto zdominowane przez Bifidobacterium.
Ten gatunek posiada zdolno$¢ wykorzystywania zawar-
tych w mleku molekul o matej wartoéci odzywczej dla
noworodka (HMO - human milk oligosaccharides),
ktdre nie moga by¢ roztozone przez enzymy trawienne
gospodarza. Genom tej bakterii zawiera geny zwiazane
z katabolizmem, kodujace zewnatrzkomorkowe biatka
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wigzace i permeazy aktywowane pod wpltywem HMO,
co daje mu ogromng przewage nad innymi, nieposia-
dajacymi takich zdolno$ci grupami bakterii wystepu-
jacymi w przewodzie pokarmowym noworodkéw [82].
Réwniez inne badania wykazaly zwigzek mikroflory
jelit z karmieniem piersia, potwierdzajac duzy udzial
w procesach katabolicznych bakterii rodzajéow Bifido-
bacterium i Lactobacillus [30, 32]. Zrédta pochodzenia
tych wezesnych kolonizatoréw nie s do konca poznane,
chociaz wiadomo, ze pewne gatunki s przekazywane od
matki do dziecka [21, 62, 64]. Pod koniec wieku dojrze-
wania zostaje osiagniety pewien gorny poziom sktadu
mikroflory, ktéry jest dos¢ stabilny u zdrowych doro-
stych ludzi [24], a Clostridium leptum, Clostridium coc-
coides, Bacteroides i Bifidobacterium stanowia tu cztery
dominujace grupy [61]. Kolejne zmiany widoczne s3
u ludzi starszych. Mozna m.in. zaobserwowa¢ wtedy
zmniejszenie liczby Bifidobacterium i Bacteroides,
czemu towarzyszy takze spadek liczby rodzaju Lacto-
bacillus oraz proporcjonalny wzrost liczby fakultatyw-
nych beztlenowcdw, takich jak E. coli [37, 61]. Takze
stosunek Firmicutes do Bacteroidetes znacznie zmienia
sie w ciagu zycia, na poczatku wzrastajac wraz z wie-
kiem, aby potem znéw obnizy¢ sie u starszych osob
[61]. Warto dodag, ze zmiany tej proporcji moga mie¢
takze zwigzek z otylo$cig, co wskazuje na inng fizjo-
logie trawienia u starszych ludzi [55]. Jednak uogélnia-
jac, zarowno noworodki, ludzie w srednim wieku jak
i osoby starsze majg ograniczony do do$¢ matej liczby
zestaw typow mikroorganizmoéw, co wskazuje na ksztal-
towanie sie réznorodnosci mikroflory w jelicie pod silng
presja selekcyjng [33].

3.4. Wplyw diety i genotypu gospodarza
na réznorodnos¢ mikroflory jelit

Rézne czynniki srodowiskowe maja wplyw na mikro-
flore jelit. Do najistotniejszych mozna zaliczy¢ diete
gospodarza oraz jego status genetyczny. Wykazano na
przyklad, ze probki jelitowego mikrobiomu pobierane
od dorostych Japoniczykow i Amerykandw rdznig sie
skladem, gléwnie, jezeli chodzi o gatunki Bacteroides
i archeondéw. U Amerykandéw zawieraly one bardzo
malo sekwencji nukleotydowych i genéw gatunkow
Bacteroides oraz znaczng liczbe genéw nalezacych do
archeonoéw, podczas gdy u Japoniczykow bylo na odwrot:
obserwowano wysoka liczbe sekwencji nukleotydowych
i gendw Bacteroides i prawie catkowity brak genow nale-
zacych do archeondéw [28, 51]. Réwniez inne badanie,
ograniczajace si¢ do przeprowadzenia analiz mikro-
biota ludzi z jednego kontynentu, a nawet jednego kraju
(Japonii) wykryto znaczne rdéznice w réznorodnosci
mikroflory pomiedzy osobami mieszkajagcymi w mies-
cie i na wsi [8], co moglo by¢ spowodowane odmienng
dieta i statusem genetycznym gospodarzy.
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Oproécz wspomnianych wezesniej badan dotyczacych
réznic pomiedzy mirobiota karmionych mlekiem matki
noworodkow a starszych dzieci i dorostych, przeprowa-
dzono jeszcze wiele innych analiz wptywu pokarmu na
mikroflore. Wykazano na przyklad, ze popularne diety
majace na celu spadek wagi, oparte na spozywaniu
przede wszystkim bialek i matej ilosci weglowodandw,
moga powodowac zmiane skladu populacji bakterii
w jelicie grubym czlowieka i ich mikrobiologicznej
aktywnosci, a co za tym idzie, ich wplywu na zdrowie
gospodarza. Wprowadzajac okreslone diety i pobierajgc
probki kalu od badanych 0séb do analizy 16S rRNA przy
pomocy fluorescencyjnej hybrydyzacji in-situ (FISH),
wykazano, ze redukcja ilosci weglowodanéw w spozy-
wanych positkach prowadzi do spadku zawartosci w jeli-
tach bakterii produkujacych maslan: Roseburia spp.,
Eubacterium recitale oraz Bifidobacterium spp., ale nie
stymuluje zmian liczby Bacteroides spp., zas spozywanie
wiekszej ilosci weglowodandw skutkuje zwieckszeniem
ogolnej liczby komorek bakterii [3, 16, 78]. Prowadzone
bylo takze wiele innych badan dotyczacych wplywu
roznych diet, np. niskokalorycznych, czy zawierajacych
duzo oliwy z oliwek z dodatkiem liofilizowanych owo-
cow i ekstraktu z warzyw, ktére zmienialy kompozy-
cje mikroflory jelit, nie tylko zmniejszajac mase ciala
i zawarto$¢ thuszczow, ale tez redukujgc rozwoj gruczola-
kéw w jelitach myszy [58, 59]. By¢ moze, zmiany mikro-
flory zwigzane ze spozywaniem okreslonych pokarméow
moga posrednio przyczynia¢ sie do hamowania karcy-
nogenezy w komorkach jelit [59, 66].

Warto wspomnie¢, ze poziom liczebno$ci niektorych
sktadowych ludzkiej mikroflory jelit moze zostaé po-
$rednio zmieniony przez diet¢ z powodu aktywnosci
innych uczestnikow tej spotecznosci, ktdre sg juz bez-
posrednio zalezne od spozywanego przez gospodarza
pokarmu. W eksperymencie uzyto szczepy Bifidobac-
terium adolescentis oraz wykorzystujace mleczan i pro-
dukujgce maslan szczepy Eubacterium hallii i Anaero-
stipes caccae. Udokumentowano, ze E. hallii i A. caccae,
wysiane na podloze ze skrobig, nie byly w stanie same
utworzy¢ czystych kultur, natomiast kiedy byly hodo-
wane we wspolnych kulturach z B. adolescentis, ktore
dostarczaly im metabolitéw (mleczan, octan), pojawial
sie maslan (cross-feeding) [7].

Coraz wigcej dowodow wskazuje réwniez na wyrazny
wplyw statusu genetycznego gospodarza na kompozycje
mikroflory jelit. Poréwnania sekwencji 16S rRNA bak-
terii z probek kalu ludzi dorostych o réznym stopniu
pokrewienstwa, pokazaly m.in. wyraznie wyzsze podo-
bienstwo mikroflory jelit pomiedzy monozygotycznymi
blizniakami niz przypadku niespokrewnionych oséb
zyjacych w takich samych warunkach $rodowiskowych
np. malzenstw [95]. Poréwnania zestawdéw microbiota
pobranych od mono- i dizygotycznych blizniat jesz-
cze wyrazniej wskazaly na duze znaczenie genotypu
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gospodarza [85, 90]. Réwniez badania dotyczace osob
cierpigcych na chorobe zwang rodzinng goraczka $rod-
ziemnomorskg (FMF - Familial Mediterranean Fever),
warunkowang wystepowaniem mutacji w genie MEFV
(Mediterranean Fever), wskazaly na znaczne zmiany
kompozycji bakterii u oséb chorych, objawiajace sig
spadkiem ogodlnej liczby bakterii, mniejsza réznorod-
no$cig i powaznymi zmianami w populacjach bakterii
typow Bacteroidetes, Firmicutes i Proteobacteria. FMF
jest chorobg zapalna dziedziczaca si¢ autosomalnie rece-
sywnie, ktora charakteryzuje sie krotkimi, samoustepu-
jacymi nawrotami goraczki i zapaleniem bfon surowi-
czych. Najczesciej dotyka populacje pochodzace z okolic
basenu Morza Srédziemnego i Bliskiego Wschodu,
w tym Zydéw sefardyjskich, Ormian, Arabéw i Turkéw.
Gen MEFV koduje bialko odpowiadajgce za hamowanie
procesu zapalnego. W okresie remisji, kiedy nie obser-
wowano objawow chorobowych, réznorodnos¢ bakterii
byta bardziej zblizona do wystepujacej u 0séb zdrowych,
jednak wciaz znacznie odbiegala od normy, co wskazuje
na zaleznos¢ sktadu mikroflory jelit od odpowiednich
alleli w genotypie gospodarza [48].

3.5. Wybrane funkcje mikroflory jelit

Rozszyfrowanie biologicznych funkcji tak rézno-
rodnego taksonomicznie i dynamicznego kompleksu,
jakim jest ludzka mikroflora jelit oraz interakcji pomie-
dzy nig a gospodarzem nadal stanowi duze wyzwanie.
Powszechnie stosuje si¢ w tych badaniach uproszczone
modele ekosystemodw, takie jak zwierzeta gnotobio-
tyczne, zwierzeta ze zdefiniowanym zestawem drobno-
ustrojow normalnie wystepujacych w ich organizmach,
lub z przeszczepionymi mikroorganizmami charaktery-
stycznymi dla innych organizmoéw. Jako modele zwie-
rzece stosowane sg do tego celu gtéwnie myszy, §winie,
kurczaki oraz ryby z rodziny karpiowatych — Danio rerio.

Mikroorganizmy wplywaja w znaczacy sposob na
réwnowage energetyczna [5] i wspomagaja biotrans-
formacje licznych zwigzkéw chemicznych, do ktérych
przeprowadzenia sam organizm czlowieka nie jest przy-
stosowany [51, 69]. Dzieki tym ogromnym metabolicz-
nym zdolno$ciom umozliwiaja nam przeksztatcanie zto-
zonych skladnikéw pokarmowych, takich jak btonnik
(sktadniki $cian komorek roslinnych: celuloza, pektyny,
hemicelulozy, lignina) czy jelitowa mucyna w proste
cukry, krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SFCA,
short chain fatty acid,), gléwnie octan, propionian,
maslan i inne tatwo przyswajalne substancje [12, 28, 96].
Weglowodany zawarte w pozywieniu sg trawione przez
mikrobiota w jelicie grubym. Ocenia sie, ze ta mikro-
biologiczna fermentacja moze dostarcza¢ nawet 10%
energii uzyskiwanej z pozywienia, gléwnie w postaci
SFCA, ktora jest wykorzystywana przez komorki gospo-
darza [67]. W genomie B. thetaiotaomicron odnaleziono
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cztery razy wiecej genow, ktdrych produkty uwiklane sg
w pozyskiwanie i metabolizm weglowodanéw, w porow-
naniu do liczby podobnych genéw obecnych w geno-
mie cztowieka [77]. Ma$lan jest preferowanym Zrédtem
energii dla komorek nablonkowych jelita grubego, a jego
obecnos$¢ ma zwigzek z rozrostem $luzéwki jelit i pro-
liferacja komorek nabtonka. Moze on takze stanowi¢
ochrone przed chorobami, takimi jak stany zapalne
czy nowotwory jelit [14, 45, 92]. W 2006 roku zostala
przeprowadzona analiza sekwencyjna typu ,,shoutgan”
DNA uzyskanego z prdébek kalu pochodzgcych od
dwdch dorostych 0séb odmiennej plci, w ktdrej, aby
szczegdtowo zbada¢ metaboliczny potencjal mikro-
flory, uzyto dwoch strategii - KEGG (Kyoto Encyclo-
pedia of Genes and Genomes) oraz COGs (Clusters
of Orthologous Groups) [28]. Oba systemy adnotacji
zawierajg kategorie funkcji metabolicznych zorganizo-
wane w wiele pozioméw hierarchii; analizy KEGG to
mapowanie enzymow w znane $ciezki metaboliczne,
a analizy COG wykorzystuja pochodzenie ewolucyjne
do grupowania funkcjonalnie spokrewnionych genow.
Tak jak si¢ spodziewano, wérdd 11 zrekonstruowanych
KEGG $ciezek metabolicznych dla mikrobiomu dystal-
nej czesci jelita, geny metabolizmu polisacharydéw byly
szeroko rozpowszechnione. Potwierdzily to réwniez
analizy COG wskazujace na udzial mikroorganizméw
w trawieniu weglowodanéw. Istotng role odgrywaja
w tym procesie mezofilne metanogenne archeony, albo-
wiem akumulacja H,, stanowigcego konicowy produkt
bakteryjnej fermentacji, zmniejsza wydajnos¢ przetwa-
rzania spozywanych polisacharydéw, a wytwarzanie
metanu przez te archeony jest gléwng droga usuwa-
nia H, z ludzkich jelit [84].

Mikroflora jelit petni réwniez istotng role w modulo-
waniu homeostazy sluzéwkowych subpopulacji komérek
ukladu immunologicznego. Przede wszystkim odpo-
wiedzialna jest za zjawisko immunologicznej ignoran-
cji, zapobiega bezposrednieniemu kontaktowi bakterii
z komorkami ukladu immunologicznego. Sygnaly bak-
terii komensalnych wzmacniaja integralno$¢ nabtonka
jelit oraz chronia komorki przed uszkodzeniami kontro-
lujac takze tempo ich proliferacji. Dodatkowo drobno-
ustroje komensale indukujg wytwarzanie i wydzielanie
przez komorki nabtonkowe przeciwcial sekrecyjnych
(sIgA) i kationowych peptydéw o aktywnosci anty-
bakteryjnej (CAMPs, cationic antimicrobial peptides,).
Stymulujg takze wytwarzanie mucyny. Wszystkie te
mechanizmy utrudniajg kontakt pomiedzy komérkami
ukladu immunologicznego a mikroorganizmami i ula-
twiajg utrzymanie immunologicznej ignorancji [44].

Wiele badan udokumentowato, ze sktad mikrobiota
wplywa na zjawiska immunologicznej homeostazy,
regulujgc liczebnos¢ réznych subpopilacji limfocytow
np. poziom limfocytéw Th17, Treg czy ogélny stosunek
limfocytéw Th1 do Th2. Role w tych procesach poznano

JOANNA OLSZEWSKA, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

jak dotychczas, dla nielicznych gatunkéw mikrobiota.
Udokumentowano, ze podczas kolonizacji zwierzat
przez powszechnie wystepujacy w $rodowisku jelit
gatunek Bacteroides fragilis, unikatowe dla tego gatunku
polisacharydy bakteryjne (PSA) kieruja dojrzewaniem
rozwijajacego si¢ ukladu immunologicznego. Analizy
poréwnawcze ze zwierzetami GF wykazaly, ze PSA
modelujg procesy immunologiczne organizmu gospo-
darza, a mianowicie koryguja réwnowage pomiedzy
limfocytami Th1 oraz Th2. Mutanty w genach bioracych
udzial w syntezie PSA B. fragilis nie wykazywaly tych
wlasciwosci [65].

Opisano réwniez znaczacg role, jaka pelnig w oddzia-
tywaniach z gospodarzem SFB (segmented filamen-
tous bacteria), niezdolne do wzrostu in vitro, klasyfi-
kowane jako Candidatus arthromitis, tworzace spory,
przedstawiciele typu Firmicutes. Zidentyfikowano je
w przewodach pokarmowych wielu zwierzat np. pta-
kéw, myszy, krélikéw. Rzadko kolonizujg one GI ludzi.
Jako nieliczne z mikrobiota GI wchodzg w bezposredni
kontakt z komdrkami nabtonka jelit i wysylajac odpo-
wiednie sygnaly decyduja o poziomie limfocytéw Th17,
regulujgc liczbe Th17 w stosunku do limfocytow Treg
[26, 44]. Myszy pozbawione tych mikroorganizmoéow
charakteryzowaly si¢ znacznie nizszym poziomem
limfocytéw Th17, a przeszczepienie bakteryjnej zawar-
tosci jelit od myszy posiadajacych znaczng liczbe Th17,
przywracato powstawanie tych komoérek [42]. Co cie-
kawe, réznicowanie naiwnych limfocytéw Th w Th17
zalezne od SFB wydaje sie by¢ niezwigzane sie z funk-
cja receptoréw TLR/NOD. Kolonizacja jelit przez SFB
ma réwniez wplyw na wytwarzanie peptyddw przeciw
bakteryjnych i skutkuje zwigkszong odpornoscia np. na
infekcje jelitowym patogenem Citrobacter rodentium,
bakteriami rodzaju Salmonella oraz enterokokami opor-
nymi na wankomycyne (VRE, vancomycin-resistant
Enterococcus) [43].

Jak wiadomo, receptory TLR (Toll-like receptors)
sa sensorami infekcji drobnoustrojami i petnia istotna
role w inicjacji stanu zapalnego i odpowiedzi immu-
nologicznej. Bakteryjne ligandy, czasteczki PAMP,
rozpoznawalne przez te receptory nie sg unikalne dla
patogenow i wystepuja tez u komensalnych mikroor-
ganizmow. Jednak komensale mikroorganizmy zatrzy-
mywane na powierzchni nablonka, czgsto nie stymulujg
odpowiedzi immunologicznej. Natomiast bakterie pato-
genne, wyposazone w roznorodne czynniki wirulencji,
s3 w stanie oming¢ bariere nablonka i po przeniknigciu
do warstwy podsluzéwkowej zostajg rozpoznane przez
receptory TLR makrofagéw i komoérek dendrytycznych.
Wykazano jednak, ze niektére produkty komensalnych
bakterii takze stymulujg receptory TLR w normal-
nych warunkach, gdy nabtonek jelit jest nienaruszony.
W przeprowadzonym eksperymencie, usunigcie komen-
salnej mikroflory w wyniku zastosowania antybiotykow
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doprowadzito do catkowitego zatrzymania w jelicie syn-
tezy cytokin zaleznej od MyD88 (ang. myeloid-differen-
tiation marker, biatko adaptorowe, niezbedne do zaist-
nienia reakeji zapalnej powstalej w wyniku aktywacji
receptorow Toll-like) [73].

Roéwnie ciekawa u mikrobiota jelit jest kwestia reduk-
cji genéw odpowiedzialnych za synteze silnie immuno-
gennej flageliny rozpoznawanej przez receptory TLR5,
co skutkuje obnizeniem poziomu odpowiedzi ukladu
odporno$ciowego gospodarza. Zaobserwowano takze
brak genéw odpowiedzialnych za procesy chemotaksji.
Stanowi to kolejne przystosowanie mikroflory jelit do
niszy, ktéra zajmuje, gdyz zdolno$¢ do ruchu i chemo-
taksja nie sg bezwzglednie wymagane w srodowisku jelit
ze wzgledu na perystaltyke jelit [51].

Zespdt mikroorganizméw komensalnych jelit bez-
wzglednie stanowi bariere chronigcg nas przed pato-
genami. Poza blokowaniem dostepu patogenéw do
komorek nablonka, mikrobiota chroni nas przed
infekcjami, modulujac sktad dostepnych w jelitach
sktadnikow odzywczych. Zawartos¢ i jakos¢ weglowo-
danéw, podstawowych zrodel energii, zalezna jest od
kompozycji naszej mikroflory. Zmiana sktadu mikro-
flory; stosunku liczby Firmicutes do Bacteroides, skut-
kuje zwigkszeniem podatno$ci myszy na infekcje [81].
Z drugiej strony, bakterie patogenne w drodze adapta-
cji do konkretnej niszy ekologicznej zyskaty zdolnos¢
wykorzystywania licznych zrédet wegla, co pozwala
im na wspodlzawodniczenie z komensalami. Tropizm
enteropatogenéw w odniesieniu do kolonizowanych
fragmentdéw przewodu pokarmowego jest uzalezniony
od rezydujacych tam komensali. Sklad SCFA modulo-
wany przez mikroflore stanowi sygnal odbierany przez
patogeny. Maslan obecny gléwnie w koncowym odcinku
jelit sprzyja adhezji enterohemokrwotocznych szczepow
E. coli (EHEC) do kolonocytéw (badania z wykorzysta-
niem linii komérkowej CaCo2) poprzez stymulacj¢ eks-
presji gendw wyspy patogennosci odgrywajacych role
w procesach adhezji. Dodatkowo w jelitach bydta, gdzie
ta bakteria jest komensalem, wytwarzana przez niektére
szczepy typu Bacteroides czasteczka sygnalizacyjna AHL
(acyl homoserine lacton) tworzac kompleks z czynni-
kiem regulatorowym SdiA, hamuje ekspresje genow
wyspy patogennosci [40]. Odwrotnie, maslan blokuje
ekspresje genow inwazyjnosci S. Typhimurium, a mréw-
czan obecny gloéwnie w jelicie cienkim podnosi poziom
ekspresji gendw warunkujacych wirulencje Salmonella
enterica sv. Typhimurium [27, 39].

Co wigcej, mikroflora jelit zwigzana jest z produkcja
niektorych niezbednych dla cztowieka witamin: K, B12,
kwasu foliowego, B1, B6 oraz ma wplyw na recyrkula-
cje kwasow zolciowych (poprzez wytwarzanie hydrolaz
kwasow zotciowych). Rola kwasow zotciowych jako
czasteczek sygnalizacyjnych jest bardzo istotna w wielu
procesach fizjologicznych - miedzy innymi regulujg one
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wlasng biosyntezg, adsorpcje lipidéw czy homeostaze
cholesterolu. Mikroflora jelit bierze takze udzial w prze-
ksztalcaniu potencjalnych mutagenéw i karcynogenow
takich jak heterocykliczne aminy i N-nitroso zwigzki,
ktérych endogenna produkcja w jelitach wzrasta przy
spozywaniu czerwonego miesa. Bierze tez udzial w akty-
wagcji bioaktywnych zwiazkow np. fitoestrogenow, ktore
wykazuja zdolno$¢ interakeji z ukladem hormonalnym
i modulowania jego czynnosci w sposéb charaktery-
styczny dla zenskich hormondéw plciowych. Nie sg one
wytwarzane przez system endokrynny, a trafiajg do
naszego organizmu przez konsumpcj¢ zawierajacych je
roélin [47, 56, 60].

Co istotne, badania wykazaly znaczacy udziat w geno-
mach mikroflory jelit ruchomych elementéw genetycz-
nych, prawdopodobnie z powodu duzej gestosci komo-
rek tam obecnych. Szczegdlnie szeroko rozpowszech-
nione byly transpozony zawierajace geny homologiczne
z genami niesionymi przez koniugacyjny transpozon
Tn1549, kodujacy systemy transportu ABC i inter-
gaze/miejscowo specyficzng rekombinaze, a wiec geny
wplywajace na horyzontalny transfer genéw i mogace
nadawa¢ bakteriom nowe cechy przystosowawcze [51].
O wysokiej czestosci przekazywania ruchomych ele-
mentéw genetycznych pomiedzy mikroorganizmami tej
niszy ekologicznej $wiadczy¢ moga badania, w ktérych
odkryto obecno$¢ w genomach jelitowej mikroflory,
wylacznie Japoniczykow, porphyranaz, specyficzej grupy
enzymow zwigzanych z metabolizmem weglowodanéw,
ktore przeksztalcaja porphyran zawarty w czerwonych
glonach - powszechnie spozywanych wtasnie w Japonii.
Te CAZymy (carbohydrate-active enzymes) nie wyste-
puja w zadnym z poznanych genoméw mikroorganiz-
mow srodowiska ladowego, lecz obecne s3 w genomach
kilku morskich bakterii i zostaly takze zidentyfikowane
w genomie jelitowej bakterii Bacteroides plebeius wyizo-
lowanej od Japoniczykow [35, 49].

3.6. Mikroflora jelit cztowieka a choroby

Mikrobiota jelit jest prawdopodobnie niezbedna
cze$cig skfadowa ludzkiego organizmu, konieczng do
utrzymania prawidtowego stanu zdrowia, a jej zmiany
sg zwigzane z indukcja niektérych chordb jelitowych
i podwyzszeniem ryzyka wystapienia schorzen ogélno-
ustrojowych. Mutualistyczne zaleznosci ssakéw z ich
jelitowa mikroflorg s oparte na tolerancji. Zmniejszenie
lub zmiana tolerancji gospodarza moze prowadzi¢ do
przewlektych stanéw zapalnych, takich jak nieswoiste
zapalenia jelit (IBD, inflammatory bowel diseases) czy
zespol jelita drazliwego (IBS, irritable bowel syndrome).
Co wigcej, badania sugeruja zwigzek skladu mikroflory
z chorobami ogolnoustrojowymi, np. nowotworami,
cukrzyca i otytoscia. Nizej podano kilka danych eks-
perymentalnych wskazujacych na wptyw mikrobiomu
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na rozwoj choréb nowotworowych oraz zwigzek pomie-
dzy mikrobiomem i otylo$cia. Zagadnienia dotyczace
powiazan pomiedzy mikroflora jelit a IBD oméwione
zostana w odrebnej pracy przegladowe;j.

3.6.1. Nowotwory

Szacuje sie, ze okofo 15% choréb nowotworowych
stymulowanych jest przez infekcje bakteryjne. Ryzyko
zachorowania na nowotwor jelita grubego i odbytu
(CRC, colorectal cancer) rowniez zwigzane jest z mikro-
florg jelit. Opisano wiele mechanizmdéw, dzigki ktérym
komensalne bakterie moga przeksztalci¢ prokarcyno-
geny znajdujace sie w pozywieniu w zwiazki uszka-
dzajace DNA (np. etanol i heterocykliczne aminy) lub
bezposrednio wytwarza¢ karcynogeny (np. fecapenta-
enes), czy tez doprowadzi¢ do rozwoju CRC poprzez
silng zmiane potencjatu redoks srodowiska w sasiedz-
twie komorek nablonkowych jelita przez np. produkeje
wolnych rodnikéw tlenowych przez Enterococcus faecalis
albo siarkowodoru przez bakterie redukujgce siarczany
[41]. Przeprowadzono wiele badan majacych na celu
przetestowanie roli pre- i probiotykéw w zapobiega-
niu karcynogenezie i wiele z nich, chociaz nie wszyst-
kie, wykazaly ich skutecznos¢. Myszy nieprodukujace
IL-10, pozbawione mikroorganizméw sg mniej podatne
na IBD, a co za tym idzie, pdZniejsze zachorowanie na
CRG, a kolonizowane przez normalng mikroflore jelit,
sg bardziej narazone na rozwdj nowotworu [89]. Podob-
nie jest w przypadku myszy pozbawionych transormu-
jacego czynnika wzrostu betal (TGF-P1, transforming
growth factor beta 1) [19]. Podatno$¢ myszy z zabu-
rzong $ciezka sygnalizacyjng TGF-B1, np. pozbawionych
gendw: smad3 (mothers against decapentaplegic homo-
log 3), rag2 (recombinase-activating gene 2), czy tgfp1
(transforming growth factor beta 1), na nowotwory jelit
po zainfekowaniu mikroorganizmami wywolujacymi
zapalenia w jelicie znacznie wzrastata [20, 57].

Z drugiej strony, badania z wykorzystaniem myszy
Apc M (u ktorych rozwija sie duzo nowotworéw jelit
ze wzgledu na mutacje w genie apc powodujacych
zespot rodzinnej polipowatosci gruczolakowej) hodowa-
nych w warunkach GE, wykazaly brak silnego zwiazku
pomiedzy statusem mikrobiologicznym gospodarza
a redukcja liczby jelitowych polipow, co wskazuje na to,
ze mirobiota moze mie¢ rézny wplyw na nowotwory
jelit o molekularnie odmiennych przyczynach [15].
W dodatku, flora bakteryjna moze produkowaé maslan,
silny inhibitor deacetylazy histonéw, ktéry moze zmie-
ni¢ epigenetyczne programowanie kolonocytéw i braé
udzial w ochronie przed nowotworami jelit [2].

Majac na uwadze fakt, ze wystapienie stanu zapal-
nego jest czynnikiem ryzyka nowotworu jelita grubego
oraz powigzanie infekcji Helicobacter pylori z nowotwo-
rami zoladka, poszukiwano metodami metagenomicz-
nymi ewentualnego mikroorganizmu odpowiedzialnego
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za wzrost ryzyka rozwoju nowotworu jelita grubego.
Analizujac tkanki pobrane od chorych i zdrowych
pacjentow, wykazano znaczgca nadreprezentacje w tych
pierwszych nukleotydowych sekwencji Fusobacterium
nucleatum. Analizy potwierdzono, badajac poziom
nukleotydowych sekwencji 16S rDNA. Obecnos¢ Fuso-
bacterium w tkankach nowotworowych wykazano takze
metoda FISH. Bakteria ta rzadko kolonizuje ludzki
GI, a uprzednio kolonizacja F nucleatum wykazywala
powigzanie z paradontozg oraz zapaleniem woreczka
z6kciowego [10, 50].

3.6.2. Otylos¢

Tradycyjne spojrzenie na problem otylosci koncen-
truje sie na aspekcie odzywiana i genetycznych predys-
pozycjach gospodarza. Jednak wiele badan, stosujac
mysie modele otylosci, wykazalo zwigzek mikroflory
jelit z otyloscig. Wedlug tych analiz, zwigzane z dietg
modyfikacje w mikroflorze jelit, jezeli poréwnywac
myszy normalne (ob/+, +/+) i cierpigce na otylos¢ (ob/
ob), spowodowaly znaczng roéznice stosunku dwoéch
gltéwnych typow bakterii w tym $rodowisku: Bactero-
ides i Firmicutes. U myszy otytych stwierdzono 50%
spadek liczebnosci Bacteroides i proporcjonalny wzrost
Firmicutes. Dodatkowo analizy sekwencyjne wykazaly
znaczacy wzrost liczby gendw zwigzanych z wykorzy-
staniem energii z pozywienia w jelitowym mikrobiomie
myszy otylych [53]. Udokumentowano tez, ze u oséb
bedacych na niskokalorycznej diecie, wraz z utratg
wagi, wzrasta liczba bakterii z typu Bacteroidetes [55].
Obserwacje te nie wykazaly jednoznacznie, czy zmiana
w zawartosci Bacteroidetes jest przyczyng tycia, czy tez
byt to efekt spozywania okreslonych sktadnikéw pokar-
mowych, ktére selektywnie wspomagaly wzrost jednych
grup bakterii, nie wptywajac lub hamujgc wzrost innych.

W innym eksperymencie wykazano, ze w przeci-
wienstwie do myszy posiadajacych mikroflore jelit,
zwierzeta GF nie majg tendencji do tycia, pomimo spo-
zywanej wysokotluszczowej i wysokocukrowej diety [6,
87]. Ciekawe rezultaty przyniosto badanie, w ktérym
przeszczepiono mikroflore od myszy otylych (z DIO,
diet-induced obesity) myszom GE u ktorych, po tym
zabiegu, zaobserwowano tendencje do szybszego odkta-
dania sie ttuszczu, niz w przypadku przeszczepu mikro-
flory od chudych myszy [87]. Jak wspomniano wczes-
niej, mikroflora jelit jest niezbedna do przetwarzania
niektérych polisacharydéw obecnych w pozywieniu.
Ustalono, ze przeszczepienie microbiota z jelit myszy
dzikich, konwencjonalnie hodowanych myszom GE
moze spowodowac nawet 60% wzrost zawartosci ttusz-
czu w ciele i oporno$¢ na dziatanie insuliny juz w ciagu
14 dni, pomimo ograniczonego spozycia pokarmow.
Mikroflora sprzyja wchlanianiu cukréw prostych ze
swiatla jelita, co powoduje indukcje procesu lipogenezy
w watrobie. Powoduje tez supresje ekspresji czynnika



HMP - MIKROFLORA JELIT ORAZ JE] WPLYW NA FIZJOLOGIE I ZDROWIE CZLOWIEKA

adipocytow (fasting-induced adipose factorf), naleza-
cego do grupy angiopoetyno-podobnych biatek, ktory
jest inhibitorem lipazy lipoproteinowej. Skutkuje to
odkladaniem si¢ triglicerydéw w adipocytach. Myszy
GF pozbawione czynnika adipocytéw tracg ,,oporno$¢”
na otylos¢ wywotang kaloryczng dietg [5, 6]. Potwier-
dza to hipoteze, ze bakteryjna mikroflora nie tylko
umozliwia wydajniejsze wykorzystywanie weglowoda-
néw zawartych w pozywieniu, ale tez ma zdolno$¢ do
modulowania przetwarzania pokarmu i magazynowania
thuszczu przez gospodarza.

5. Podsumowanie

The Human Microbiome Project zostal stworzony,
aby przez udoskonalanie i wprowadzanie do badan
nowych narzedzi oraz generowanie rzetelnych baz
danych rozszerzy¢ granice naszej wiedzy o mikroorganiz-
mach kolonizujacych rozne nisze ekologiczne organizmu
czlowieka. Dostarczajac wielu uzytecznych informacji
na temat roli, jakg pelniag mikroorganizmy w ludzkim
ciele i wplywu zmian w ich skladzie na nasze zdrowie,
mikrobiologia stwarza nowe mozliwosci, ktdre w przy-
szfosci pozwola medycynie na pelniejsze zrozumienie
podstaw niektorych choréb czltowieka, monitorowanie
stanu zdrowia, prawidtowe diagnozowanie i skuteczniej-
sze, kompleksowe leczenie. Zastosowanie pre- i probio-
tykéw w profilaktyce i terapii moze okazac si¢ w wielu
przypadkach mniej inwazyjng alternatywa w stosunku
do obecnie prowadzonych praktyk leczniczych.

Projekt HMP jest rowniez jednym z elementéow
podejmowanych na calym s$wiecie prob udokumen-
towania, zrozumienia i reagowania na skutki dzialal-
nosci czlowieka - nie tylko odnoszgce si¢ do ludzkiego
zdrowia, lecz takze do ogdlnej réwnowagi w biosfe-
rze. Istnieje zalozenie, ze podobnie jak w przypadku
mikrobiologicznego monitorowania zmian w ladowych
i wodnych ekosystemach, tak i w przypadku organi-
zmu cztowieka bedg prowadzone szczegétowe badania
pozwalajgce na obserwacje rdznic i zmian w ekologii
mikroorganizméw ludzi z réznych obszaréw geograficz-
nych. Miedzy innymi dzieki HMP nadszed! czas, aby
wreszcie zniszczy¢ sztuczng bariere pomiedzy mikro-
biologia medyczng a $rodowiskowa i odnie$¢ ogdlne
zasady z trudem gromadzone przez lata badan nad
makro-$wiatem do $wiata w skali mikro rezydujacym
w czlowieku.

W badaniach HMP nieocenionym Zrédtem informa-
cji jest przede wszystkim mikroflora jelit, ktdra stanowi
najgestszy ekosystem na Ziemi i zdaje si¢ mie¢ najwigk-
szy wplyw na rézne aspekty fizjologii czlowieka oraz
tendencje¢ do zapadalnosci na wiele chordb, nie tylko
jelitowych, ale réwniez ogolnoustrojowych, ktérych
zwigzek z mikroflorg przez diugi czas pozostawal nie-
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poznany. Jelita stanowig wiec, jesli chodzi o badania nad
»mikroewolucjg” czlowieka, swego rodzaju naturalne
laboratorium.

Na zakonczenie warto nadmienié, ze HMP zostal
zainicjowany w okresie olbrzymiego technologicznego
postepu, gdy koszty sekwencjonowania DNA zaczely
gwaltownie spada¢, a znacznie wzrastala przepusto-
wos¢ badan, co umozliwia dzi§ prowadzenie komplek-
sowych analiz na ogromna skale. Przyczynit si¢ takze do
powszechnego, ogdlnoswiatowego wkroczenia mikro-
biologii w nowg ,er¢” — ere metagenomiki, ktora stwarza
nieskonczone wrecz mozliwosci dla przysztych badan
nad mikro-§wiatem.
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Role of microbiota in Crohn’s disease induction in the light of studies of Human Microbiome Project

Abstract: Crohn’s disease (CD) is an inflammatory disorder which develops as a result of dysregulated interactions between gut
microbiota and immune system. Because bacterial involvement in this illness is certain and classic methods of growing microorganisms
are insufficient to clarify their impact on disease induction, metagenomics, as a culture-independent technique, provides revolutionary
approach. This method become pivotal tool for a large project aiming at describing whole human microbiota - Human Microbiome
Project (HPM). Studies on pathologically changed gut microbiota of CD patients involving metagenomic strategy provide profound
analysis of intestinal microbial structure as well microbial localization. The review article also presents various aspects of the immune
system functioning - such as genetic predispositions, dysregulated defensin secretion, poor epithelial barrier integrity, which contribute
to improper immunological answer and promotion of inflammation.

1. Introduction. 2. Genetic and immunological basis. 2.1. Genetic basis of CD. 2.2. Defensins. 2.3. Gut epithelial barrier. 3. Role of
microbiota in CD induction. 3.1. Dysbiotic changes. 3.2. Spatial organization of gut microorganisms. 4. Future of metagenomics in

studies on CD. 5. Summary.

Stowa kluczowe: metagenomika, choroba Le$niowskiego-Crohn’a, mikroflora, HMP, dysbioza
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1. Wstep

Czlowiek nie jest sam - stwierdzenie to zdaje si¢
najlepiej potwierdzac fakt, ze cialo ludzkie stanowi nie-
zwykle bogaty i zlozony uktad ekologiczny, na ktory
sktada si¢ ogromna liczba mikroorganizméw, chociaz
bakterie stanowia zaledwie od 1% do 2% masy ciala
czlowieka. Dlatego uzasadnione jest uzywanie, w odnie-
sieniu do czlowieka, okreslenia ,superorganizm”, na
ktérego genom skladajg si¢ nie tylko geny H. sapiens,
ale réwniez geny naszych mikroskopijnych towarzyszy
(tzw. mikrobiom). Komoérek ludzkich w organizmie
czlowieka jest dziesie¢ razy mniej niz komodrek mikro-
organizmoéw, a liczba genéw mikroorganizméw kolo-
nizujacych organizm czlowieka stokrotnie przewyz-
sza liczbe genéw genomu ludzkiego. Ogromna liczba
komensali wywiera znaczacy wplyw na funkcjonowanie
ludzkiego organizmu, miedzy innymi modulujac dzia-
tanie ukladu immunologicznego, wplywajac na prolife-
racje komorek nablonkowych czy wzbogacajac catko-
wity metabolom, co ma istotne znaczenia dla fizjologii
i stanu zdrowia czlowieka.

Przeszkoda, ktéra stoi na drodze do dokladnego
zbadania tych mikroorganizmow jest fakt, ze wigkszos¢

z nich jest niehodowalna ex vivo. Rozwigzanie tego pro-
blemu przynosi metagenomika, dziedzina biologii
odnoszaca si¢ do metod badan struktur i funkcji mikro-
biologicznych zbiorowisk i stwarzajaca mozliwos¢ bezpo-
$redniej analizy genoméw. Termin metagenomika zostat
zaproponowany przez prof. Jo Handelsman w roku 1998
dla opisania strategii sekwencjonowania DNA izolowa-
nego bezposrednio ze srodowisk naturalnych [16].
Jednym z projektéw metagenomowych jest HMP
(Human Microbiome Project), ktéry ma na celu
dokfadne zbadanie pigciu najwazniejszych nisz mikro-
flory czlowieka. Jedng z nich jest populacja mikro-
organizmow bytujacych w jelicie, ktdra jest najliczniej-
sza i najbardziej r6znorodna. Wykazano wiele korelacji
pomiedzy zmianami w skfadzie tej mikroflory a réznymi
schorzeniami, gléwnie chorobami zapalnymi jelita,
w tym CD (Crohn’s disease, choroba Le$niowskiego-
-Crohna), nieswoistego, przewlwklego procesu zapal-
nego $ciany przewodu pokarmowego (zwykle konco-
wego odcinka jelita kretego i poczatkowego odcinka
okreznicy) o niezwykle zlozonej etiologii. Uwaza sig,
ze do rozwoju choroby mogg przyczyniac sie czynniki
zakazne, autoimmunologiczne, srodowiskowe, gene-
tyczne, alergiczne i psychosomatyczne. Obserwowane
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objawy kliniczne choroby to bole brzucha, przewlekta
biegunka, krwawienie oraz zaburzenia wchtaniania [30].
Obecna praca omawia role, jaka spelniajg bakterie
jelitowe w indukecji choréb zapalnych na przykladzie
CD w oparciu, migdzy innymi, o dane uzyskane z ana-
liz metagenomowych realizowanych w ramach HMP.

2. Podloze genetyczne i immunologiczne CD

W $wietle niedawno opublikowanych danych wiado-
mym juz jest, ze wystapienie CD jest gtownie wynikiem
nieprawidlowych oddzialtywan pomiedzy mikroflora
jelitowg a uktadem immunologicznym $luzdwki jelit.
Analizowane sg dwie hipotezy opisujace to zjawisko.
Pierwsza z nich za przyczyne wystgpienia objawdéw cho-
robowych uznaje nieprawidtowe funkcjonowanie sys-
temu immunologicznego. Zwolennicy drugiej hipotezy
uwazajg, ze zmiany w skladzie mikroorganizmoéw jeli-
towych powodujg obnizenie tolerancji ze strony ukladu
immunologicznego. Istotng role w rozwoju choroby
odgrywa takze obnizenie szczelnosci bariery nabton-
kowej §luzoéwki [51]. Najprawdopodobniej wystgpienie
zaburzen ma wielorakie przyczyny.

2.1. Podloze genetyczne
choroby Lesniowskiego-Crohna

Wiréd 71 loci predysponujacych do zachorowania na
CD, najwigksze znaczenie wydaja si¢ mie¢ polimorfizmy
w obrebie genu NOD2/CARDI5 (nucleotide-binding
oligomerization caspase recruitment domain 15) [13].
Jego biatkowy produkt to wewnatrzkomoérkowy receptor
nalezacy do grupy PRR (pattern recognition receptor),
zawierajacy na N-koncu dwie domeny CARD, central-
nie polozong domeng NBD (nucleotide binding domain)
oraz rejon bogaty w powtdrzenia leucynowe, tzw. LRR
(leucine rich region) [19]. Bialko NOD?2 jest zaangazo-
wane w regulacje wytwarzania czynnikéw prozapalnych
zaleznych od NF-«B (nuclear factor kB) w odpowiedzi
na stymulacje przez fragmenty bakteryjnego peptydo-
glikanu [20]. Rozpoznanie ligandu skutkuje indukcja
szlakéw transdukeji sygnalu czego koncowym rezulta-
tem jest aktywacja NF-kB [23] - kluczowego czynnika
transkrypcyjnego, odpowiedzialnego za uruchomienie
ekspresji genow zwigzanych z indukejg stanu zapalnego.

Zidentyfikowano trzy niezalezne, jednonukleotydowe
polimorfizmy NOD2: Arg702Trp, Gly908Arg i Leu-
1007fsinsC uznawane za czynniki ryzyka wystgpienia
CD [17]. Polimorfizmy te znajduja si¢ w obrebie frag-
mentu genu kodujacego domene¢ LRR biatka lub w jego
poblizu [18], skutkiem czego nastepuje nieprawidiowe
rozpoznanie ligandéw mikroorganizméw [21]. Wzrost
ryzyka rozwoju CD dla homozygot niosacych te warianty
genu NOD2 moze by¢ nawet czterdziestokrotny [62].

ARTUR FRANCZUK, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

Z drugiej strony, niektére dane eksperymentalne
zaprzeczajg znaczeniu polimorfizméw NOD2 w induk-
cji CD. Wykazano podwyzszong aktywnos¢ NF-kB
w makrofagach blaszki wlasciwej jelita dotknietego CD
[59] a penetracja tego genu jest wzglednie niewielka,
nawet u osob posiadajacych dwa zmutowane warianty
NOD2 [18].

Otrzymane dane eksperymentalne dowodza, ze SNPy
(single-nucleotide polymorphism) genu NOD2 nie sa
jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za wystapienie
objawow chorobowych a wyjasnienie przyczyn tej cho-
roby wymaga dalszych badan - zwlaszcza, ze istnieje az
71 loci predysponujacych do zachorowania na CD [13].

2.2. Defensyny

W funkcjonowaniu wrodzonego uktadu odpornos-
ciowego bardzo istotna role odgrywaja dzialajace
w $wietle jelita defensyny bedace przeciwdrobnoustro-
jowymi peptydami (AMP - antimicrobial peptides)
wytwarzane przez réznorodne komorki wielu tkanek
roznych organizmoéw. Defensyny sg matymi (3-5kDa)
peptydami przeciwdrobnoustrojowymi o strukturze
B-harmonijki, zawierajacymi zwykle sze$¢ reszt cyste-
inowych polaczonych trzema mostkami dwusiarczko-
wymi. Obecnie znamy okoto 550 defensyn, nalezacych
do trzech klas: a-, -, i 0-roznigcych sig strukturg i liczba
mostkow dwusiarczkowych [65]. Wystgpienie CD jest
wyraznie zwigzane z deficytem tych malych peptydow
o aktywnosci przeciwbakteryjnej [64]. Zaréwno w typie
choroby, ktdry dotyczy jelita kretego, jak i w typie doty-
czacym okreznicy wykazano obnizony poziom aktyw-
nosci antybakteryjnej ekstraktéw peptydowych z bio-
psji [35]. Jednakze, w zaleznosci od rejonu, w ktérym
rozwinagt sie stan zapalny, deficyt ten dotyczyt defensyn
réznych klas [64].

Jeden z godnych uwagi modeli patogenezy CD przyj-
muje, ze nadmierna liczba komorek bakterii zwigzana
z obnizeniem poziomu defensyn zaburza réwnowage
pomiedzy mikroflorg a nablonkiem, i skutkuje inten-
sywnymi procesami adhezji bakterii do powierzchni
nablonka, dokonaniu inwazji i wywolaniu stanu zapal-
nego [64]. Mechanizm, w jaki bakterie wplywaja na
obnizenie poziomu produkowanych w jelicie defensyn
pozostaje nadal nie catkiem wyjasniony. Wykazano np.
ze Shigella flexnerii moduluje poziom ekspresji genow
kodujacych przeciwdrobnoustrojowe peptydy wykorzy-
stujac biatka uktadu sekrecyjnego typu III [49].

2.3. Nablonkowa bariera jelitowa

Utrzymanie wlasciwej homeostazy w przewodzie
pokarmowym jest zalezne od prawidlowego funkcjo-
nowania nablonkowej bariery jelitowej, ktora oddziela
przestrzen uktadu pokarmowego od tkanek gospodarza,
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jednocze$nie umozliwiajac oddzialtywania pomigdzy
nimi - np. pozwalajac na interakcje pomiedzy mikro-
organizmami a uktadem immunologicznym [32].

Nablonek jelitowy chorych na CD cechuje zwiegk-
szona przepuszczalno$¢ [39], co koresponduje z odkry-
ciem zjawiska redystrybucji bialek AJC (apical junc-
tional complex) - istotnego regulatora funkcji bariery
nabtonkowej [15].

Kosovac iwsp. wykazali, ze obecno$¢ zmutowa-
nego wariantu genu NOD2 jest zwigzana z translokacja
komorek drobnoustrojow (i/lub ich sktadnikow) przez
Sluzowke jelitowa, objawiajaca si¢ wzmozong akty-
wacja szlaku prozapalnego zaleznego od NF-«xB [24].
Natomiast z badan wykonanych z wykorzystaniem linii
komoérkowych wiemy, ze stan zapalny prawdopodobnie
wplywa niszczaco na jelitowq bariere nabtonkowa [43].

Dokonujgc syntezy powyzszych informacji, nalezy
zaznaczy¢, ze omawiane schorzenie jest wynikiem utraty
regulacji odpowiedzi immunologicznej wobec komen-
salnych mikroorganizmdw jelita grubego, na co sklada
sie wiele czynnikéw - nieprawidiowe rozpoznanie
bakterii (dysfunkcja NOD?2) i nieprawidtowa sekrecja
defensyn prowadza do naruszenia bariery nablonkowej,
a to z kolei promuje stan zapalny, poniewaz bakteryjne
antygeny ze $wiatla jelita dostarczane sg komodrkom
immunologicznym i odpowiednim receptorom.

3. Rola mikroflory jelit w indukcji CD

Dane eksperymentalne otrzymane podczas realizacji
pierwszych etapéw projektu HMP wskazuja, Ze kompo-
zycja mikroorganizmoéw kolonizujacych jelita danego
osobnika jest powiazana jest z jego stanem fizjologicz-
nym. Zmiany ilo$ciowe, jakosciowe i zwigzane z lokali-
zacjg poszczegdlnych grup bakterii wchodzgcych w sktad
mikroflory jelitowej przypuszczalnie powodujg niepra-
widlowa stymulacje uktadu immunologicznego. Dlatego
tak istotna jest dokladna i kompleksowa analiza mikro-
flory jelitowej. Zgodnie z zamierzeniem HMP bedzie
ona przeprowadzona przy uzyciu technik metagenomo-
wych. Jednym z celéow projektu HMP jest znalezienie
odpowiedzi na pytanie, czy dana kompozycja i propor-
cje drobnoustrojow kolonizujgcych konkretny obszar
jelit determinujg rozwoj chordb zapalnych, takich jak
CD. Wiedza zdobyta w szczegétowych badaniach sktadu
mikroflory potencjalnie bedzie mogta by¢ wykorzystana
zardwno w diagnostyce jak i terapii choroby, w projekto-
waniu lekow w postaci pre-, pro- i synbiotykéw.

3.1. Zmiany dysbiotyczne

Nieodigcznym zjawiskiem zwigzanym z wystepo®
waniem CD oraz innych chordb zapalnych jelit sg zna-
czace zmiany w sktadzie mikroflory, czyli tzw. dysbioza
[22, 42, 53].
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Techniki wykorzystujace sekwencje nukleotydowe
gendw 16S rRNA udokumentowaty, ze sekwencje nukle-
otydowe charakterystyczne dla typéw Firmicutes i Bacte-
roidetes stanowig ponad 98% wszystkich analizowanych
w tych badaniach [10]. Dalsze eksperymenty wyka-
zaly, ze wystgpienie CD jest skorelowane ze spadkiem
liczby Gram-dodatnich bakterii typu Firmicutes (szczegol-
nie grupy Clostridium leptum) oraz wzrostem liczby
drobnoustrojow typu Bacteroidetes, obejmujacego bak-
terie Gram-ujemne [2, 61], jak réwniez z wystepowa-
niem nowych, jak dotad niesklasyfikowanych gatunkéw,
ktorych liczba przewyzszata liczbe wystepujaca w grupie
kontrolnej nawet trzykrotnie [28].

Niewykluczone jest, ze efektem zmniejszenia liczby
bakterii Gram-dodatnich jest kompensacyjny wzrost
liczby bakterii Gram-ujemnych, ktdre silniej oddzialuja
na uktad immunologiczny ze wzgledu na obecnos¢ lipo-
polisacharydu [28]. Co wigcej, metagenomowy ,,screen-
ing” mikroflory chorego jelita pacjentéw dotknietych
CD wykazal, ze zawiera ona wiele niepatogennych bak-
terii, ktore w sposéb wzmozony wplywaja na ludzki
uktad odpornosciowy, np. Bacteroides vulgatus [27], jak
réwniez charakteryzuje sie zmniejszong liczbg bakterii
»protekcyjnych’, wykazujacych wlasciwosci przeciwza-
palne, np. Faecalibacterium prausnitzii (dawniej Fuso-
bacterium prausnitzii) [22, 53].

Jednoczesnie ze stwierdzonym spadkiem liczby
przedstawicieli typu Firmicutes, zaobserwowano zre-
dukowang liczbe bakterii gatunkéw Clostridium leptum
i Clostridium coccoides, ktore naleza do wymienionego
typu [2, 28]. Bakterie rodzaju Clostridium grupy XIVa
i IV produkuja duze ilo$ci maslanu [3], ktory nie tylko
pelni niezwykle wazna role zrédla energii dla kolonocy-
tow [41], ale wplywa takze na zahamowanie aktywnosci
czynnika NF-kB - tym samym obnizajgc poziom cyto-
kin prozapalnych [44]. Co wiecej, indukujac produkcje
mucyny i antybakteryjnych peptydéw oraz wzmacnia-
jac Sciste polaczenia pomiedzy komdrkami nabtonka,
poprawiaja wydatnie stan bariery Sluzéwkowej [59].
Nieprawidtowe ilosci maslanu rzutuja réwniez na proli-
feracje innych gatunkdéw drobnoustrojéw u 0séb cierpia-
cych na omawiang chorobe. Spadek liczby mikroorga-
nizméw rodzaju Clostridium odnotowano u pacjentow
z remisja CD, co sugeruje, ze zmiana ta jest pierwotna
i wplywa na pézniejsze perturbacje mikroflory oraz na
rozwdj stanu zapalnego [28].

Wartym uwagi przedstawicielem grupy IV rodzaju
Clostridium jest gatunek Faecalibacterium prausnit-
zii, ktérego ilosciowy spadek w poréwnaniu do osob
zdrowych, zostal wykryty u pacjentéw z aktywna cho-
roba Le$niowskiego-Crohna [22, 53]. Redukcje liczby
komorek tego gatunku drobnoustrojow skorelowano
ze zwigkszonym ryzykiem pooperacyjnego nawrotu
CD obejmujacego jelito krete. Dodatkowo, bakterig te
charakteryzuja dwie cechy, ktoérych brak jest koherentny
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z patologia CD - E prausnitzii wykazuje bowiem aktyw-
no$¢ przeciwzapalng oraz posiada zdolnos¢ produkeji
maslanu [48].

Odpowiednio wysoki poziom réznorodnosci mikro-
flory jelitowej jest niezwykle wazny, poniewaz wywotuje
redundancje pelnionych przez bakterie funkeji, ktéra
gwarantuje przeprowadzanie kluczowych procesow
w tym $rodowisku [31]. Generalnie akceptowany jest,
bazujacy na wynikach metagenomowych badan poréw-
nawczych, poglad, ze mikroflora oséb cierpiacych na
choroby zapalne jelita odznacza si¢ mniejszg réznorod-
noscig w poréwnaniu do mikroflory kolonizujacej jelita
zdrowego czlowieka. Dotyczy to zaréwno mikroorga-
nizmoéw fekalnych jak i tych zwigzanych ze §luzdéwka,
tworzacych biofilm [42, 46]. W przypadku biofilmu
0s0b cierpigcych na CD, po ustaleniu jego bioréznorod-
nos$ci na podstawie analiz nukleotydowych sekwencji
genu 16S rRNA, wykazano, ze jest on znacznie uboz-
szy w gatunki bakterii niz biofilm pochodzacy od oséb
zdrowych. Badacze podejrzewaja, ze powodem niskiego
poziomu réznorodnosci mikroflory przylegajacej do
Sluzoéwki sg zakldcajace rownowage mikrobiologiczng
przemiany metaboliczne [36].

Poréwnano takze stan mikrobiologiczny bioptatow
pochodzacych z tkanek oséb zdrowych i tkanek osob
chorych: tych dotknietych stanem zapalnym oraz bez
stanu zapalnego. Najwyzszy poziom réznorodnosci
mikrobiologicznej wykazuje zdrowa tkanka osoby
chorej a najnizszy - tkanka, w ktorej rozwinat si¢ stan
zapalny. Sugeruje to, ze wraz z rozwojem odpowiedzi
immunologicznej sklad mikroflory ulega zubozeniu,
mimo, ze pierwsze zmiany patologiczne wywolywaly
wzrost réznorodnosci mikrobiologicznej. Sepheri
i wsp. interpretujac przedzapalny etap podniesienia
poziomu réznorodnoéci, wskazujg na rekrutacje przej-
$ciowej populacji mikroorganizmdw, ktére moga mie¢
kluczowe znaczenie w patogenezie CD [46].

Pierwsze dane eksperymentalne wskazujg na obnize-
nie liczby komorek takze innych gatunkéw drobnoustro-
jow zaobserwowany u chorych na CD. Naleza do nich:
Bacillus vulgatus, Bacteroides fragilis [55], B. uniformis
[9], Bifidobacterium adolescentis, Dialister invisus [22],
Faecalibacterium, Subdoligranula, Lachnospiraceae [4] i
niescharakteryzowane gatunki z grupy Clostridium XIVa
[22]. Zaobserwowano takze wzrost liczby bakterii przed-
stawicieli typow Proteobacteria, Actinobacteria [12],
rodziny Enterobacteriaceae, oraz gatunkéw Eubacterium
halii, E. cylindroides [53] i Ruminicoccus gnavus [22].

Bezwzglednie, analizujgc zmiany dysbiotyczne mikro-
flory chorych na CD nalezy uwzgledni¢ zmiany sktadu
drobnoustrojéw w czasie. Wykazano, ze mikroflora oséb
chorych na CD jest mniej stabilna niz oséb zdrowych.
Badacze koncentrujg si¢ w szczegdlnosci na analizie
zmian liczby bakterii rodzajow Clostridium i Bactero-
ides. Poréwnanie kompozycji mikroflory oséb z aktywna
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chorobg do sktadu mikroflory 0séb z jej remisja mozne
ulatwi¢ identyfikacje grup bakterii majacych istotny
udzial w rozwoju stanu zapalnego [43].

Kilka grup badawczych w sposob niezalezny udo-
kumentowalo ostatnio, ze rozwéj CD moze by¢ zwig-
zany z wystepowaniem niektorych szczepéw gatunku
E. coli [29, 52], co znalazlo potwierdzenie w analizach
metagenomowych (identyfikacja 16S rDNA E. coli)
[4]. Analiza bioptatéw okreznicy pobranych od oséb
dotknietych CD wykazata obecno$¢ wielu drobnoustro-
jow wewnatrz warstwy Sluzéwkowej, z czego ponad 50%
stanowily bakterie gatunku E. coli [29]. U o0séb zdro-
wych ten gatunek drobnoustrojéw stanowi mniej niz
1% ogolnej mikroflory jelitowej [40]. Dodatkowo, zna-
czenie E. coli w przebiegu CD potwierdza fakt znacznie
podwyzszonego poziomu przeciwcial skierowanych
przeciwko flagelinie tego mikroorganizmu u 0séb cho-
rych [48]. E.coli wykrywana w tkankach pacjentéw
cierpigcych na CD nalezy do grupy filogenetycznej B2
i D [25] i charakteryzuje si¢ wieloma nietypowymi wia-
sciwo$ciami fenotypowymi/genotypowymi. Biorac pod
uwage nietypowe patogenne wlasciwosci tej bakterii,
nadano jej nazwe AIEC (adherent-invasive Escherichia
coli) i uznano ja za nowy patotyp gatunku E. coli [5].
Komorki tego wiro/patotypu E. coli sa zdolne do adhe-
zji i inwazji do komorek nablonka $§luzéwki na drodze
makropinocytozy. W procesach adhezji i inwazyjnosci
istotng role odgrywaja dwa receptory komorek nablon-
kowych, biatko CEACAMSG6 (carcinoembrionic antigen-
-related cell-adhesion molecule) i bialko opiekuncze
GP96, oraz wytwarzane pecherzyki blony zewnetrz-
nej OMV (outer membrane vesicles) dostarczajace do
komorek nablonkowych biatka bakteryjne. Nadekspre-
sja genu kodujagcego CEACAMS6 moze by¢ cechg pre-
dysponujaca do wystgpienia CD [42]. Po indukgji lizy
blony endosomu bakterie namnazajg sie w cytoplazmie
komorek gospodarza. AIEC E. coli pokonuje bariere
sluzowki jelit takze przez komorki M kepek Peyera [40]
a pierwsze uszkodzenia tkanek w CD dotykaja wlasnie
rejonu kepek Peyera [14]. W warstwie podsluzéwkowe;j,
komorki bakteryjne dokonujg inwazji makrofagéw i bez
przeszkod proliferuja w ich wnetrzu - zademonstro-
wano te ich ceche¢ zar6wno w eksperymentach wykona-
nych in vitro [6] jak i in vivo [26]. Inwazja nie powoduje
apoptozy wspomnianych komoérek zernych, jednakze
charakteryzujg si¢ one zaburzong sekrecja cytokiny
prozapalnej TNF-a (tumour necrosis factor alpha), pod-
wyzszonym poziomem wydzielania IL-23 i obnizonym
IL-10. Zmiany te moga mie¢ udzial w wywolywaniu
stanu zapalnego [7]. Szczepy AIEC prawdopodobnie
odgrywaja role w poczatkowych stadiach rozwoju cho-
roby [46], mozna je wigc uzna¢ za pierwotny czynnik
etiologiczny CD. Wielu nowych informacji dostarczyta
pelna sekwencja nukleotydowa genomu AIEC, na ktdry
sktada si¢ chromosom o wielkosci 4.77 Mb i plazmid
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o wielkosci 108 Kb. Organizacja genomu tego patotypu
jest podobna do genoméw innych patotypoéw E. coli
- gtéwnie do genomu szczepéw APEC (avian pathogenic
E. coli). Genom AIEC zawiera cztery wyspy patogennosci
(PAI I-1V), ktdre koduja m.in. bialka systemu sekrecji
typu IV, biatka fimrbiopodobne, adhezyng FimH, prote-
azy serynowe, biatka wykorzystywane w procesie inwazji,
czynnik specyficzny dla kepek Peyera (Peyer’s patch-
-specific factor) oraz biatka o niepoznanej funkeji [33].
Przeprowadzone ostatnio eksperymenty poréwnawczej
genomiki dostarczyly odmiennych danych dotyczacych
wirotypow E. coli kolonizujacych jelita pacjentéw cho-
rych na CD. Autorzy poréwnali metodami hybrydyza-
¢ji genomy trzynastu szczepow E. coli izolowanych od
pacjentow ze stanami zapalnymi jelit (IBD - inflamma-
tory bowel disease), w tym CD, z sekwencjami nukleoty-
dowymi trzydziestu jeden komensalnych i patogennych
E. coli o zsekwencjonowanych genomach. Wyniki ekspe-
rymentdéw wskazujg na heterogenno$¢ populacji E. coli
izolowanych od chorych, co moze oznacza¢ trudnosci
w identyfikacji markeréw genetycznych przydatnych
w diagnozie choroby [61].

Nie tylko adherento-inwazyjne szczepy E. coli znaj-
duja si¢ na liscie potencjalnych czynnikéw etiologicznych
CD. Wérdd innych wymieni¢ mozna Listeria monocyto-
genes, Helicobacter pylori [11], Chlamydia pneumoniae
[8]. Kontrowersyjne sa dane eksperymentalne doty-
czagce udzialu fakultatywnego wewnatrzkomodrkowego
patogenu Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
w indukcji CD. W zaleznosci od grupy badawczej i zasto-
sowanej techniki wykrywania patogenu stwierdzano jego
obecno$¢ lub brak u oséb chorych [1]. Doda¢ tez mozna,
ze pomimo niekiedy bardzo silnych korelacji obecnosci
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis z wyste-
powaniem CD, terapie skierowane przeciwko tej bakterii
nie przynoszg poprawy zdrowia pacjentéw [58]. Z dru-
giej strony udokumentowano wysoki poziom przeciwciat
specyficznych w stosunku do antygenow tego gatunku
bakterii w surowicy chorych[34].

Pomimo wielu wnikliwych badan dotyczacych dys-
biozy, nadal trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢, czy
jest ona przyczyna stanu zapalnego, czy tez jedynie
wtérnym efektem zmian chorobowych [57]. Badania,
wykazujace zmiany dysbiotyczne u 0séb zdrowych spo-
krewnionych z chorymi na CD [22] zdaja si¢ przechy-
la¢ szalg wagi na korzys¢ teorii, mowiacej o dysbiozie
jako przyczynie choroby i $wiadczg o wplywie czynni-
kéw genetycznych badz $rodowiskowych na jej rozwdj
[57], aczkolwiek pelne wyjasnienie problemu wymaga
dalszych badan. Jak dotagd udalo si¢ stwierdzié, ze:
a) skomplikowana, ale zréwnowazona pod wzgledem
skltadu gatunkowego mikroflora, ktérej kompozycja
ulega zaburzeniu, wykazuje zakldcone relacje pomie-
dzy specyficznymi grupami bakteryjnymi; redukcja
pewnej grupy bakterii pociaga za sobg wzrost liczby
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bakterii innej grupy, co moze mie¢ negatywny wplyw
na zdrowie gospodarza, b) nieprawidlowe ilosci (niedo-
bér lub nadmiar) pewnych substancji produkowanych
przez mikroorganizmy jelitowe majg wplyw na organizm
gospodarza, c) anomalie w zwykle stabilnej kompozy-
cji mikroflory utrudniaja gospodarzowi rozpoznawanie
mikroorganizméw jako ,,swoich’, d) zmiany dysbiotyczne
charakterystyczne dla CD zdajg si¢ réwniez dotyczy¢
wzrostu liczby bakterii o wzmozonej sile oddziatywania
na uklad immunologiczny. Jednoczesnie, obserwuje si¢
spadek liczby bakterii, ktdre posiadajg wlasciwosci fago-
dzace w odniesieniu do stanu zapalnego.

Dalsze badania powinny takze ustali¢ czy rzeczy-
wiscie konkretny patogen moze indukowaé zmiany
dysbiotyczne w normalnej mikroflorze. Najbardziej
wiarygodng wydaje si¢ hipoteza wskazujaca na adhe-
rento-inwazyjne szczepy E. coli jako istotny czynnik
etiologiczny rozwoju CD.

3.2. Organizacja przestrzenna mikroorganizméw
flory jelit

Zeby doktadnie scharakteryzowa¢ mikroflore jeli-
towa, wiedze o jej kompozycji warto dopetni¢ informa-
cja o usytuowaniu poszczegolnych grup mikroorganiz-
mow w przestrzeni.

Techniki, ktére pozwalaja na takie badania wymagaja
przeprowadzenia na prébce biopsyjnej FISH (Fluore-
scent In Situ Hybridization), wizualizacji za pomoca
barwnika DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole), foto-
dokumentacji i kwantyfikacji. Dzigki uzyciu wielu sond
specyficznie wykrywajgcych przedstawicieli réznych
grup bakteryjnych i odpowiednio przygotowanego biop-
tatu, mozna z fatwoscia okresli¢ miejsce bytowania danej
grupy bakterii. Co wigcej — rownoczesne uzycie dodat-
kowych barwnikéw obok DAPI, daje mozliwos¢ zbada-
nia relacji przestrzennych pomigdzy danymi grupami
mikroorganizmdw, jak réwniez pozwala na poréwnanie
ich rozmieszczenia w stosunku do makroskopowych
zmian tkankowych [53, 55].

U cierpiacych na CD istotne znaczenie ma analiza
biofilmu, jako ze bakterie tworzace biofilm bezposred-
nio oddziatuja z zywa tkanka. Poréwnanie danych eks-
perymentalnych otrzymanych z uzyciem metody FISH
ze zmianami makroskopowymi, wykazalo, Ze integral-
no$¢ i grubos¢ biofilmu wzrastaly wraz ze wzrostem
koncentracji bakterii $luzowkowych [52]. Ponadto,
sygnaly sond wykrywajacych przedstawicieli grupy Bac-
teroides w biofilmie stanowily nawet do 80% wszystkich
sygnalow wykrywajgcych bakterie zaadherowane do
sluzowki, z czego najczesciej pojawiajacym sie mikro-
organizmem byl gatunek Bacteroides fragilis [55] — mikro-
organizm podejrzany o udzial w wywolywaniu CD
[38]. Wykazano réwniez obecnos¢ adherentnych E. coli,
ktére wystepowaly w postaci miejscowych, niemalze
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jednorodnych prazkéw (ang. band) - jednakze tylko
u niektdrych pacjentéw. W obrebie biofilmu pojawialy
sie takze w mniejszych, ale nadal znaczacych ilosciach
takie gatunki bakterii jak Eubacterium rectale, Entero-
coccus faecalis i Faecalibacterium prausnitzii (dawniej
Fusobacterium prausnitzii) [55].

Bazujac na technice FISH, Swidsinski i wsp.
odkryli wiele interesujgcych réznic pomiedzy dystalng
a proksymalng czgscig okreznicy zdrowych myszy, co
moze mie¢ znaczenie przy badaniu choréb zapalnych
jelita grubego [53]. Mikroorganizmy obu regiondw roz-
nig sie miedzy sobg przede wszystkim potozeniem wzgle-
dem $cianki jelita. O ile w proksymalnej czesci okreznicy
drobnoustroje komensalne cechuje bezposredni kontakt
ze $cianka, tak w cze$ci dystalnej sytuacja jest odwrotna.
Wzigwszy pod uwage fakt, iz zapalenie jelita grubego
cze$ciej dotyka regionu dystalnego okreznicy [21],
wysunieto przypuszczenie, ze owa styczno$¢ mikroorga-
nizmoéw do $cianki jelita jest czynnikiem wplywajacym
na wytworzenie tolerancji organizmu gospodarza [53].

Skiad mikroflory fekalnej i zasocjowanej ze sluzéwka
rozni si¢ nie tylko pod wzgledem kompozycji jakoscio-
wej, ale rowniez ilosciowo. Technika FISH z uzyciem
sond uniwersalnych (wykrywajacych z zalozenia 16S
rRNA wszystkich bakterii), wykazala wyzsza koncentra-
cje komorek bakteryjnych przylegajacych do sluzowki
u pacjentéw z CD w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
[52, 55], w dodatku zwigkszajacg si¢ wraz z stanem
zaawansowania odczynu zapalnego [52]. Przeciwne zja-
wisko, tj. zmniejszenie liczby bakterii, zaobserwowano
przy szacowaniu liczby komorek bakteryjnych masy
fekalnej okreznicy [53].

4. Przyszlo$¢ metagenomiki w badaniu CD

Calosciowe analizy materiatu genetycznego danego
$rodowiska, czyli metagenomika, bez watpienia dostar-
czyly cennych danych dotyczacych mikroflory jelit
dotknigtych stanem zapalnym, a jej przyszly wklad
w zrozumienie proceséw indukeji choroby bez watpie-
nia moze okaza¢ si¢ znaczacy. Nizej podano przyszte
cele badan metagenomowych mogacych przyczynic si¢
do zrozumieniu patogenezy CD [25, 37]. Obejmujg one:
a) zdefiniowanie na réznych poziomach rozdzielczo$ci
lokalizacji mikroorganizméw w jelitach; przeprowadze-
nie badan poréwnawczych zmian przestrzennego roz-
mieszczenia mikroorganizméw, b) opracowanie strategii
badania ludzkiej mikroflory przeniesionej do jelit gno-
tobiotycznych myszy, ¢) przeprowadzenie systemowych
analiz meta-proteomicznych, meta-transkryptomicz-
nych i meta-metabolomicznych populacji mikroorga-
nizmoéw jelita, e) przeprowadzenie badan mikroflory
bliznigt jednojajowych réznigcych si¢ wystepowaniem
nieswoistej choroby zapalnej jelita, f) identyfikacja
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biomarkeréw réznych stadiow CD i wykorzystanie ich
w ocenie ryzyka zapadalnoéci na CD, okreslaniu fazy
choroby, przewidywaniu i indywidualizacji terapii.

5. Podsumowanie

Ogolnym celem badan dotyczacych przebiegu pato-
genezy CD jest zrozumienie interakcji bakterii z gospo-
darzem. Istotnym elementem tych badan jest charakte-
rystyka mikroflory w stanie dysbiozy jelitowej i pola-
czenie tych zmian z dysfunkcjg nablonka, zaburzonym
usuwaniem bakterii i zmianami genotypu gospodarza
skutkujgcymi zachwianiem proceséw immunoregula-
cyjnych. Nalezy takze wyjasni¢, czy pierwotnym inicja-
torem choroby sa bakterie czy nieprawidtowo funkcjo-
nujacy uklad immunologiczny. Innowacyjnos¢ podejscia
metagenomicznego w badaniach nad patogeneza tego
schorzenia polega na ucieczce od tradycyjnego zaweza-
nia uwagi do jednego gatunku bakterii (gtéwnie pato-
gennych), stanowigcych czynnik etiologiczny danej
choroby, na rzecz ztozonych badan ekologicznych calej
populacji mikroorganizméw. Patologiczne zmiany s3
bowiem wypadkows interakcji w obrebie mikroflory,
obejmujgcej zaréwno gatunki drobnoustrojéw komen-
salnych jak i patogennych, oraz statusu immunologicz-
nego i genetycznego gospodarza.

Poznanie sekwencji nukleotydowych materialu gene-
tycznego jelitowych populacji mikroorganizméw nie
tylko umozliwia zidentyfikowanie poszczegélnych szcze-
bli taksonomicznych prokariotéw, ale réwniez daje oka-
zje do stworzenia katalogu genéw i odpowiadajacym
im funkcji. Wielowymiarowos¢ badan z pewnoscia
poszerza mozliwos¢ skorelowania zmian dysbiotycznych
z funkcjami mikroorganizmdw, lokalizacjg danej popu-
lacji bakterii, jak rowniez pozwoli prowadzi¢ badania
stabilno$¢ mikroflory.

Skoro genom w calosci determinuje fenotyp danego
organizmu, czyz metagenomika nie stanowi idealnego
klucza do niezwykle dokladnego i wszechstronnego
opisu ludzkiej mikroflory? Bez cienia watpliwosci
mozna powiedzie¢, ze to prawda, cho¢ jednoczesnie
trzeba mie¢ na uwadze fakt, Ze dziedzina ta znajduje
sie dopiero na poczatku swej fascynujacej drogi, ktéra
niewatpliwie przyczyni si¢ do rozwoju nauki, w tym
lepszego zrozumienia wplywu mikroorganizméw na
stan zdrowia czlowieka.
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1. Wstep. 2. Budowa, sposob dzialania i autoregulacja dwuskfadnikowych systeméw regulacyjnych (TCS). 3. TCS a biofilm.
3.1. Biofilm paciorkowcéw. 3.1.1. System VicRK S. mutans. 3.1.2. System ComDE S. mutans. 3.1.3. System HK11/RR11 (LiaSR) S. mutans.
3.1.4. System CiaRH S. mutans. 3.1.5. System CovRS (CsrRS) paciorkowcéw grup A, B, C. 3.1.6. System BfrAB S. gordonii. 3.2. Biofilm
gronkowcdw. 3.2.1. System ArIRS S. aureus. 3.2.2. System GraRS S. aureus. 3.2.3. System WalKR S. aureus. 3.2.4. System LytSR S. aureus.
3.2.5. System SaeRS S. aureus oraz S.epidermidis. 3.3. Biofilm enterokokow. 3.3.1. System FsrABC E. faecalis. 3.3.2. System EtaSR
E. faecalis. 4. Podsumowanie

The role of two-component regulatory systems of Gram-positive cocci in biofilm formation

Abstract: Two-component systems (TCS) are common in bacterial cells and play an important role in response to various signals
coming from environment. The simplest TCS consists of two elements: a membrane sensor protein, which receives signals and the other
- a regulatory protein that modulates target gene expression in response to the stimulus. The recent studies have shown that biofilm
formation is dependent on many genetic factors, including the two-component regulatory systems. The bacterial cells living in biofilm
communities are very vital and resistant to many antibiotics and antimicrobial agents. Therefore, in-depth knowledge of TCS involved in
biofilm formation seems to be necessary to combat the growing resistance of bacteria.

1. Introduction. 2. Structure, organization and autoregulation of two-component regulatory systems. 3. TCS and the biofilm.
3.1. Streptococcal biofilm. 3.1.1. The VicRK system of S. mutans. 3.1.2. The ComDE system of S. mutans. 3.1.3. The HK11/RR11 (LiaSR)
system of S. mutans. 3.1.4. The CiaRH system of S. mutans. 3.1.5. The CovRS (CsrRS) system of grup A, B, C streptococci. 3.1.6. The
BfrAB system of S. gordonii. 3.2. Staphylococcal biofilm. 3.2.1. The ArIRS system of S. aureus. 3.2.2. The GraRS system of S. aureus.
3.2.3. The WalKR system of S. aureus. 3.2.4. The LytSR system of S. aureus. 3.2.5. The SaeRS system of S. aureus and S. epidermidis.

3. Enterococcal biofilm. 3.3.1. The FsrABC system of E. faecalis. 3.3.2. The EtaSR system of E. faecalis. 4. Summary

Stowa kluczowe: dwusktadnikowe systemy regulacyjne, biofilm, ziarenkowce Gram-dodatnie
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1. Wstep

Rok 1986 przyjmuje si¢ za poczatek badan nad zja-
wiskiem transdukcji sygnalu u bakterii. W tym cza-
sie Nixon i wsp. po raz pierwszy uzyli okreslenia
dwuskladnikowy system regulacyjny (two-compo-
nent system, TCS) [56]. Réwniez w roku 1986 Nifa
i Magasanik wykazali, ze dwuskladnikowy system
regulacyjny poprzez fosforylacje bialek moze kontrolo-
wa¢ asymilacje azotu u bakterii [55]. Te dwa odkrycia,
pierwsze dotyczace wysokiej konserwatywnosci sekwen-
cji aminokwasowych oraz drugie dotyczace fosforylacji
bialek w TCS zapoczatkowaly ogromne zainteresowanie
tematyka dwuskladnikowych systemdéw regulacyjnych,
ktore trwa do dnia dzisiejszego [9]. W pismiennictwie
procz wymienionego skrétu TCS mozna spotka¢ takze
okreslenia TCSTS (two componentc signal transduction
system), jak rowniez systemy dwusktadnikowe czy dwu-
sktadnikowe systemy regulacyjne. Obecnie wiadomo

juz, ze TCS u bakterii wystepuja powszechnie i odgry-
waja kluczowa role w odpowiedzi na réznego rodzaju
sygnaly docierajace z otoczenia. Dwusktadnikowe sys-
temy regulacyjne zaangazowane s3 w wiele proceséw
zyciowych bakterii m.in. wirulencj¢, kompetencje,
koniugacje¢ oraz tworzenie biofilmu. Wykazano réw-
niez udzial TCS w regulacji licznych szlakéw metabo-
licznych a takze transporcie jonéw i substancji odzyw-
czych. Mimo, iz znana jest budowa i sposob dzialania
wielu TCS, to wcigz pozostaje szereg niejasnosci w tej
dziedzinie, gléwnie w obszarze réznorodnosci sygnatow
przez nie odbieranych, roli TCS w patogenezie zakazen
oraz wzajemnych zalezno$ci pomigdzy réznymi dwu-
sktadnikowymi systemami regulacyjnymi [35, 36, 75].
Zsekwencjonowanie licznych genoméw bakteryjnych
znacznie utatwilo oszacowanie potencjalnej liczby genow
kodujacych biatka sensorowe i regulatorowe wcho-
dzace w sktad TCS. Analizy proteoméw wielu bakterii,
w tym kilku gatunkéw ziarenkowcéw Gram-dodatnich

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego ul. Oczki 3, 02-007
Warszawa, tel.: 22- 628-08-22; tel./fax: 22 621 13 51; e-mail: olanowakl@gmail.com
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wykazaly, ze Streptococcus mutans i Streptococcus pneu-
moniae posiadaja 13 TCS [2, 13] natomiast Staphylococ-
cus aureus, Staphylococcus epidermidis oraz Enterococcus
faecalis po 17 TCS [16, 28, 84]. Okazuje si¢ rowniez, ze
bakterie o wiekszym genomie kodujg zazwyczaj wieksza
liczbe biatek tworzacych uklady dwusktadnikowe. Takze
genomy bakterii bytujacych w zréznicowanych srodowi-
skach koduja wiecej TCS niz genomy drobnoustrojow
zyjacych w srodowiskach jednolitych (dogodnych). Jest to
szczegdlnie zauwazalne u bakterii chorobotwodrcezych [7].

2. Budowa, sposob dzialania oraz autoregulacja TCS

Prototypowy, modelowy dwuskladnikowy system
regulacyjny sklada si¢ z blonowego biatka sensoro-
wego, ktérym jest kinaza histydynowa (HK), odbiera
ona sygnal ze $rodowiska oraz cytoplazmatycznego
biatka regulatorowego - regulatora odpowiedzi (RR),
za$ RR po zmianie konformacji wynikajacej z odebrania
sygnalu, reguluje ekspresje docelowego genu. W przy-
padku budowy kinazy histydynowej wyrdzni¢ mozna
dwa elementy skladowe: tzw. czes¢ sensorowa, ktorag
tworzy domena sensorowa oraz cze$¢ transmisyjna,
ktdra stanowig domena dimeryzacyjna o enzymatycznej
aktywnosci kinazy histydynowej wraz z domeng wia-
zacg ATP. Czgs¢ sensorowa zlokalizowana jest w bionie
komorkowej, z kolei czg$¢ transmisyjna znajduje sie
w przestrzeni cytoplazmatycznej. Oczywiscie kinazy
histydynowe moga budowa nieznacznie odbiega¢ od
modelu prototypowego i ich cze$¢ sensorowa moze

ALEKSANDRA NOWAK, STEFAN TYSKI

by¢ zakotwiczona w cytoplazmie. Wykazano, iz model
budowy kinazy histydynowej zalezy w gtéwnej mierze
od rodzaju dzialajacego bodzca. Bialko regulatorowe
z kolei tworza dwie domeny: domena regulatorowa
(posiadajgca konserwowang reszte kwasu asparagino-
wego Asp) oraz domena efektorowa oddzialujaca z DNA
(Rys. 1). Nalezy podkresli¢, ze schemat budowy oraz
ogolna zasada dzialania TCS u réznych grup bakterii sa
podobne [7, 10, 22].

Dwuskfadnikowe systemy regulacyjne sg tak skon-
struowane, ze pozwalajg doskonale polgczy¢ bodziec
oraz reakcje na ten bodziec. Mechanizm dziatania TCS,
cho¢ zlozony, umozliwia drobnoustrojom wykrywanie
i odpowiednie reagowanie na zmiany warunkow oto-
czenia. Wéréd czynnikow, ktore moga by¢ odbierane
przez TCS wyro6zniono wiele sygnaléw chemicznych
i fizycznych, takich jak: stezenie jondw (np. Fe*t, Mg,
Ca®"), stezenie zwigzkow odzywczych, temperatura, pH,
zawarto$¢ tlenu, osmolarnos¢, potencjal redoks, a takze
kontakt z komoérkami gospodarza. Bodziec odbierany
przez dwuskladnikowy system regulacyjny przeksztal-
cany jest w sygnal komorkowy na drodze autofosfory-
lacji silnie konserwowanej reszty histydynowej biatka
sensorowego. Sygnal ze S$rodowiska zewnetrznego
wychwytywany jest przez cz¢s¢ N-koncowa biatka sen-
sorowego (domena sensorowa) a nastepnie przekazy-
wany na czes¢ C-koncows, gdzie zlokalizowana jest
domena dimeryzacyjna. W kolejnym etapie przeka-
zania sygnalu reszta fosforanowa przenoszona jest na
kwas asparaginowy domeny regulatorowej zlokalizowa-
nej w czesci N-koncowej biatka regulatorowego. Etap

Bodziec

Y

] Btona komdrkowa

Czesc¢ sensorowa Domena sensorowa

Domena dimeryzacyjna

@

HK

Czes¢ transmisyjna

Domena wigzaca ATP

| Domena regulatorowa

.

N

C » Docelowy gen

Domena efektorowa | Odpowiedz

RR

Rys. 1. Schemat budowy prototypowego

ukladu dwuskladnikowego. Za zgoda [79]

HK - kinaza histydynowa, RR - regulator odpowiedzi, H - reszta histydynowa biatka sensorowego, ASP - reszta kwasu asparaginowego,
P - reszta fosforanowa N — N-koniec biatka, C — C-koniec biatka
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koncowy z kolei obejmuje modulacje ekspresji docelo-
wych genéw przez domene efektorowy zlokalizowang na
cze$ci C-koncowe;j.

Droga transdukeji sygnatu w prostym uktadzie dwu-
sktadnikowym obejmuje zazwyczaj trzy reakcje:

1. Autofosforylacje: HK-His+ ATP =HK-His~P +

+ADP

2. Fosfotransfer: HK-His ~ P+ RR ~ Asp=HK-His +

+RR-Asp~P

3. Defosforylacje: RR-Asp ~P+H20 =RR-Asp + Pi

Silnie konserwowana reszta histydynowa biatka sen-
sorowego dziala jak , przekaznik” przenoszac sygnat na
reszte kwasu asparaginowego biatka regulatorowego
dlatego dwuskladnikowe systemy regulacyjne sa ide-
alnie skonstruowane do petnienia funkcji przekaznika
i,przetwornika” sygnatéw docierajacych ze sSrodowiska.
Btonowa lokalizacja biatka sensorowego oraz wysoki
stopien specyficzno$ci pomiedzy sensorem i regulato-
rem pozwala na skuteczng transdukcje sygnalu, ktdrej
efektem jest fizjologiczna lub strukturalna odpowiedz
na dany bodziec [7, 19, 51, 72].

Wiele dwuskladnikowych systeméw pozytywnie
reguluje ekspresje wlasnych genéw. Operony kodu-
jace te systemy posiadaja, co najmniej dwa promotory:
1) promotor konstytutywny, odpowiadajacy za synteze
wystarczajacej liczby biatek sensorowych i regulatoro-
wych w celu detekeji sygnatu i uruchomienia wlasciwej
dla niego odpowiedzi oraz 2) promotor autoregulowany
odpowiadajacy, za ekspresje dodatkowych kopii sensora
oraz biatka regulacyjnego. Autoregulacja zapewnia nie-
jako ,,pamig¢” poprzednich spotkan z sygnatem, gdyz
nawet po jego zaniku poziom stezenia biatka sensoro-
wego w komorce pozostaje na wysokim poziomie [8].
Okazalo sig, ze bakterie, ktére uprzednio poddane byly
dzialaniu czynnika stresowego, ktéorym byl niedobdr
fosforu, ponownie wystawione na dzialanie tego samego
czynnika, zareagowaly znacznie szybciej. Dzieje si¢ tak,
dlatego, ze w komorce bakteryjnej nawet po zaniku
sygnalu pozostaje podwyzszony poziom bialka senso-
rowego jak i regulatorowego, co zapewnia swego rodzaju
pamiec z pierwszego spotkania. Autoregulacja umozli-
wia réwniez hierarchiczng organizacje ekspresji genow
danego regulonu. Ekspresja pewnych gendw jest zalezna
od biatka regulatorowego eksprymowanego z promotora
konstytutywnego, podczas gdy inne sg $cisle zalezne od
biatek regulatorowych eksprymowanych z promotora
autoregulacyjnego [8, 34, 38, 65].

3. TCS a biofilm

Tworzenie biofilmu przez bakterie, w tym ziaren-
kowce Gram-dodatnie, jest procesem zlozonym i cisle
kontrolowanym. Obecnie wiadomo juz, Ze na prawi-
dlowy przebieg tego procesu wptywa wiele czynnikow,
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wsrdd ktérych duza role przypisuje si¢ dwuskladniko-
wym systemom regulacyjnym (Tab. I) [35, 36, 72].
Bakterie rosng i funkcjonuja, przylegajac prawie do
kazdej powierzchni biotycznej i abiotycznej, tworzac nie-
zwyklg pod wzgledem architektonicznym spotecznosé
zwang biofilmem. Najprosciej biofilm mozna zdefinio-
wac jako spotecznos$¢ drobnoustrojow rosngcg w wie-
lokomorkowych agregatach, zwigzang z powierzchnig,
otoczong zewnatrzkomoérkowa macierza skladajaca sie
z polisacharydoéw, biatek oraz DNA (tzw. eDNA). Co cie-
kawe, domniemane mikrokolonie biofilmu zidentyfiko-
wano juz w skamieniato$ciach pochodzacych sprzed ok.
3,3-3,4 miliardéw lat. Istnieja liczne dowody potwier-
dzajace, ze zdolnos¢ do tworzenia biofilmu jest prastarg
cecha prokariotycznego cyklu zyciowego przez miliony
lat niezwykle konserwowang i niezbedng do przezycia
w zréznicowanych $rodowiskach [1, 5, 27, 47].
Budowa biofilmu bywa rézna i zalezy od kilku czynni-
koéw, gtéwnie od warunkéw panujacych w danym srodo-
wisku oraz wlasnosci tworzacych go drobnoustrojow. Pow-
stawanie biofilmu jest procesem zlozonym, $cisle kon-
trolowanym, obejmujgcym kilka etapow (Rys. 2). Pierw-
szy etap, tzw. wstepna adhezja ma charakter odwracalny
i uzalezniona jest od kilku czynnikéw tj. temperatury,
sit Van der Waalsa czy oddzialywan sit elektrostatycz-
nych. Druga faza, nazywana trwalg adhezja, jest z kolei
nieodwracalna. Kluczowa role w przypadku tego etapu
odgrywaja specyficzne oddzialywania adhezyn réznego
typu zlokalizowanych na powierzchni komorek. Kolejne
etapy powstawania warstwy biologicznej to dojrzewanie
oraz uwolnienie komérek (dyspersja). W fazie dojrze-
wania dochodzi do ostatecznego uformowania w pelni
funkcjonalnego biofilmu. W fazie tzw. dyspersji z kolei
nastepuje odrywanie si¢ fragmentéw biofilmu lub uwol-
nienia komdrek potomnych, ktére mogg przemieszczaé
sie w poszukiwaniu nowych korzystnych nisz zycio-
wych [18]. Mechanizm molekularny sterujacy two-
rzeniem biofilmu moze r6zni¢ si¢ miedzy gatunkami,
a nawet pomiedzy réznymi szczepami tego samego
gatunku. Zdolnos¢ bakterii do formowania biofilmu
stwarza mozliwos$¢ ochrony podczas wzrostu i rozwoju
komorek, warunkuje oporno$¢ na wiele antybiotykow
i innych zwigzkow przeciwbakteryjnych, umozliwiajac
przetrwanie w niekorzystnym srodowisku, a takze zdo-
bywanie nowych nisz ekologicznych [1, 27, 47].
Biofilm wplywa na wiele aspektow ludzkiego zycia,
ale przede wszystkim przyczynia si¢ do rozwoju wielu
groznych dla cztowieka zakazen bakteryjnych. Wigk-
szo$¢ z nich powodowanych jest przez drobnoustroje
wystepujagce w postaci biofilmu, dlatego tak wazne
wydaje sie opracowanie skutecznych metod jego zwal-
czania [1, 5, 27, 47]. Zwlaszcza biofilm ziarenkowcow
Gram-dodatnich ma ogromne znaczenie w chorobo-
tworczosci, a moze powstawac zaréwno na powierzch-
niach tkanek jak réwniez implantowanych wyrobow
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Tabela I
Dwuskladnikowe systemy regulacyjne ziarenkowcoéw Gram-dodatnich uczestniczace w tworzeniu biofilmu
Drobno- . . . " . - Pi$mien-
, TCS Ogolna funkcja Efekt inaktywacji gendw TCS na biofilm .
ustroj nictwo
S. mutans VicRK | Wzrost komorek, adhezja, formowanie Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: [81]
biofilmu, genetyczna kompetencja szorstki, kfaczkowaty i z mniejszg liczbg komorek
S. mutans ComDE | Formowanie biofilmu, genetyczna Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: | [5, 45,
kompetencja, synteza bakteriocyny, zmiany w strukturze, odnotowano takze znaczny | 46]
odpowiedz na warunki stresowe spadek biomasy
S. mutans LiaSR Odpowiedz na warunki stresowe m.in. stres  |Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: | [44, 46,
HK/RRI11 | termiczny, oksydacyjny, formowanie biofilmu |zmniejszenie gestosci komoérek, spadek biomasy 58]
S. mutans CiaRH | Odpowiedz na niekorzystne warunki panu-  |Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: | [33, 42,
jace w $rodowisku, synteza bakteriocyny inaktywacja genu ciaH skutkowata redukcjg bio- | 50, 82]
(mutacyny I), genetyczna kompetencja masy. Inakywacja ciaR nie wykazywaly znacza-
tworzenie biofilmu cych réznic w strukturze
Paciorkowce | CovRS | Rozwoj, patogeneza, tworzenie biofilmu Inaktywacja genu covR spowodowata niezdol- [14, 11,
grupa A, B, C| (CsrRS) nos¢ szczepu do formowania biofilmu 43, 75]
S.gordonii | BfrAB Formowanie biofilmu Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: | [84, 86]
wyrazny spadek biomasy, zmniejszona adhezja
do apatytu sHA
S. aureus ArlRS Wirulencja, formowanie biofilmu Zwigkszona zdolnos¢ szczepu do tworzenia bio- | [77]
filmu, ale zmniejszona zdolno$¢ do przylegania
w poréwnaniu ze szczepem dzikim
S. aureus GraR$ Oddziatywania miedzykomodrkowe oraz Zaobserwowano podwyzszony poziom formowa- | [68]
tworzenie biofilmu w obecnosci cytrynianu | nia biofilmu w poréwnaniu do szczepu dzikiego
bez obecnosci cytrynianu
S. aureus WalKR | Metabolizm $ciany komdrkowej, Ogolne zaburzenia w tworzeniu biofilmu [16]
formowanie biofilmu
S. aureus LytSR Smier¢ oraz liza komoérek (autoliza) podczas | Biofilm szczepu z mutacja w genie lytS [26, 63,
formowania biofilmu cechowal si¢ wieksza gruboscia oraz biomasa 69]
w poréwnaniu do szczepu dzikiego
S. aureus, SaeRS Wirulencja, formowanie biofilmu Zwiekszenie zdolnosci do tworzenia biofilmu | [31, 48]
S. epidermidis
E. faecalis FsrABC | Wirulencja, formowanie biofilmu Zmniejszona zdolno$¢ do tworzenia biofilmu [28, 29,
60]
E. faecalis EtaSR Stres komérkowy, wirulencja, Niewielkie zmiany w strukturze biofilmu [76]
formowanie biofilmu

medycznych. Dlatego niezwykle interesujacym jest uzys-
kanie pelnego wgladu w udziat TCS w tworzeniu struk-
tury biofilmu tych drobnoustrojow.

3.1. Biofilm paciorkowcow

Bakterie z rodzaju Streptococcus sa czestymi pato-
genami czlowieka. Niektdre z nich moga powodowa¢
zakazenia oportunistyczne np. prochnice zebéw wywo-
tywana gtéwnie przez S. mutans oraz S. sobrinus [14].
Opisano siedem gatunkéw paciorkowcow izolowanych
od ludzi i zwierzat nalezacych do grupy ,,mutans” s to:
S. mutans, S. sobrinus, S. crireti, S. ratti, S. ferus, S. maca-
cae i S.downei [73, 78]. Szczepy paciorkowcow kolo-
nizujacych jame ustng, zwlaszcza z gatunku S. mutans
odpowiedzialne s3 za tworzenie biofilmu w postaci
plytki nazebnej - istotnej struktury sprzyjajacej powsta-

waniu préochnicy i stanéw zapalnych w obrebie dzigset
(Rys. 2). Jama ustna stanowi zlozony ekosystem, ktory
zasiedla bardzo zrdéznicowana mikroflora skladajaca
sie z okoto 500 gatunkéw drobnoustrojéw [39]. Liczne
oddzialywania pomig¢dzy nimi stanowig dobrg podstawe
do formowania zlozonej spotecznosci biofilmu.

Inne paciorkowce jak S. pneumoniae odopwiadajacy
gléwnie za zapalenia pluc, zapalenia opon mdzgowo-
-rdzeniowych, czy S. pyogenes zwigzany z zapaleniem
gardla, anging a nawet zapalenia stawow czasami takze
wykazuja zdolno$¢ do tworzenia biofilmu w przebiegu
wyzej wymienionych infekcji.

3.1.1. System VicRK u S. mutans

Dwuskladnikowy system regulacyjny VicRK jest
jednym z 13 zidentyfikowanych u S. mutans UA159.
Schemat budowy tego ukladu nie odbiega od prototy-
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Rys. 2. Etapy powstawania biofilmu na przykladzie plytki nazebnej

powego, zatem operon vicRKX koduje, odpowiednio,
blonowg kinaze histydynowa VicK oraz wewnatrzko-
moérkowy modulator odpowiedzi VicR jego gléwna rolg
jest udzial w adaptacji komorki bakteryjnej do zmian
zachodzacych w otoczeniu (Rys. 3). Inaktywacja gendw
vicK oraz vicR wykazala, ze ich produkty uczestniczg
w prawidlowym wzro$cie komorek, adhezji, formowania
biofilmu oraz tzw. genetycznej kompetencji. Zjawisko
to polega na naturalnej zdolnosci niektérych bakterii,
w tym Streptococcus sp. do pobierania heterologicz-
nego DNA, i jak wykazano, jest to proces niezwykle
powszechny w spolecznosci biofilmu [66, 81].

W poréwnaniu ze szczepem dzikim S. mutans
UA159, szczepy z mutacjg zaréwno w genie vicK jak
i vicR tworza odbiegajacy od typowego dla S. mutans
UA159 biofilm. Biofilm szczepu dzikiego jest gladki
i réwny, podczas gdy biofilm szczepéw zmutowanych
szorstki, ktaczkowaty i z mniejszg liczbg komorek [66,
81]. Zidentyfikowano takze trzeci gen wchodzacy
w sklad operonu vicRKX. Produkt genu vicX jest nie-
zbedny do prawidtowego wzrostu komorek, adhezji
i kompetencji. Aby okresli¢ jak produkt genu vicX
wplywa na architekture biofilmu oraz sam proces
jego ksztaltowania, badano szczep z mutacjg w genie
vicX. Analiza poréwnawcza w elektronowym mikro-
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i

| KWASNE SRODOWISKO | | STRES OKSYDACYINY |
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Rys. 3. Przyklady sygnatéw srodowiskowych aktywujacych TCS
i wplywajacych na biofilm S. mutans. Za zgoda [65]
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skopie skaningowym, (SEM), biofilmu zmutowanego
szczepu z inaktywowanym genem vicX oraz dzikiego
rosngcego na podtozu ptynnym uzupetnionym glukoza
(12nM) lub sacharozg (6 nM) wykazaly znaczne réznice
architektoniczne w budowie [67].

3.1.2. System ComDE S. mutans

Kolejnym zaangazowanym w tworzenie biofilmu
u S. mutans dwuskfadnikowym systemem regulacyjnym
jest ComDE [45, 46]. Geny systemu ComDE wchodzg
w skiad operonu comCDE, a jego produktami sg: pre-
kursor CSP, kinaza histydynowa - bialko sensorowe
rozpoznajace CSP oraz regulator odpowiedzi, ktory
koordynuje ekspresje genéw comAB, comCDE oraz
comX. System ComDE odgrywa réwniez kluczowa role
w tzw. genetycznej kompetencji, syntezie bakteriocyny
oraz odpowiedzi na warunki stresowe [46]. Operon
comCDE wraz z operonem comAB koduja geny odpo-
wiadajace za zjawisko wyczuwania liczebnosci (QS,
Quorum Sensing), w ktérym czasteczka sygnalowa
jest bialko CSP (Competence Stimulating Protein).
Quorum Sensing stanowi pewng odmiang transdukeji
sygnalu rdéznigcg sie od klasycznego dwuskladniko-
wego systemu rodzajem odbieranego bodzca. System
QS zaangazowany jest w regulacje wielu procesow
takich jak: wirulencja, produkcja metabolitow wtor-
nych, boiluminiscencja, koniugacja, transformacja czy
tworzenie biofilmu. Mechanizm tego zjawiska zwigzany
jest z syntezg mediatoréw chemicznych, ktorych steze-
nie ro$nie w miare zageszczania si¢ populacji, az do
osiggniecia pewnej gestosci krytycznej, powyzej ktorej
zwigzanie mediatora z receptorem powierzchniowym
(ComD) stanowi sygnal dla komorki. Bakterie reaguja
na sygnaty wysylane przez wlasne komorki co znacz-
nie ufatwia im monitorowanie zageszczenia populacji
oraz dostosowanie ekspresji genéw do fazy wzrostu.
Zjawisko quorum sensing wymaga aktywnosci szesciu
genow kodowanych przez dwa operony, comAB oraz
comCDE. Produkty pierwszego buduja transporter typu
ABC, niezbedny do eksportu CSP na zewnatrz komorki
bakteryjnej, drugi oméwiono powyzej. Poziom ekspresji
gendw uzalezniony jest od poziomu ComX, ktory jest
alternatywna podjednostka sigma polimerazy RNA.
Gen comC, kodujacy prekursor CSP oraz operon comAB
kodujacy system sekrecji CSP, w gléwnej mierze odpo-
wiadaja za synteze i transport aktywnego CSP (Rys. 4).
Inaktywacja ktdrego$ z nich znacznie ogranicza zdol-
nos¢ do genetycznej kompetencji S. mutans. Dodatkowo
mutanty w genie comC wykazuja zmiany w strukturze
biofilmu, ale ich biomasa byl poréwnywalna z szczepem
dzikim S. mutans. Dodanie syntetycznego CSP powo-
duje powr6t do struktury biofilmu, charakterystycznej
dla szczepu dzikiego. Z kolei inaktywacja genéw comD
i comE powoduje zmiany w strukturze, biofilm staje si¢
znacznie cienszy, a takze odnotowuje si¢ znaczny spadek
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Rys. 4. Schemat transdukcji sygnatu z udziatem dwuskladnikowego systemu ComDE zaangazowanego w tworzenie biofilmu
oraz tzw. genetyczng kompetencje S. mutans. Za zgoda [45, 65].

biomasy (ok. 70%) w poréwnaniu do szczepu dzikiego.
Warto podkresli¢, ze krzywe wzrostu obu mutantow
maja podobny przebieg, co wskazuje na to, Ze inakty-
wagcja jednego z genéw kodujacych TCS w tym samym
stopniu oddziatuje na wzrost i ggsto$¢ komorek. Wyka-
zano takze, ze dodanie syntetycznego CSP do plynnej
hodowli mutantéw nie moze przywrdci¢ biomasy bio-
filmu na poziomie szczepu dzikiego, co dodatkowo
potwierdza, ze dwuskladnikowy system regulacyjny
ComDE odgrywa bardzo wazng role w wykrywaniu
i transdukcji sygnatu z udzialem CSP. Mutanty S. mutans
w genie comX formuja biofilm bardzo podobny do bio-
filmu mutantéw w genach comD i comE. Uzyskane
wyniki w przypadku tych czterech mutantéw, dwa
rodzaje biofilmu - pierwszy z defektem w strukturze
(comC) oraz drugi zaréwno z defektem w strukturze jak
i redukcjg biomasy (comD, comE, comX) sugerujq ist-
nienie drugiego receptora wykrywajacego peptyd CSP,
ale aktywujacego inny mechanizm odpowiedzi. W celu
potwierdzenia tej hipotezy skonstruowano potrdjnego
mutanta comCDE. Szczep ten formowal biofilm o obni-
zonej biomasie podobnie jak mutanty w genach comD
i ComE, ale wykazywal defekt w strukturze podobnie
jak comC. Okazalo si¢ rowniez, ze dodanie syntetycz-
nego CSP do hodowli takiego szczepu zmutowanego
spowodowalo czg$ciowe przywrdcenie struktury jaka
wykazywal biofilm szczepu dzikiego, co z kolei umoc-
nifo hipoteze o istnieniu kolejnego receptora dla pep-
tydu CSP [5, 45, 46].

3.1.3. System LiaSR (HK11/RR11) u S. mutans
Powyzszy dwuskiadnikowy system regulacyjny ziden-
tyfikowany w genomie S. mutans UA159 przez Li iwsp.
[44], nazwany poczatkowo HK11/RR11 obecnie zyskal
nowa nazwe LiaSR nadang mu przez Chong iwsp, ze
wzgledu na duza homologi¢ do systemu LiaRS B. subtilis
[12]. System HK11/RR11 zaangazowany jest w proces
segregacji komorek oraz odpowiedZ na warunki stre-
sowe m.in. stres termiczny oraz oksydacyjny i, jak wyka-
zano, odgrywa on istotng rol¢ w formowaniu biofilmu
S. mutans. Analiza poréwnawcza miedzy szczepem
zmutowanym w genie rr11 (liaR), a szczepem dzikim
S. mutans UA159 pozwolila wytypowa¢ az 174 geny
zalezne do biatka regulatorowego RR11 (LiaR) zaangazo-
wane w formowanie biofilmu [58]. Wykazano, ze delecja
w genach hk11 oraz rr11 skutkuje defektem w strukturze
bofilmu, zmniejszeniem jego gestosci, przylegania do
podtoza biofilmu, ponadto zaobserwowano spadek bio-
masy biofilmu zmutowanych szczepdéw w poréwnaniu
ze szczepem dzikim S. mutans. W celu stwierdzenia, czy
TCS kodowany przez hk11/rr11 méglby funkcjonowac
jako tzw. druga Sciezka przekazywania sygnatu, dodano
syntetyczny CSP do hodowli mutantéw. Okazalo sie jed-
nak, ze w tym przypadku dodanie CSP nie miato zna-
czacego wplywu na biofilm [44, 58]. W celu obnizenia
wirulencji oraz zdolnosci prochnicotwdrczych szczepow
S. mutans stworzono podwdjnego mutanta w dwodch sys-
temach regulacyjnych ComCDE oraz HK11/RR11 [46].
Uzyskane wyniki wskazuja, Ze jednoczesna inaktywacja
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obu TCS obniza wirulencje oraz zdolnos¢ S. mutans do
tworzenia zmian préchnicowych w stopniu wyzszym
niz inaktywacja tylko jednego z systemdw. Szczep zmu-
towany w genach comCDE oraz hk11/rr11 wykazywal
defekt w zdolnosci do tzw. genetycznej kompetenciji,
zdolnosci do wzrostu na podtozu o pH 5,0 oraz tworzyt
biofilm zdeformowany o obnizonej biomasie. Ekspe-
rymenty z udziatem zwierzat wskazujg, ze mutanty te
cechuje obnizona zdolnos¢ do kolonizacji jamy ustnej,
a nawet samej inicjacji procesu préchnicotworczego.
Badania te stanowig dobra podstawg do opracowania
strategii majacych na celu profilaktyke lub leczenie
zakazen powodowanych przez S. mutans [46].

3.1.4. System CiaRH u S. mutans

Dwuskladnikowy system regulacyjny CiaRH S. mu-
tans zaangazowany jest w tworzenie bioflmu, synteze
bakteriocyny (mutacyny I), genetyczng kompetencje oraz
odpowiedz na niekorzystne warunki panujgce w danym
$rodowisku. Okazalo sig, Ze system ten wystepuje dos¢
powszechnie u paciorkowcéw, u ktorych bierze udzial
w procesie patogenezy oraz odpowiedzi na warunki
stresowe [82]. Po przebadaniu mutantéw S. pneumo-
niae w genach cia wsykazano na mozliwy udzial systemu
CiaRH w utrzymaniu integralno$ci $ciany komoérkowej
[50]. Intensywne badania TCS CiaRH S. mutans wyka-
zaly na jego wyjatkowe wlasciwosci. Rézni si¢ on bowiem
od systemoéw CiaRH zidentyfikowanych u innych pacior-
kowcéw dodatkowym biatkiem CiaX, kodowanym przez
pierwszy gen operonu ciaXRH [82]. Inaktywacja genu
ciaH skutkuje zwickszeniem tolerancji na stres oksyda-
cyjny u S. mutans, zahamowaniem syntezy mutacyny I,
redukcja zdolnosci szczepu do tzw. naturalnej kompe-
tencji oraz wzrostem tolerancji na kwasne pH. Delecja
CiaH skutkuje takze redukc ja biomasy biofilmu oraz
zmniejszeniem rozmiaréw komorek, co moze sugero-
wac udzial dwuskladnikowego systemu CiaRH w regu-
lacji wzrostu i/lub podziatu komoérek S. mutans. Z kolei
mutanty w genie ciaR nie wykazywaly znaczacych roz-
nic w strukturze biofilmu w poréwnaniu do szczepu
dzikiego S. mutans UA140. Okreslono réwniez wplyw
inaktywacji genu ciaX kodowanego na operonie ciaXRH.
Okazalo si¢, ze mutanty w tym genie takze wykazuja
defekty w strukturze biofilmu [33, 42].

3.1.5. System CovRS (CsrRS) paciorkowcow grup A, B, C

Dwuskfadnikowy system regulacyjny CovRS znany
réwniez pod nazwg CsrRS po raz pierwszy zostal ziden-
tyfikowany w genomach szczepéw GAS (Group A
Streptococci). U tych szczepéw odgrywa on istotna role
W rozwoju, patogenezie oraz w tworzeniu biofilmu [43].
Dwuskladnikowy system CovRS reguluje ekspresje ok.
15% genéw GAS wérdd nich m.in. operonu has (hyalu-
ronic acid capsule synthesis) oraz gendw: ska (strepto-
kinase), sagA (streptolysin S), speB (cysteine protease B)
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[14]. Wykazano iz inaktywacja genu covR spowodowala
niezdolnos¢ szczepu do formowania biofilmu w prze-
ciwienstwie do inaktywacji covS. Uzyskane wyniki suge-
rowaly zalezny od szczepu wplyw kinazy histydynowe;j
CovS na formowanie biofilmu GAS. W celu potwierdze-
nia tej hipotezy przeprowadzono badania z wykorzysta-
niem réznych szczepéw GAS majacych inaktywowany
gen covS. Wyniki potwierdzily zalezny od wlasciwosci
szczepu mechanizm regulacji [11, 75]. Wykazano takze,
ze biatko CovR jest wymagane do ekspresji genow
zwigzanych z wirulencjg paciorkowcéw grupy B oraz

grupy C [14].

3.1.6. System BfrAB u S. gordonii

Dwuskfadnikowy system regulacyjny BfrAB (Bio-
film Formation Related) zostal zidentyfikowany po-
przez przeszukiwanie integracyjnej biblioteki plazmi-
dow w genomie Streptococcus gordonii V288. System ten
jest zaangazowany w tworzenie biofilmu [84]. Gen bfrA
koduje biatko regulatorowe o masie czgsteczkowej ok.
25,7 kDa, a z kolei gen bfr B kinaze histydynowg o masie
czasteczkowej 32,9 kDa. W pordéwnaniu ze szczepem
dzikim S. gordonii V288, szczep zmutowany w systemie
bfr wykazuje nieprawidtowosci w tworzeniu biofilmu,
ma nizszg biomase¢ oraz zmniejszong adhezje do apatytu
sHA (saliva-coated hydroxyapatite). Ponadto, osiadle
i planktonowe komorki tworzace tzw. wezesny biofilm
na sHA wykazuja wyzszy poziom ekspresji genéw bfr niz
komorki wolnozyjace, sugerujac istotna role dwusktad-
nikowego systemu regulacyjnego Bfr AB we wczesnych
etapach rozwoju biofilmu S. gordonii [84].

Wedlug dostepnych danych system BfrAB reguluje
ekspresje genow bfrCD, bfrEFG, kodujacych biatka sys-
temu transportu ABC oraz ekspresje genu bfrH, koduja-
cego CAAX amino-terminalng proteaze. Wykazano, ze
oczyszczona domena wigzaca DNA bialek BfrA wigze
sie do regionéw promotorowych bfrCD, bfr EFG oraz
bfrH, co sugeruje, ze system BfrAB S. gordonii moze
kontrolowa¢ tworzenie biofilmu poprzez regulacje sys-
temow transportu typu ABC [86].

3.2. Biofilm gronkowcow

Proces powstawania biofilmu gronkowcdéw, pod
wzgledem genetycznym i molekularnym jest niezwykle
zlozony. W tworzeniu biofilmu gronkowcowego istotna
role odgrywa polisacharydowa adhezyna miedzyko-
morkowa (PIA, polysaccharide intercellular adhesin),
bedaca produktem operonu icaADBC. Ekspresja ope-
ronu ica modulowana jest przez réznego typu sygnaly
i prawdopodobnie znajduja si¢ pod kontrolg SigB. Wia-
domo réwniez, ze moze by¢ wlaczana i wylaczana przez
sekwencje insercyjne (IS). Innymi biatkami zaangazo-
wanymi w tworzenie biofilmu gronkowcéw sa takze
AAP (accumulation-associated protein), CIfA (clum-
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ping factor A), bialko Bap (biofilm associated protein)
oraz SSP1 (staphylococcal surface protein). W geno-
mie S. aureus zidentyfikowano 17 TCS [4, 24]. Ponizej
przedstawiono kilka najwazniejszych dwuskladniko-
wych systemoéw regulacyjnych, zaangazowanych w two-
rzenie biofilmu gronkowcowego.

3.2.1. System ArlRS u S. aureus

Operon arlRS koduje dwusktadnikowy system regu-
lacyjny ArIRS. Produktem genu arlS jest kinaza histy-
dynowa, z kolei arIR regulator odpowiedzi wykazujacy
podobienstwo do rodziny biatek OmpR-PhoP. Mutacja
w systemie ArlRS zwigksza zdolno$¢ szczepu S. aureus
do tworzenia biofilmu, jednak mechanizm tego pro-
cesu jak dotad nie zostal poznany. Ponadto mutanty
arlRS cechowaly sie zwigkszong zdolnoscig do autolizy
i zmniejszong aktywnoscig hydrolaz peptydoglikanu.
Badano takze strukture biofilmu z zastosowaniem
konfokalnego laserowego mikroskopu skaningowego
(CLSM, Confocal Laser Scanning Microscopy) i wyka-
zano ze, biofilm tworzony przez komoérki zmutowane
byt obfitszy ale cechowalo go zmniejszone przyleganie
do powierzchni abiotycznej [77].

3.2.2. System GraRS u S. aureus

Poczatkowo dwuskladnikowemu systemowi regula-
cyjnemu GraRS$ (Glycopeptide Resistance Associated)
przypisano wraz z pompg efflux VraFG udzial w opor-
nosci na wankomycyne [68]. Obecnie stwierdzono udziat
sytemu GraRS w oddzialywaniach komérkowych oraz
tworzeniu biofilmu gronkowcéw w obecnosci niskich
stezenn cytrynianu. Jednak mechanizm tego procesu
pozostaje jak dotad nieznany. Wiadomo natomiast, ze
mutanty w systemie GraRS nie tworzg agregatéw w obec-
nosci cytrynianu. Dla tych tych szczepéw zaobserwo-
wano takze podwyzszony poziom formowania biofilmu
w poréwnaniu do szczepu dzikiego hodowanego bez
obecnosci cytrynianu. Niedawno wykazano takze, ze
mutacja w genach graRS prowadzi do wzrostu calko-
witego ujemnego ladunku na powierzchni komorek.
Okazalo si¢ bowiem, ze system GraRS pozytywnie
reguluje ekspresje genu dlt, ktérego produkt jest nie-
zbedny do wytwarzania czasteczek kwasu lipotejcho-
jowego na powierzchni komédrek. Mutanty w locus dlt
cechowat podwyzszony poziom tadunkéw ujemnych na
powierzchni komorki oraz tworzenie biofilmu. Jest zatem
mozliwe, ze wzrost formowania biofilmu na powierzchni
abiotycznej przejawiany przez mutanty graRS bez obec-
nosci cytrynianu zwigzany jest z obnizonym stezeniem
biatka DIt w komorce. Prowadzi to do zwiekszenia zdol-
nosci gronkowcéw do przylegania do powierzchni [68].

3.2.3. System WalKR u S. aureus
Silnie konserwowany WalKR, znany takze pod
nazwa YycGE dwuskladnikowy system regulacyjny jest
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charakterystyczny dla bakterii Gram-dodatnich o malej
zawarto$ci par GC w genomie. Wykazano obecno$¢
tego typu systemu m.in. w przypadku S. aureus [17],
[49], B. subtilis [20, 21], E. faecalis [30], L. monocytoge-
nes [37], S. pneumoniae [40] i S. mutans [66]. System
WalKR kodowany jest przez operon yycFG, ktérego dwa
pierwsze geny koduja odpowiednio kinaze histydynowa
WalK oraz regulator odpowiedzi WalR [16]. Wykazano,
ze system ten odgrywa istotng role w metabolizmie
$ciany komodrkowej, bierze rowniez udzial w tworzeniu
biofilmu. Wykazano, ze inaktywacja WalKR prowadzi
do powstania fenotypu charakteryzujacego si¢ brakiem
opornosci na $rodki powierzchniowo czynne tj. Triton
X-100, brakiem agregacji komorek oraz zaburzeniami
w tworzeniu biofilmu [16].

3.2.4. System LytSR u S. aureus

Operon IytSR S. aureus koduje dwusktadnikowy sys-
tem regulacyjny LytSR. Inaktywacja lytSR powoduje
zmiane aktywnos$ci hydrolaz mureiny wytwarzanych
przez komorki tego patogenu oraz zaburzenia w sponta-
nicznej ich lizie. Po odpowiedniej stymulacji komponent
sensorowy LytS oddzialuje z regulatorem odpowiedzi
LytR, ktdry z kolei aktywuje ekspresje gendéw znajduja-
cych si¢ pod jego kontrola. Jednym z miejsc docelowych
systemu LytSR jest operon IrgAB, ktéry wraz z opero-
nem cidAB kontroluje $mier¢ oraz lize komdrkowa
[26, 63]. Gen cidA koduje bialko podobne do holiny,
ktore jest aktywatorem hydrolaz mureiny i lizy komorek
S. aureus, podczas gdy IrgA koduje antyholine pelniaca
role inhibitora wspomnianych proceséw [26]. Ostatnie
badania wskazuja, ze biologiczng funkcja operonow cid
oraz Irg jest kontrola §mierci komdrek oraz ich lizy pod-
czas rozwoju biofilmu S. aureus [3, 62, 70, 80]. Produkt
genu cidA jest pozytywnym efektorem lizy komorek
i uwalniania pozakomérkowego DNA z biofilmu pod-
czas gdy operon Irg jest inhibitorem lizy. W celu zbada-
nia wplywu dwuskladnikowego systemu regulacyjnego
LytSR na rozwoj biofilmu, inaktywowano operon IytSR
klinicznego szczepu S. aureus UAMS-1 i wykazano, ze
jest on niezbedny do rozwoju prawidtowego biofilmu
tego szczepu [69].

3.2.5. System SaeRS u S. aureus oraz S. epidermidis
System SaeRS poczatkowo zostat zidentyfikowany
w genomie S. aureus. Wykazano jego udzial w syntezie
adhezyn [32] oraz y-hemolizyny [83]. U gronkowca zlo-
cistego operon sae koduje cztery geny saePQRS, sposrod
ktorych gen saeR koduje biatko regulatorowe a gen saeS
kinaze histydynowsa [23]. Funkcja dwoch pozostalych
genéw jak dotad nie zostala poznana, jednakze upa-
truje si¢ ich roli w regulacji zaleznej od operonu [57].
Dwuskfadnikowy system regulacyjny SaeRS, bedacy
jednym z 17 zidentyfikowanych w genomie tego pato-
genu, zaangazowany jest w wirulencje oraz tworzenie



DWUSKEADNIKOWE SYSTEMY REGULACYJNE ZIARENKOWCOW GRAM-DODATNICH

biofilmu. Wykazano takze, ze delecja saeR powoduje
zaburzenia wzrostu w warunkach beztlenowych oraz
zmniejszenie zdolnosci do asymilacji azotu. Poniewaz
udzialu systemu SeaRS w formowaniu biofilmu i autoli-
zie S. epidermidis pozostawal kwestig sporng, utworzono
mutanta zaréwno w genie seaR jak i saeS. Okazalo sie,
ze delecja saeRS powoduje zwigkszenie zdolnosci do
tworzenia biofilmu oraz st¢zenia eDNA w macierzy
zewnatrzkomorkowej. Komorki zmutowanego szczepu
cechowala takze zwigkszona zdolnos¢ do autolizy oraz
zmniejszona zywotnos$¢ zaréwno w postaci planktono-
wej jak i w formie biofilmu [31, 48].

3.3. Biofilm enterokokow

Bakterie z rodzaju Enterococcus uwazane sg za pato-
geny oportunistyczne. Enterococcus faecalis jest jednym
z najczesciej wystepujacych gatunkéw enterokokow
u ludzi i odpowiada za ok. 80-90% zakazen. E. faecalis
oraz E. faecium wykazujg zdolno$¢ do tworzenia bio-
filmu. Bialkami zaangazowanymi w tworzenie biofilmu
enterokokdéw sg m.in. Esp (Enterococcal surface pro-
tein), Fsr (E. faecalis regulator), GelE, Epa (Enterococ-
cal polysaccharide antigen), Atn, EtaR, SalB (Secretory
antigen-like B), SalA (Secretory antigen - like A), DItA,
Bop (Biofilm on plastic surface), EbpABC (Endocar-
ditis and biofilm-associated pili), EbpR, Bee (Biofilm
enhancer in Enterococcus), SrtC [52].

W genomie E. faecalis V583 zidentyfikowano 17 dwu-
sktadnikowych systemoéw regulacyjnych oraz pojedyn-
cze bialko regulatorowe, ktore odgrywaja role w two-
rzeniu biofilmu [28].

3.3.1. System FsrABC u E. faecalis

Wirédd zidentyfikowanych w genomie E. faecalis V583
systemow — system FsrABC moze mie¢ wpltyw na two-
rzenie biofilmu [29]. Operon fsr koduje trzy geny fsrA,
farB, fsrC. FsrC to kinaza histydynowa, z kolei FsrA to
regulator odpowiedzi. Produkty operonu fsr sa niezbedne
do syntezy dwoch proteaz sekrecyjnych, zelatynazy (GalE)
oraz proteazy serynowej (SprE) [60]. Liczne badania nad
systemem FsrABC wykazaly, ze kontroluje on rozwoj
biofilmu E. faecalis poprzez synteze zelatynazy. Sposrod
18 regulatoréw odpowiedzi zidentyfikowanych w geno-
mie tego patogenu jedynie inaktywacja genu fsrA powo-
dowatla znaczne ograniczenie zdolnos$ci do tworzenia
biofilmu na polistyrenowych plytkach przez zmutowany
szczep. Poniewaz gen fsrA jest jednym z trzech kodo-
wanych na operonie fsrABC, odpowiadajacym za syn-
teze GelE oraz SprE, badano takze wplyw inaktywacji
gendw fsrB, fsrC, gelE, sprE na tworzenie bioflmu przez
E. faecalis V583. Analiza mutantéw w wyzej wymienio-
nych genach wykazala, ze z wyjatkiem genu proteazy
serynowej sprE, wszystkie zmutowane szczepy cecho-
wala zmniejszona zdolno$¢ do tworzenia biofilmu [28].
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3.3.2. System EtaSR E. faecalis

Kolejnym dwusktadnikowym systemem zidentyfiko-
wanym w genomie E. faecalis V583 jest EtaSR. Sktada
sie on z regulatora odpowiedzi EtaR, wykazujgcego
duze podobienstwo do LisR L. monocytogenes (77%)
i do biatka regulatorowego CsrR S.pyogenes (70%)
oraz kinazy histydynowej EtaS, ktéra w 53% jest homo-
logiczna do LisK L. monocytogenes, a w 54% do CsrS
S. pyogenes. System ten okazuje si¢ by¢ zaangazowany
w odpowiedZ na stres komodrkowy oraz wirulencje
E. faecalis. W warunkach in vitro szczepy z mutacja
w systemie efaSR cechuje wieksza wrazliwos$¢ na niskie
pH oraz wigksza odporno$¢ na wysoka temperature
(55°C) w poréwnaniu do szczepu dzikiego E. faecalis
V583. Stwierdzono takze udzial EtaSR w tworzeniu bio-
filmu. Jednak szczep z mutacja w genie etaR wykazywat
niewielkie zmiany w strukturze biofilmu [76].

4. Podsumowanie

Liczba wykrytych dwuskladnikowych systemow re-
gulacyjnych zwigzanych z tworzeniem biofilmu wzrosta
w ostatnich latach gléwnie ze wzgledu na duzy postep
w dziedzinie genomiki i proteomiki. Mimo iz znanych
jest wiele czynnikow biorgcych udziat w tworzeniu bio-
flmu niezbedne sg dodatkowe badania i eksperymenty
aby umozliwi¢ lepsze zrozumienie regulacji procesu
powstawania biofilmu. Oceniono, ze okoto 95% mikro-
organizmow zyjacych w naturze tworzy biofilmy [74].
Komorki bakteryjne takiej spolecznosci cechuje duza
zywotnos$¢ oraz oporno$¢ na wiele stosowanych anty-
biotykow, dlatego doglebne poznanie funkcjonowania
TCS zaangazowanych w tworzenie biofilmu wydaje si¢
konieczne do walki z wcigz rosngcg opornoscig bakterii.
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1. Wprowadzenie. 2. Czy komorki nablonkowe i limfoidalne migdalkéw stanowia rezerwuar patogenéw wywolujacych nawracajace
zakazenia gornych drog oddechowych (GDO) i ucha? 3. Adhezyny umozliwiajace przyleganie patogenéw GDO do komoérek gospodarza.
3.1. Adhezyny bakterii Gram-ujemnych. 3.2. Adhezyny ziarenkowcéw Gram-dodatnich. 3.3. Wplyw niskiej temperatury na ekspresje
gendéw kodujacych adhezyny u patogendéw GDO. 4. Mechanizmy internalizacji patogenéw do komérek gospodarza. 5. Sposoby przetrwania
patogendéw GDO wewnatrz komorek ssakow. 6. Wrazliwos¢ wewnatrzkomorkowych patogenéw GDO na antybiotyki i chemioterapeutyki.

Intracellular opportunistic bacteria in upper respiratory tract and ear infections

Abstract: The pathogens commonly causing the upper respiratory tract infections: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, nontypeable Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis are able to exist within host cells in human
upper respiratory tract. They may be found both in homogenates of the adenoids and tonsils and inside epithelial and monocyte/
macrophage cells isolated from these tissues. The bacteria also invade epithelium of middle ear mucosa. They are alive and can
multiply in the cytoplasm. Numerous adhesins are responsible for a tight attachment of bacterial cells to epithelial and endothelial cells
as well as to lymphocytes. These adhesins mediate bacterial internalization by human cells. Some bacteria, e.g. S. aureus, are able to
persist viable within host cell compartments for several days in high numbers. Bacterial persistence in the cellular interior allows evading
immunological defences and bactericidal activity of antimicrobials, thereby creating an intercellular reservoir of pathogenic and/or
opportunistic bacteria. Antibacterial agents, even when are applied in doses exceeding the MIC values, do not eradicate these bacteria
from the intracellular compartment. This feature of intracellular bacteria resembles the characteristic attributes of biofilms, i.e. their
increased tolerance to bactericidal antimicrobials.

1. Introduction. 2. Do epithelial and lymphoid cells constitute a reservoir of pathogens causing recurrent infections of upper respiratory
tract (URT) and ear? 3. Adhesins that facilitate attachment of UTR pathogens to host cells. 3. Adhesins of Gram-negative bacteria.
3.2. Adhesins of Gram-positive coccal bacteria. 3.3. The effect of low temperature on the expression of the genes encoding adhesins of
URT pathogens. 4. The internalization mechanisms of URT pathogens into host cells. 5. Bacterial strategies to persist within mammalian
cells. 6. Susceptibility of the intracellular URT pathogens toward antibiotics.

Stowa kluczowe: wewngtrzkomorkowe bakterie, przetrwanie, wrazliwos$¢ na antybiotyki

Key words:

intracellular bacteria, persistence, antibiotic susceptibility

1. Wprowadzenie

Gorne drogi oddechowe (GDO) obejmuja jamy
nosowe, zatoki przynosowe oraz gardlo. U zdro-
wych ludzi zatoki przynosowe i ucho srodkowe nie
sg skolonizowane przez drobnoustroje i uznaje sie, ze
w warunkach zdrowia stanowig one przestrzenie jatowe.
Nablonek pokrywajacy pozostate miejsca anatomiczne
goérnych drog oddechowych pozostaje w nieustannym
kontakcie z drobnoustrojami przenoszonymi droga
powietrzng (w postaci bioaerozoli) lub drogg kontak-
towa (najczesciej na skorze rak). Pomimo, ze liczne
mechanizmy obronne zaréwno strukturalne (np. rzeski
nablonka migawkowego), jak i immunologiczne (od-
pornos$¢ nieswoista i swoista) warunkuja wzgledna
odporno$¢ GDO na zakazenia bakteryjne, to jednak
czesto dochodzi do przetamania tych barier i rozwoju

petnoobjawowego zapalenia. Wowczas zespdt chorobo-
tworczych cech drobnoustrojéw, umozliwiajacych im
namnazanie i przetrwanie w organizmie gospodarza,
niesprawno$¢ mechanizmdéw obrony immunologicz-
nej chorego a takze nieprawidtowy sposéb leczenia lub
zbyt pdzna decyzja o rozpoczeciu terapii moga stanowi¢
czynniki sprzyjajace rozwojowi przewleklej i nawraca-
jacej postaci zakazenia, niepodatnej na leczenie za
pomocg antybiotykéw i chemioterapeutykow.

Sposréd wielu gatunkéow bakterii wywolujgcych
zakazenia GDO najczesciej izoluje si¢ szczepy Haemo-
philus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Strep-
tococcus pyogenes, Staphylococcus aureus i Moraxella
catarrhallis [23]. Gatunki te wchodza w sklad flory
fizjologicznej cztowieka i sg potencjalnie chorobotwor-
cze. W ostatnich latach zaczal przewazaé poglad, ze
M. catarrhalis jest bezwzglednym patogenem uktadu
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oddechowego czlowieka [19]. W najwyzszym odsetku
z wymazow z migdatkéw podniebiennych u dzieci izo-
lowane sg pateczki H. influenzae. Czesto$¢ izolacji tego
gatunku bakterii siega 40% wymazdw, wobec obecnosci
B-hemolizujacych paciorkowcéw z grupy A w 13%,
a gronkoweca zlocistego i M. catarrhallis w 6% wymazow.
Wyniki te otrzymano w randomizowanych badaniach
300 dzieci z zapaleniami gardta (do trzech epizodéw
w ciagu roku) i umiarkowanym przerostem migdatka
gardlowego [46]. Badania wykonane za pomocg tech-
niki PCR na skrawkach migdatkéw podniebiennych
i gardlowego pozyskanych od dzieci poddanych ade-
noidektomii i tonsillektomii (n = 55) wykazaty obecno$¢
S. pyogenes (u 67,3% chorych), M. catarrhalis i H. influ-
enzae (54,5%), Mycoplasma pneumoniae (10,9%) oraz
materialu genetycznego adenowiruséw (18,2%) w bada-
nych tkankach [65]. Od dzieci z wysigkowym zapale-
niem ucha $rodkowego izolowane sg czesto lekooporne
szczepy S. pneumoniae, S. aureus, S. pyogenes, H. influen-
zae a takze Pseudomonas aeruginosa [97]. Do zapalenia
ucha $rodkowego dochodzi zazwyczaj na skutek powi-
kfan standéw zapalnych w obrebie nosogardta.

Czesto wyniki posiewéw wymazéw z nosogardta
wskazuja na jednoczesng kolonizacje nablonkéw kil-
koma gatunkami bakterii potencjalnie chorobotwor-
czych. Wykonane ostatnio badania u dzieci z przewle-
ktym zapaleniem ucha $rodkowego za pomocg techniki
pirosekwencjonowania fragmentéw genéw 16S rRNA
pokazaty, ze w uchu $rodkowym przewazaja liczbowo
bakterie z rodziny Pseudomonaceae (82,7%), natomiast
flora migdalkéw podniebiennych zdominowana jest
liczbowo przez ziarenkowce z rodziny Streptococca-
ceae (69,2%). Najbardziej réznorodna flora wystepuje
w migdatku gardlowym; wsrod bakterii wyrézni¢ mozna
rodziny Pseudomonaceae, Streptococcaceae, Fusobacte-
riaceae i Pasteurellaceae [51]. Drobnoustroje te moga
ze sobg wspolzawodniczy¢, eliminujgc si¢ nawzajem
z danej niszy lub tez zmienia¢ wlasnos$ci moleku-
larne $cian komdrek sgsiadujacego gatunku, tak aby
usposobi¢ je na oddzialywanie czynnikéw obrony
humoralnej. Szczepy S. pneumoniae wydzielaja enzym
neuraminidaze A, ktéra hydrolizuje reszty kwasu sia-
lowego i przez to redukuje liczbe reszt tego kwasu
zwigzanych z liposacharydami $ciany komoérkowe;j
pateczek H.influenzae i Neisseria meningitidis. W ten
sposob komorki tych gatunkéw drobnoustrojow staja
sie bardziej podatne na dziatanie ukladu dopelniacza
[73]. Interakcje pomiedzy H.influenzae i S. pneumo-
niae prowadza do wydajniejszego tworzenia biofilmu
przez pneumokoki [92]. Wzajemne relacje ilosciowe
i jakosciowe pomiedzy réznymi gatunkami drobno-
ustrojow zasiedlajgcymi nablonek nosogardta moga
ulega¢ zmianom pod wplywem celowanej terapii lub
swoistych szczepionek. W prospektywnych badaniach
kohortowych przeprowadzonych z udziatem 212 zdro-
wych dzieci w wieku od 6 do 36 miesiecy stwierdzono,
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ze eliminacja bakterii z gatunkéw S. pneumoniae lub
H. influenzae moze zwiekszac ryzyko zakazenia GDO
szczepami S. aureus [64].

Istotny wplyw na wyniki dotyczace czestosci izola-
¢ji poszczegdlnych gatunkow potencjalnych patogenow
GDO ma sposdb pozyskania materiatu do badan. Izolaty
H. influenzae sg istotnie cze$ciej wyosabniane z posie-
wow wymazoéw z tylnej czesci gardla niz z wymazow
powierzchni migdatkéw podniebiennych. Natomiast
B-hemolizujace paciorkowce z grupy A (GABHS) znacz-
nie czesciej izolowane sg z wymazow z migdatkéw pod-
niebiennych niz z wymazdéw z tylnej czesci gardta [89].
M. catarrhalis znajdowana jest w posiewach wymazow
gardla od okoto 4% starszych dzieci i dorostych, nato-
miast odsetek izolacji tych bakterii wzrasta w trakcie
ostrych zakazen wirusowych goérnych drég oddecho-
wych. Jedng z mozliwych interpretacji tego zjawiska
jest przyjecie hipotezy o bytowaniu tych drobnoustro-
jow w tkance limfoidalnej, niedostepnej do badania
metoda wymazow [19].

2. Czy komorki nablonkowe i limfoidalne
migdalkow stanowig rezerwuar patogenow
wywolujacych nawracajace zakazenia GDO i ucha?

Uczeni juz w latach dziewig¢édziesigtych ubiegtego
wieku zwrocili uwage na zdolno$¢ przezycia patogenow
GDO wewnatrz komorek gospodarza: komoérek nablon-
kowych oraz wielojadrzastych neutrofili, monocytéow
i makrofagow. St Geme i Falkow [81] pokazali, ze komoérki
klinicznego nietypujacego si¢ szczepu H. influenzae
(NTHi) nie tylko przylegaja, ale tez wnikaja do ludz-
kich komoérek nabtonka linii Chang (ATCC CCL 20.2).
Paleczki te wykazuja takze zdolnos¢ do przezycia i nam-
nazania sie w makrofagach o fenotypie CD14", ktdre zlo-
kalizowane s3 pod nablonkiem pokrywajacym migdatek
gardlowy u dzieci z zapaleniem ucha srodkowego lub
przerostem migdatka gardtowego [24]. Sposrod 33 kli-
nicznych izolatéw NTHi 82% wykazywalo zdolno$¢
przezycia w znacznej liczbie (2x10* CFU) w ciagu co
najmniej 24 godzin w mysich komérkach makrofagal-
nych linii J774 [17]. Otoczkowe szczepy H. influenzae
typu b nie wnikaly do komoérek nabtonka linii komérko-
wej HEp-2, HeLa, ani tez do psich komoérek nerkowych
Madin-Darbyego [96].

Podobnie szczepy S. pyogenes znaleziono wewnatrz
komorek tkanki migdatkéw gardtowych, pobranych od
dorostych chorych z bakteryjnymi infekcjami gardla
(tonsillopharyngitis), za pomocg immunochemicznego
barwienia skrawkéw badanej tkanki. Czesto$¢ wystepo-
wania szczepdw GABHS wewnatrz komorek migdatka
wynosila 3 na 29 badanych prébek. Izolaty te byty wiru-
lentne [66]. Kolejng przestanka mogaca wskazywac na
wystepowanie GABHS nie tylko na powierzchni nabton-
kow byto wykazanie obecnosci DNA paciorkowcow za
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pomocg techniki RT-PCR w wycinkach tkanki mig-
datkéw podniebiennych. Zjawisko to zaobserwowano
u 35 na ogdlng liczbe 130 chorych poddanych zabie-
gowi przyciecia migdatkéw ze wskazan medycznych.
U siedmiu chorych DNA paciorkowcéw wykryto jedy-
nie w wycinkach tkanki migdatkéw a nie w wymazach,
co wskazuje na mozliwos¢ istnienia rezerwuaru pato-
genéw w tkance limfoidalnej gardfa [47]. Liczne zywe
bakterie pozyskano tez zhomogenatéw tkanki migdatka
gardtowego. W 79,3% homogenatéw migdatkéw gardio-
wych pobranych od 410 dzieci ponizej 14 lat zaobser-
wowano wystepowanie w najwyzszym odsetku pale-
czek H. influenzae (28,5%) a nastepnie S. pneumoniae
(21,7%), S. pyogenes i Staphylococcus aureus (15,6%).
Czestos¢ izolacji tych gatunkdw bakterii z homogena-
tow migdatkow gardtowych byta wprost proporcjonalnie
zalezna od chorobowych zmian w zatokach nosowych
u operowanych dzieci [74]. Znacznie wyzszy odsetek
(60%) izolacji S. aureus uzyskano z posiewéw homoge-
natéw tkanki migdatkéw podniebiennych, pozyskanych
od dzieci z przerostem migdatkow (n =33) [20].

Zywe i hodowalne Gram-ujemne dwoinki M. catar-
rhalis pozyskano z tkanki limfoidalnej migdatkéw gar-
dfowego i podniebiennych po posiewie homogenatu tka-
nek oraz zidentyfikowano metoda FISH (fluorescence
in situ hybridization) w skrawkach tkanki limfoidalnej
migdatkéw jako specyficznie wyznakowane komorki
bakteryjne powigzane z makrofagami o fenotypie CD14"
i CD68". Zastosowanie mikroskopii konfokalnej (CLSM)
pozwolito na stwierdzenie, ze zywe pateczki Moraxella
znajduja si¢ w cytozolu makrofagow [34].

Przez pewien czas hipoteza zakladajaca istnienie
wewnatrzkomorkowego rezerwuaru potencjalnych pato-
genéw GDO postrzegana byta jako alternatywna w sto-
sunku do hipotezy uznajacej wzrost w postaci biofilmu
jako podstawowg strategie¢ przetrwania drobnoustrojow
w organizmie gospodarza [31, 32]. Natomiast w ostat-
nich latach wielu badaczy donosi o jednoczasowej obser-
wacji tych samych gatunkéw bakterii, wystepujacych
w biofilmach na powierzchni, jak i wewnatrz komoérek
nablonka btony §luzowej. Badania wykonane za pomoca
CLSM i techniki FISH na bioptatach btony sluzowej
ucha $rodkowego pobranych od dzieci z przewlektym
zapaleniem ucha z wysigkiem lub z nawracajacym
ostrym zapaleniem ucha $rodkowego (n=20) wyka-
zaly obecnos$¢ H. influenzae, S. pneumoniae, M. catarr-
halis i S. aureus zaréwno w biofilmach na powierzchni
blony $§luzowej, jak i w komodrkach nabtonka. Biofilm na
powierzchni blony §luzowej badanych bioptatow obser-
wowano w 64% probek, natomiast obecnos¢ wewnatrz-
komoérkowych, aktywnie metabolizujgcych bakterii
—w 71% probek [36]. W oparciu o te obserwacje coraz
szerzej jest akceptowany poglad, ze zaréwno wzrost
bakterii w postaci biofilmu, jak tez ich wystepowanie
w komorkach gospodarza przyczyniaja sie w podob-
nym stopniu do rozwoju zakazen GDO i ucha, a takze
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zwiekszaja prawdopodobienstwo przetrwania drobno-
ustrojow [40]. Analiza obrazéw mikroskopowych
badanych bioptatow btony $luzowej ucha srodkowego
wykazala obecnos¢ wewnatrzkomorkowych agregatow
bakterii, ktére byly bardzo podobne do wewnatrzko-
morkowych populacji uropatogennych szczepow E. coli
rosnacych w postaci biofilméw w komoérkach nabtonka
pecherza moczowego u kobiet z przewleklym zapale-
niem pecherza [85]. Zatem patogeny GDO i ucha moga
prawdopodobnie rosngé w postaci biofilmu zaré6wno
na powierzchni, jak i wewnatrz komorek gospodarza,
co moze przejawiac sie m.in. zwigkszong tolerancja na
srodki przeciwbakteryjne [39, 55].

3. Adhezyny umozliwiajace przyleganie
patogenéw GDO do komorek gospodarza

Obecny poglad na rozwoj zakazen GDO zaklada
pewna sekwencje zdarzen podczas inwazji drobnoustro-
jow do tkanek nosogardta. Za pierwszy i podstawowy
etap rozwoju zakazenia przebiegajacego z udziatem
wewnatrzkomorkowych bakterii uwazana jest adhezja
do komorek nablonka. Adhezja ta zachodzi przy udziale
makroczgsteczek — adhezyn bakteryjnych, ktére oddzia-
tuja ze specyficznymi receptorami eksponowanymi na
powierzchni komorek nablonka. Kolejnym etapem
w rozwoju zakazenia GDO jest internalizacja bakterii
do komdrek nablonka wyscielajacego gérne drogi odde-
chowe, a nastepnie ich translokacja do tkanki podna-
blonkowej. W tkance podnablonkowej zywe i dzielace
sie bakterie s3 wykrywane takze w komorkach zernych
ukladu immunologicznego gospodarza.

Adhezja bakterii do komérek eukariotycznych jest
juz stosunkowo dobrze poznanym procesem. Aktualnie
prowadzone badania tego zjawiska wskazujg, ze oprécz
swoistych receptoréw dla poszczegdlnych adhezyn
patogenéw GDO moga istnie¢ tez charakterystyczne
molekularne struktury w blonach cytoplazmatycznych
komorek ssakow, ktore uczestniczg w adhezji oportu-
nistycznych bakterii niezaleznie od ich gatunku. Jed-
nymi z takich struktur sg powierzchniowe glikoprote-
iny tetraspaniny, ktore zbudowane sg z czterech domen
zakotwiczonych w blonie cytoplazmatycznej i z dwoch
domen (duzej i malej) eksponowanych na powierzchni
komorki. Tworza one homo- i heterodimery, a takze
wigza si¢ z wybranymi czasteczkami adhezyjnymi,
takimi jak integryny i biatka z nadrodziny immunoglo-
bulin. W postaci wysokoczasteczkowych kompleksow
tworza w blonie cytoplazmatycznej mikrodomeny, do
ktorych przytaczajg si¢ komorki Neisseria mieningitidis,
Neisseria lactamica, S. pneumoniae i S. aureus. Wigza-
nie to mozna zahamowac¢ z wykorzystaniem swoistych
przeciwcial przeciwko biatkom z rodziny tetraspanin,
a takze za pomoca rekombinowanej domeny zewnatrz-
komoérkowej tych biatek [30].
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3.1. Adhezyny bakterii Gram-ujemnych

Gram-ujemne bakterie izolowane od chorych z zapa-
leniami GDO, takie jak H. influenzae i M. catarrhalis
posiadajg szereg adhezyn wlasciwych dla gatunku. Moga
one tez przylega¢ do tych samych makroczasteczek
eksponowanych na powierzchni komorek ssakow jako
docelowych miejsc ich adhezji.

U H. influenzae poznano juz wiele adhezyn, takich
jak fimbrie (kodowane w locus hif), lipooligosacharydy,
wysokoczgsteczkowe adhezyny kodowane przez geny
hmwl i hmw2, bialka blony zewnetrznej (Hap, P2, P5
i P6) ilipoproteina PCP [22]. Podobnie jak u wigkszosci
drobnoustrojow przylegajacych do nablonka GDO bak-
teryjne struktury powierzchniowe szczepéw H. influen-
zae podlegaja zmiennosci fazowej. Oznacza to, ze w jed-
norodnej hodowli paleczek z rodzaju Haemophilus moga
wspotwystepowac komorki o réznym fenotypie, np. te,
ktore niosa na swojej powierzchni czasteczki fosfatydy-
locholiny (PCho), przylaczone do czasteczek lipooligo-
sacharydow (PCho"), jak i te, ktdre nie posiadaja PCho
(PCho"). Fenotyp PCho* jest niezwykle istotny podczas
tworzenia i formowania dojrzalej struktury biofilmu tego
drobnoustroju - tylko komérki o tym fenotypie zdolne s3
do wytworzenia prawidtowej tréjwymiarowej struktury
biofilmu in vivo na modelu zakazenia ucha srodkowego
u szynszyli [37]. Fenotyp PCho* u szczepéw NTHi odpo-
wiada tez za proces wydajnej adhezji do komorek ssa-
koéw, takich jak komorki nabtonka lub $rédbtonka [25].
Jednakze czasteczki fosfatydylocholiny zwigzane z LOS
nie odgrywaja istotnej roli w przyleganiu komdrek NTHi
do komorek makrofagéw ptucnych, co zaobserwowano
poréwnujac wielkos¢ adhezji komoérek typu dzikiego
o fenotypie PCho* i komoérek mutanta, pozbawionego
reszt fosfatydylocholiny w blonie zewnetrznej [53].

Fimbrie NTHi uczestnicza w przyleganiu komorek
bakteryjnych do reszt sialowych glikosfingolipidow
(laktozyloceramiddéw), czasteczek wchodzacych w sktad
blony cytoplazmatycznej komorek nablonka GDO.
Geny kodujace te fimbrie (stanowigce elementy skla-
dowe operonu hif) wystepuja istotnie czesciej w geno-
mach szczepéw NTHI uzyskanych z gardla niz izolatow
od chorych z zapaleniem ucha srodkowego [13].

U paleczek M. catarrhalis wyrézniono tez szereg spe-
cyficznych adhezyn, a wérdd nich biatka blony zewnetrz-
nej, takie jak UspAs, MID/Hag, McaP, Omp CD i biatka
Mha oraz fimbrie typu IV i czgsteczki lipooligosacha-
rydéw [19]. Paleczki te sg zdolne tez do przylegania
do urzesionych komorek nablonka za posrednictwem
adhezyny Mid/Hag o masie czast. 200 kDa, zbudowane;j
z 10 odcinkéw tancucha polipeptydowego o strukturze
beta, zakotwiczonego w blonie komdrkowej oraz globu-
larnej, N-koncowej domeny, ktéra bezposrednio uczest-
niczy w procesie adhezji oraz wiaze czasteczki immu-
noglobuliny D (IgD) [9]. Adhezyny UspAs (ubiquitous
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surface protein A proteins) s biatkami, ktore ze wzgledu
na znaczng mase czgsteczkowa (250-300 kDa) mozna
oglada¢ za pomocg mikroskopu elektronowego jako
rozproszong warstwe o grubosci 60 nm na powierzchni
komérek drobnoustroju. Geny kodujace te adhezyny
podlegaja zjawisku zmiennosci fazowej, co wyraza sig
jednoczesnym wystepowaniem wielu fenotypow pate-
czek Moraxella [11]. Adhezyny UspA oddzialujg swo-
iscie z fibronektyna, lamining, witronektyng oraz cza-
steczkami adhezyjnymi z nadrodziny immunoglobulin
CEACAMI1 (carcinoembryonic antygen-related cellular
adhesion molecule 1), znajdujacymi si¢ na powierzchni
komorek nabtonka, $rédblonka i limfocytow.

Zajmujace ta sama nisze ekologiczng na nabtonkach
GDO paleczki H. influenzae, a takze Neisseria gonorr-
hoeae i N. meningitidis, przylegaja za posrednictwem
swoistych adhezyn, odpowiednio biatek P5 i Opa, do
CEACAM], tego samego rodzaju czasteczek adhezyj-
nych, do ktérych przylegaja dwoinki M. catarrhalis.
Specyticznos¢ wigzania adhezyn wymienionych powy-
zej gatunkow z ludzkimi czasteczkami CEACAMI jest
wysoka; nie zaobserwowano oddzialywan tych bia-
tek z czasteczkami CEACAM1 pozyskanymi z innych
gatunkow ssakow [91]. Warstwa komorek nablonko-
wych, do ktérych przylegaja H. influenzae, M. catarr-
halis lub N. gonorrhoeae za posrednictwem czgsteczek
adhezyjnych CEACAMI nie ulega zluszczeniu nawet
po wniknieciu patogenéw do cytozolu. Zjawisko ztusz-
czania nablonka zostaje zahamowane w ciggu trzech do
o$miu godzin od zakazenia w wyniku zwigkszonej eks-
presji biatka CD105, receptora TGF-B1 na powierzchni
komorek nabtonka. Za posrednictwem biatka CD105
zwigksza si¢ sita wigzania komorek nablonka do macie-
rzy pozakomorkowej tkanek [56]. Bialko blony zewnetrz-
nej P5 paleczek H. influenzae jest istotnym czynnikiem
zjadliwosci tego patogenu. Tylko paleczki posiadajace to
biatko, poprzez swoiste wigzanie z czasteczkami adhe-
zyjnymi CEACAM]1, CEACAMS5 i CEACAMS6, moga
wywola¢ zakazenie ucha srodkowego u szynszyli po
donosowym zakazeniu zwierzat. Sprzyja temu zdolnos¢
palteczek przylegajacych do receptoréw CEACAM do
internalizacji w komoérkach nabltonka i nastepnie prze-
nikniecia do tkanki podnablonkowej [12].

3.2. Adhezyny ziarenkowcow Gram-dodatnich

Liczne adhezyny wystepujace na powierzchniach
komoérek Gram-dodatnich zaliczane s3 gltéwnie do
grupy biatek okreslanych akronimem MSCRAMM
(Microbial Surface Components Recognizing Adhe-
sive Matrix Molecules), czyli s biatkami swoiscie roz-
poznajacymi glikoproteiny macierzy pozakomorkowej
tkanek. Wiele glikoprotein macierzy pozakomorkowej
tkanek (extracellular matrix, ECM) wystepuje zar6wno
w postaci rozpuszczalnych bialek globularnych w suro-
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wicy i innych plynach ciala, a takze w postaci nieroz-
puszczalnej, jako elementy budulcowe tkanek. Spo-
$réd tych bialek fibronektyna, laminina i witronektyna
czesto pelnig role czasteczek pomostowych podczas wia-
zania sie ziarenkowcdw z receptorami na powierzchni
komorek gospodarza.

S. pyogenes wytwarza 11 bialek wiazacych fibronek-
tyne (m.in. biatko M, Sfb1, Sfnll, Lbp, F2 i Shr), cztery
biatka wiazace plazminogen (bialko M, enolaze, Pam,
Plr), trzy — lamining lub fibrynogen (m.in. biatka Lbp,
Lsp, SpeB i Fbp54) oraz jedno biatko wigzace kolagen
(Cpa). Wiekszos¢ tych adhezyn uczestniczy w przy-
leganiu paciorkowcow do komorek gospodarza [59].
GABHS posiadajg tez dwie adhezyny biatkowe, ktore
umozliwiajg wystapienie zjawiska mimikry molekular-
nej. Biatka te, oznaczone jako Scll i Scl2 w regionie cen-
tralnym swoich czasteczek maja sekwencje aminokwa-
sowa Gly-Xaa-Yaa, ktora przyjmuje konformacje scisle
upakowanej potréjnej helisy, analogiczna do struktury
czasteczek kolagenu u ssakow. Adhezyny te bezposred-
nio wiaza sie z nierozpuszczalnymi, wystepujacymi na
powierzchni blony komérek gospodarza fibronektyna
ilamining, a przez to umozliwiajg internalizacje pacior-
kowcéw z grupy A do komoérek nablonka [14].

Adhezyny S. pneumoniae, zaliczane do biatek
MSCRAMM sg stosunkowo mniej poznane niz u S. pyo-
genes. Wérdd nich wyrdzniono biatko PavA wigzace
fibronektyne i bialko PfbA, o masie czasteczkowej
120 kDa, oddzialujace swoiscie z fibrynogenem i plaz-
minogenem, ktdre uczestnicza w przyleganiu pneumo-
kokéw do komorek nabtonka [61]. Innymi adhezynami
tego drobnoustroju sg bialka PspC i PsaA. Adhezyna
PspC wiaze sie z receptorem immunoglobulinowym
- pIgR (human polymeric immunoglobulin receptor),
ktorego ektodomena eksponowana jest na powierzchni
ludzkich komoérek nabtonka wyscielajacego drogi odde-
chowe i w zaleznosci od dostepnosci wewnatrzkomor-
kowej puli jonéw wapnia moze uczestniczy¢ w inter-
nalizacji pneumokokéw do komorek gospodarza [8].
Bialko PsaA, bedace podjednostky transportera typu
ABC wiazacego jony manganu, faczy sie z E-kadheryna
na powierzchni komorek nabtonka [6].

GABHS i pneumokoki przylegaja tez do komoérek
nabfonka jamy nosowo-gardtowej i komérek srodbonka
za pomocy fimbrii, dlugich, cienkich i eksponowanych
do srodowiska zewnetrznego biatkowych struktur, zbu-
dowanych z pilin, odpowiednio u S. pyogenes — RrgB,
natomiast u S. pneumoniae — Spy. W odrdznieniu od
fimbrii bakterii Gram-ujemnych, fimbrie bakterii Gram-
-dodatnich zbudowane s3 z podjednostek biatka piliny
polaczonych wigzaniem kowalencyjnym [67]. Fimbrie
S. pneumoniae s3 zbudowane ze 100-200 tandemowo
polaczonych czgsteczek biatka RrgB [63]. W procesie
tworzenia ostatecznej struktury fimbrii biorg udziat sor-
tazy, enzymy o aktywnosci transpeptydaz cysteinowych.
Enzymy te zakotwiczaja fimbrie w $cianie komoérkowej
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bakterii poprzez trawienie wigzania pomiedzy resztami
aminokwasowymi treoniny i glicyny w obrebie sekwen-
¢ji LPXTG i utworzenie wigzania amidowego pomiedzy
grupa karboksylowg reszty treoniny a grupa aminowsa
w czasteczce peptydoglikanu $ciany komorkowej. Katali-
zujg one takze sktadanie podjednostek fimbrii - czaste-
czek piliny w ostateczng strukture fimbrii [43]. Wyka-
zano, ze fimbrie uczestnicza w przyleganiu S. pyogenes
do nabtonka pokrywajacego migdatki gardtowe i wiaza
komorki S. pneumoniae z nablonkiem oddechowym
i komoérkami $rodblonka [42]. Istotny udzial fimbrii
w przyleganiu do tkanek gospodarza stwierdzono tez
u enterokokow [83].

Sposréd licznych adhezyn S. aureus z grupy MSCRAMM
nastepujace bialka biorg udzial w procesie przylega-
nia bakterii do powierzchni komoérek gospodarza: dwa
biatka wigzace fibronektyne FnBPA i FnBPB i dwa
biatka wigzace fibrynogen CIfA i CIfB [33]. Gronko-
wiec zlocisty przylega tez do komdrek nablonka jamy
nosowej za posrednictwem biatek z rodziny Sdr, takich
jak SdrC i SdrD oraz biatka Pls, wigzacych lipidy i gli-
kolipidy btony komdrkowej. W wigzaniu gronkowcow
do nabtonka nozdrzy przednich biora jednoczesnie
udzial, poza adhezynami z rodziny Sdr, adhezyna CIfB
oraz bialko IsdA, ktorego transkrypcja podlega regulacji
przez operon Fur i jest zalezna od dostepnosci jonow
zelaza w $rodowisku wzrostu. Mutanty pozbawione
genow kodujgcych wymienione powyzej cztery adhe-
zyny nie przylegaly do komoérek nabtonka GDO [16].
Adhezja S. aureus do komorek nablonka w nozdrzach
przednich uwazana jest za jeden z czynnikéw sprzyjaja-
cych wystapieniu zakazenia tym drobnoustrojem.

U gronkowca zfocistego wyr6zniono tez inng grupe
bialek uczestniczacych w adhezji do glikoprotein macie-
rzy pozakomorkowej tkanek i/lub do komérek gospoda-
rza. Grupe tych biatek oznaczono akronimem SERAM
(Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules).
Ich cechg charakterystyczng jest to, Ze oprocz udziatu
w procesach adhezji aktywnie interferujg one w szlaki
sygnalowe prowadzace do aktywacji przeciwbakteryjne;j
obrony gospodarza [15]. Sposrdd tych adhezyn w przy-
leganiu S. aureus do komoérek gospodarza uczestniczy
biatko Eap (extracellular adherence protein) o masie
czasteczkowej 60-70kDa. Wigze ono fibronektyne,
fibrynogen, witronektyne, ktére moga pelnic role cza-
steczek pomostowych w wigzaniu bakterii do integryn
w blonie cytoplazmatycznej komorek gospodarza oraz
wspoldziata¢ z adhezynami FnBPA i FnBPB w interna-
lizacji do komorek nablonka i srodbtonka [27].

3.3. Wplyw niskiej temperatury na ekspresje
genow kodujacych adhezyny u patogenéw GDO

W krajach o klimacie umiarkowanym szczyt zachoro-
wan na zapalenia gornych drég oddechowym przypada
na miesigce jesienno-zimowe. W takich warunkach,
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podczas dlugotrwalego przebywaniu w ujemnej tempe-
raturze powietrza dochodzi do wychlodzenia nabtonka
pokrywajacego GDO i, w konsekwencji, do narazenia
drobnoustrojow zasiedlajacych te nabtonki na stres tem-
peraturowy. W doswiadczeniach wykonanych w warun-
kach laboratoryjnych zaobserwowano wzmozong syn-
teze biatek adhezyn UpsA (UpsAl i UpsA2) dwoinek
M. catarrhalis po ich inkubacji w temperaturze 26°C
w ciagu 2 godzin, a nastepnie ich zwiekszong adhezje
do fibronektyny. Wykazano tez, Ze obnizenie tempe-
ratury prowadzi do zwiekszonej ekspresji genow tbpA
i tbpB oraz IbpA i IbpB, ktorych produkty biorg udziat
w pozyskaniu jonow zelaza z transferryny i laktoferyny,
zwiekszajac przez to szybkos¢ namnazania bakterii tego
gatunku [80].

Podobne zjawisko zaobserwowano po poddaniu
szczepu UAMSLI S. aureus inkubacji w temperaturze 10°C
w ciggu 30 min. [5]. Wielko$¢ ekspresji genéw kodu-
jacych biatka badanego szczepu gronkowca oceniano
za pomocg mikromacierzy ,, Affymetrix S. aureus Gene-
Chips” i weryfikowano z uzyciem techniki RT-PCR.
Stwierdzono, Ze 46 gendéw ulegto wzmozonej transkryp-
cji, wérod nich gen kodujacy biatko szoku zimna Csp
(cold shock proteins) (ponad 1000-krotny wzrost steze-
nia transkryptu) a takze trzy geny: seo, lip i srtA, kodu-
jace czynniki zjadliwosci tego drobnoustroju, odpowied-
nio enterotoksyne, lipaze i sortaze [5].

Zmiane ekspresji gendw pod wplywem inkubacji
w temperaturze 23°C wykazano z uzyciem mikroma-
cierzy takze dla szczepu Escherichia coli K-12. Ponad 7%
catego genomu (okoto 297 gendéw) uleglo wzmozonej
transkrypcji w poréwnaniu z poziomem transkrypcji
genow tego drobnoustroju w hodowli prowadzonej
w temperaturze 37°C. Wsrod tych biatek dominowaty
biatka zwigzane z ogolng odpowiedzig stresowa, regu-
lowang przez RpoS, biatka szoku zimna a takze biatka
biorgce udzial w tworzeniu biofilmu [93].

Powyzsze obserwacje moga sugerowac istotny wpltyw
przej$ciowego obnizenia temperatury na wielkos¢ eks-
presji genéw kodujacych czynniki zjadliwosci wzgled-
nie chorobotworczych bakterii czlowieka i wskazywac,
ze bodzce plynace ze srodowiska moga stanowic jeden
z czynnikow sprzyjajacych rozwojowi zakazenia [1].

4. Mechanizmy internalizacji patogenow GDO
do komdrek gospodarza

Wigkszos¢ z wymienionych powyzej adhezyn pato-
genéw GDO bierze udzial w procesie internalizacji
bakterii do komorek ssakéw. W inwazji szczepéw NTHi
do komorek nabtonka biorg udzial lipooligosacharydy
eksponowane na powierzchni $ciany komérkowej bak-
terii. Oddziatujg one z receptorem dla czynnika akty-
wujacego plytki krwi (platelet-activating factor, PAF)
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[84]. W eksperymentach z uzyciem cytochalazyny B
wykazano, ze dwa inne zjawiska sg rownie istotne dla
efektywnej fagocytozy komorek szczepéw NTHi przez
makrofagi: aktywny udzial biatek cytoszkieletu oraz
obecnos¢ czasteczek cholesterolu w btonie cytoplazma-
tycznej makrofagdw w obrebie tzw. raftow lipidowych,
bogatych w cholesterol i sfingolipidy [53]. Wnikanie
NTHi do komorek gospodarza jest procesem, w ktorym
gléwna role odgrywa szlak sygnatowy 3-kinazy fosfaty-
dyloinozytolu, ktorego czasteczka efektorowa jest kinaza
Akt. Proces ten rozpoczyna sie od utworzenia mikroko-
lonii na powierzchni komoérek nabtonka przez pateczki
Haemophilus [54]. Mechanizm internalizacji NTHi
rézni si¢ zatem od sposobu wnikania Gram-ujemnych
pafeczek, posiadajacych system sekrecji bialek typu
II1, np. P. aeruginosa [82]. Analogiczne doswiadczenia
z uzyciem cytochalazyny B wykazaly podobny mecha-
nizm fagocytozy komdrek S.pyogenes przez makro-
fagi — udziat biatek cytoszkieletu w reorganizacji btony
cytoplazmatycznej, prowadzacej do powstania diugich
wypustek otaczajacych grona paciorkowcéw przed ich
wchlonieciem. Podobny mechanizm fagocytozy, tzw.
»looping phagocytosis” opisano tez dla Francisella tula-
rensis, paleczki nosacizny [35].

Komorki nabtonka i srodbtonka takze ulegaja zaka-
zeniu przez S. pyogenes. Internalizacja paciorkowcow
jest procesem wymagajacym reorganizacji widkien
aktyny w cytoszkielecie komdrek nabtonka. W pro-
cesie tym istotne sg bezposrednie lub posrednie, przy
udziale czasteczek ECM (najczesciej fibronektyny wig-
z3cej sie z bialkiem FbaB), odzialywania GABHS z czg-
steczkami integryn, a nastepnie udzial biatek z rodziny
Rho w transdukeji sygnatu [4]. Wigzanie paciorkow-
cow z czasteczkami integryn a5B1 za posrednictwem
fibronektyny, pelnigcej role czgsteczki pomostowej,
prowadzi do grupowania (klasteryzacji) integryn w bto-
nie cytoplazmatycznej komorek gospodarza w obrebie
raftéw lipidowych, bogatych w czasteczki cholesterolu.
Internalizacja komérek GABHS moze tez zachodzi¢
przy udziale klatryny w procesie endocytozy klatry-
nozaleznej za posrednictwem mechanizmu ,zamka
blyskawicznego” Komorki bakterii zostaja otoczone
wypustkami bfony komérkowej i wchtoniete do cytopla-
zmy. Streptolizyna O, cytolizyna zalezna od czasteczek
cholesterolu, uwalniana jest przez wewnatrzkomorkowe
GABHS i tworzy pory w blonach wakuol, uwalniajac
zamkniete w nich po procesie internalizacji bakterie.
Streptolizyna O wytwarzana pozakomdrkowo moze
zapobiega¢ endocytozie komorek S.pyogenes przez
komorki nabtonka jamy nosowo-gardiowej [52]. W pro-
cesie klatrynozaleznej endocytozy wchlaniane sg takze
komorki gronkowca zlocistego, na drodze analogicz-
nego jak wyzej mechanizmu ,,zamka blyskawicznego”
przez komorki nieprofesjonalnych komorek fagocytu-
jacych [90]. Podobnie dwoinki M. catarrhalis wnikajg
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do komoérek nabtonka z udziatem czasteczek klatryny
i mechanizmu ,,zamka blyskawicznego” po zwigzaniu si¢
z blong cytoplazmatyczng poprzez specyficzne oddzia-
tywanie adhezyny UspAl i czasteczek fibronektyny, jako
czasteczek pomostowych w procesie adhezji do czaste-
czek integryn a5p1 [79].

S. pneumoniae penetruja keratynocyty oraz komarki
nablonka i srédblonka za posrednictwem pomostowego
wigzania z inng glikoproteing ECM - witronektyna.
Pneumokoki oddzialujg z domeng wigzaca heparyne
w czgsteczce witronektyny i za posrednictwem tej gli-
koporoteiny przytaczaja si¢ do czasteczek integryn av3.
Pobudzane sa wowczas szlaki sygnatowe, w ktérych
biorg udziat kinazy serynowo-treoninowe: JLK (inte-
grin-like kinase), PI3K (kinaza fosfatydyloinozytolu)
i kinaza bialkowa Akt. Wskutek dynamicznych zmian
cytoszkieletu komorek gospodarza dochodzi do interna-
lizacji pneumokokdéw [10]. Podobny mechanizm inter-
nalizacji, z witronektyng jako czasteczka pomostows,
wystepuje u S. pyogenes, a takze u bakterii Gram-ujem-
nych kolonizujacych blony §luzowe GDO, takich jak
M. catarrhalis, H. influenzae i N. gonorrhoeae [10].

W zakazeniu komorek nablonka przez S.pneu-
moniae bierze udziat adhezyna PscC [8]. Biatko PspC
wiazace choling, przez wielu badaczy uwazane za naj-
wazniejszg adhezyne tego gatunku bakterii, oddziatuje
specyficznie z ludzkim receptorem immunoglobulino-
wym pIgR. Receptor ten w warunkach fizjologicznych
uczestniczy w transporcie czgsteczek immunoglobulin
IgA iIgM od powierzchni podstawno-bocznych (bazo-
lateralnych) do powierzchni szczytowych (apikalnych)
komorek nabtonka, po czym czasteczki wydzielniczego
IgA (sIgA) oraz fragmentu wydzielniczego (SC) sa
wydzielane na powierzchnie¢ bton §luzowych. Wéwczas
czasteczki receptora immunoglobulinowego powracaja
w kierunku powierzchni podstawno-bocznych. Zja-
wisko ma miejsce takze po zwigzaniu pneumokokéw
z receptorem immunoglobulinowym pIgR i prowadzi
do efektywnej pozniejszej transcytozy bakterii przez
warstwe komorek nabtonka do tkanki podnabtonko-
wej. W zjawisku tym uczestniczg kinazy tyrozynowe
z rodziny Src oraz inne kinazy z rodziny MAPK: ERK
i kinaza c-Jun NH2-konca [7].

Inwazja zaréwno nieprofesjonalnych komorek fago-
cytujacych, jak i profesjonalnych fagocytéw przez
S. aureus zachodzi za posrednictwem czasteczek fibro-
nektyny jako czasteczek pomostowych. Dwie adhezyny
gronkowca wigzace fibronektyne FnBPA i FnBPB posia-
daja odpowiednio 11 i 10 miejsc wigzacych fibronektyne,
z ktérych sze$¢ w kazdej z adhezyn oddzialuje z tym
bialkiem z wysokim powinowactwem. Prawdopodob-
nie wigzanie kilku czasteczek fibronektyny z jedna cza-
steczkg adhezyny na powierzchni komorek gronkowca
umozliwia jednoczesng interakcje z wieloma czastecz-
kami integryn typu a5p1 i ich klasteryzacje w blonie
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cytoplazmatycznej komorek gospodarza [21]. Obie
adhezyny uzupelniajg si¢ wzajemnie w procesie przyle-
gania S. aureus do komorek gospodarza, chociaz biatko
FnBPA pelni dominujaca role w tym procesie. Ponad
70% klinicznych izolatéw gronkowca posiada geny kodu-
jace oba bialka [75]. Mechanizm wnikania S. aureus do
komorek gospodarza przypomina omawiany juz powy-
zej mechanizm ,,zamka btyskawicznego”, ktdry prowadzi
do aktywacji szlakow sygnalowych kinaz tyrozynowych
z rodziny src. Co ciekawe adhezyna Pls, wystepujaca
na powierzchni szczepéw MRSA (kodowana przez gen
zlokalizowany w gronkowcowej kasecie chromosomal-
nej mecl, SCCmecl) moze hamowa¢ inwazje bakterii
do komoérek gospodarza, prawdopodobnie stanowiac
przeszkode steryczna dla zjawiska adhezji [77].
Gronkowiec ztocisty przenika przez warstwe ko-
morek nabtonka do tkanek podnabtonkowych na dro-
dze paracytozy. Powierzchniowe biatko A tego drobno-
ustroju poprzez wigzanie z receptorem dla TNF-a i akty-
wacje receptora dla EGF pobudza szlaki sygnatowe bialek
z rodziny Rho, co prowadzi do reorganizacji cytoszkie-
letu. Jednocze$nie aktywowana zostaje wewnatrzkomor-
kowa, wapniozalezna proteaza cysteinowa z rodziny
kalpain, co prowadzi do proteolizy biatek okludyny
i E-kadheryny, wystepujacych w $cistych potaczeniach
miedzykomoérkowych komoérek nabtonka, umozliwia-
jac paracytoze bakterii [78]. W tkance podnabtonko-
wej prawdopodobnie dochodzi do inwazji komoérek
profesjonalnych leukocytéw przez patogeny GDO.

5. Sposoby przetrwania patogenow GDO
wewnatrz komorek ssakow

W komorkach linii monocytarno-makrofagalnej,
jak i w nieprofesjonalnych komdrkach fagocytujacych
zachodzi wiele proceséw ukierunkowanych na elimina-
cje patogenow, takich jak wytwarzanie wolnych rodni-
koéw, synteza lizosomalnych enzymoéw hydrolitycznych
oraz przejSciowe zakwaszanie zawartosci fagosomow.
Obecnie szeroko akceptowany jest poglad, ze prze-
zycie wewnatrzkomoérkowych patogenéw jest zwia-
zane z realizacja jednej z bakteryjnych strategii, takich
jak modulacja procesu powstawania fagolizosomu,
adaptacja do kwasnego srodowiska fagolizosomu lub
ucieczka z fagolizosomu do cytoplazmy. Rownie istotna
zdaje sie by¢ zdolnos¢ patogendéw do zahamowania
procesow apoptozy lub nekrozy komoérek gospodarza
i mozliwo$¢ namnazania w cytoplazmie [72]. Dotych-
czas najwiecej naukowych danych zebrano na temat
strategii przetrwania wewnatrzkomorkowych populacji
gronkowca zlocistego.

Gronkowiec zlocisty moze przezy¢ w kwasnym $ro-
dowisku wakuoli fagocytarnych komérek nabtonka lub
srodblonka przez kilka dni (in vitro nawet do dwdch



284

tygodni), a komorki niektdrych szczepdw tego gatunku
sg zdolne do ucieczki z fagolizosomu [45]. Poczagtkowo
rozwazano udzial a-toksyny (hemolizyny a) w tym
procesie. Jednakze badania z wykorzystaniem mutanta
Staphylococcus carnosus, do ktérego genomu wprowa-
dzono gen hla kodujacy a-toksyne i ktéry nastepnie
ulegt efektywnej ekspresji w fagolizosomach dowiodly,
ze wytwarzanie i aktywnos¢ tej toksyny nie sg wystar-
czajace dla efektywnej ucieczki bakterii do cytoplazmy
[28]. Kolejne badania pokazaly, ze u komdrek szcze-
pow gronkowca zdolnych do ucieczki z fagolizosomu
jest aktywny system quorum sensing agr (accessory
gene regulator). Gen kodujacy jedng z cytolizyn tego
drobnoustroju - §-toksyny transkrybowany jest wraz
z genem kodujacym efektorowa czasteczke RNAIII sys-
temu quorum sensing u gronkowcéw. Toksyna § wraz
z B-toksyna (o aktywnosci sfingomielinazy C) biora
udzial w uszkodzeniach blony fagolizosomu, umozli-
wiajac efektywng ucieczke bakterii do cytoplazmy [29].
Natomiast w ludzkich makrofagach krwi obwodowej
zywe komorki S.aureus szczepu Newman bytowaly
w fagosomach w ciggu 3-4 dni, zanim dochodzilo do
ich ucieczki do cytoplazmy i pdzniejszej lizy komorek
gospodarza. Izogenne mutanty tego szczepu z mutacjg
w genach kodujacych a-toksyne, metaloproteaze aure-
olizyne, bialko A i enzym sortaze A byly w tym czasie
efektywnie zabijane przez makrofagi [44].

Dlugotrwalej obecnosci gronkowcoéw w cytoplazmie
komorek gospodarza moze tez sprzyjac ich lekoopor-
nos¢, aczkolwiek mechanizm tego zjawiska nie zostal
jeszcze wyjasniony. Szczep MRSA oporny na teiko-
planine wnikat do komoérek nabtonka z czterokrotnie
wigksza wydajnoscia w poréwnaniu do szczepu izoge-
nicznego mutanta wrazliwego na teikoplaning. Szczep
oporny na teikoplaning byt tez zdolny w warunkach in
vitro do namnazania si¢ wewnatrzkomorkowo; w ciagu
24 godzin koinkubacji z komérkami nablonka liczba
hodowalnych komoérek opornego szczepu S. aureus byta
11-krotnie wyzsza niz szczepu izogenicznego wrazli-
wego mutanta [68].

Wewnatrzkomoérkowe $rodowisko wzrostu sprzyja
tez indukcji odmiennego fenotypu komorek gronkowca,
tzw. wariantow malych kolonii (small colony variants,
SCV). Komoérki bakteryjne o tym fenotypie charakte-
ryzuja si¢ brakiem aktywnosci systemu quorum sen-
sing agr, majg okreslone wymagania odzywcze (rosna
w obecno$ci menadionu, heminy lub tymidyny), na
stalych podiozach tworza kolonie dziesigciokrotnie
mniejsze od kolonii typu dzikiego. Komorki te sg takze
dobrze przystosowane do przetrwania wewngtrz ko-
morek gospodarza; wytwarzaja charakterystyczny dla
populacji biofilmu polisacharydowy antygen PIA (poly-
saccharide intercellular antigen), produkt ekspresji ope-
ronu icaADBC, a takze s3 zdolne do przezycia w fagoli-
zosomach. Przejawiaja tez wzmozong ekspresje genow
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kodujacych wiazace biatka ECM adhezyny Clf1, FnBPA
i FnBPB, co pozwala na wnikanie ich z wysoka wydaj-
noscig do komorek nabtonka i $rodbtonka [72]. Badania
z wykorzystaniem mikromacierzy Gene Chip Human
Genome U133 Plus 2,0 (firmy Affymetrix) pokazaly, ze
inwazja komorek srodblonka przez S. aureus o fenoty-
pie dzikim prowadzita do rozwoju odpowiedzi zapal-
nej i redukcji liczby wewnatrzkomoérkowych bakterii.
Natomiast w tych samych warunkach bakterie o feno-
typie SCV bytujgce w ciagu kilku dni w znacznej liczbie
w cytoplazmie komorek $rodblonka nie prowokowaty
odpowiedzi zapalnej [87].

Bezposrednio (w ciggu pierwszych szesciu godzin)
po zakazeniu komdrek nabtonka linii A549 (ATCC
CCL-185) przez niewykazujacy aktywnosci cytotoksycz-
nej szczep S. aureus 6850, w komorkach bakteryjnych
zachodzg znaczne zmiany w poziomie ekspresji sze-
regu gendw; obnizona zostaje ekspresja genow koduja-
cych biatka uczestniczace w procesach metabolicznych,
natomiast zachodzi wzmozona synteza biatek warunku-
jacych chorobotworczo$é, w tym enzyméw odpowie-
dzialnych za neutralizacje wolnych rodnikéw oraz pozy-
skiwanie jonow zelaza. Dopiero po sze$ciu godzinach od
zakazenia ponownie rozpoczyna si¢ transkrypcja genow,
ktérych produkty uczestnicza w metabolizmie. W tym
czasie dochodzi tez do rozpoczecia procesu replikacji
wewnatrzkomorkowych bakterii [26]. Narastajaca liczba
naukowych dowodéw wskazujacych na mozliwos¢ prze-
zycia komorek S. aureus w ludzkich makrofagach krwi
obwodowej moze wskazywac na efektywno$¢ takiej stra-
tegii w wydajnym rozprzestrzenianiu si¢ patogenu do
odleglych wtornych miejsc zakazenia [86].

Dostepne w pismiennictwie dane wskazuja na, po-
dobng jak u gronkowrca zltocistego, zdolnos$¢ innych istot-
nych patogenéw GDO do bytowania wewnatrz komérek
gospodarza. Komérki GABHS w makrofagach aktywnie
wplywaja na zaburzenie poprawnego przebiegu pro-
cesu fuzji fagosomu z lisosomami. Wewnatrzkomorkowe
przezycie tego gatunku bakterii uzaleznione jest od
obecnosci biatka M1 na powierzchni komérek. Biatko
to wplywa na zahamowanie sygnaléw prozapalnych,
ktére stymuluja makrofagi do zwalczania patogenow
wewnatrzkomorkowych (obserwowane jest istotne pie-
ciokrotne obnizenie poziomu ekspresji TNF-a po zaka-
zeniu makrofagéw) [35].

Internalizacja komorek S. pyogenes w komorkach
nabtonka moze prowadzi¢ do ich $mierci na drodze
apoptozy w wyniku wytwarzania reaktywnych form
tlenu i zaburzenia prawidtowej funkcji mitochondriow
[3]. Komdrki GABHS, ktére wniknety do makrofagow
s3 zdolne do namnazania sie, ucieczki z fagolizosomu
do cytoplazmy w ciagu szesciu godzin od zakazenia
i ponownego zakazenia innych, zdrowych dotychczas
komoérek makrofagéw. Wnikanie S. pyogenes do makro-
fagow obserwowane jest w ostrych zakazeniach tkanek
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miekkich. Ten sposéb bytowania komoérek GABHS
moze przyczyniac si¢ do ich rozsiewu i postepu w uszko-
dzeniach tkanek chorego [35]. Ponad potowa szczepow
GABHS (n=150), pozyskanych od chorych z pacior-
kowcowym przewleklym zapaleniem blony sluzowej
gardla nie byla w eksperymentach in vitro efektyw-
nie zabijana za pomocg penicyliny po wniknieciu do
komorek nabtonka, nawet wowczas gdy stezenie peni-
cyliny bylo dziesigciokrotnie wyzsze niz minimalne
stezenie hamujace (MIC) dla siostrzanych komorek
w hodowli ptynnej [60].

W wyniku fagocytozy komérek klinicznego izolatu
NTHi przez mysie komorki makrofagalne linii J774.A
w komorkach bakteryjnych dochodzi do wzmozonej
ekspresji genu rpoE, ktory koduje podjednostke sigma®
polimerazy RNA, uczestniczaca w odpowiedzi stresowej
réwniez u innych patogendw, takich jak Mycobacterium
tuberculosis i Salmonella enterica serowar Typhimurium.
Patogeny te rowniez przejawiaja zdolnos¢ przetrwania
w komdrkach makrofagalnych. Szczepy NTHi bytuja tez
w komorkach nabtonka nie namnazajac sig, ale zacho-
wujgc aktywnos$¢ metaboliczng i sg zdolne do przetrwa-
nia wewnatrz komorek nabtonka w ciggu co najmniej
28 godzin od zakazenia [54]. Wydaje sig, ze szczepy
NTHi kolonizuja GDO w sposéb niezauwazalny dla
systemu obrony immunologicznej gospodarza.

Na obecnos¢ wewnatrzkomoérkowych patogenow,
jako potencjalnego rezerwuaru chorobotwdrczych
bakterii wskazuja tez badania wycinkéw migdatkow
pozyskanych od chorych z zapaleniem migdatkéw pod-
niebiennych lub zapaleniem ucha srodkowego. W posie-
wach lizatéw komorek tkanki migdatkéw podniebien-
nych (po eradykacji zewnatrzkomorkowych bakterii za
pomocg antybiotykéw) obserwowano liczne kolonie
S.aureus [96]. Obserwacje za pomoca mikroskopu
konfokalnego i techniki FISH pokazaty, ze w komor-
kach tkanki migdatka gardlowego mozna wyr6znic gesto
upakowane wewnatrzkomoérkowe populacje bakterii,
aktywnie metabolizujacych. W sklad tych populacji
wchodzity m.in. H. influenzae, S. pneumoniae, M. catar-
rhalis i S. aureus, ktore byty otoczone substancja polisa-
charydowa, przypominajacg macierz pozakomoérkowa
biofilméw zewnatrzkomoérkowych [57]. Stad po zabiegu
adenoidektomii stan kliniczny chorych z przewlek-
tymi lub nawracajacymi zakazeniami ucha srodkowego
moze ulec wyraznej poprawie ze wzgledu na usunigcie
zrodta zakazenia [62].

6. Wrazliwo$¢ wewnatrzkomorkowych patogenow
na antybiotyki i chemioterapeutyki

Narastajgca lekoopornos¢ klinicznych izolatéw bak-
terii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich [94] wraz
ze stosunkowo dobrze udokumentowang zdolnos$cig
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patogenéw GDO do wzrostu wewnatrz komorek ssa-
kow i w postaci biofilmu nasuwajg pytanie o skutecz-
nos$¢ leczenia tych zakazen za pomocy antybiotykow
i chemioterapeutykdw. Pomijajac w tych rozwazaniach
dobrze znane zjawisko zwiekszonej tolerancji biofilmu
na $rodki bojcze, nalezy uwzglednic fakt, ze antybiotyki
i chemioterapeutyki w réznym stopniu przenikajg do
wnetrza komorek eukariotycznych. Przeciwbakteryjna
aktywnos¢ lekéw w komorkach gospodarza moze zale-
ze¢ takze od ich rozmieszczenia w wewngtrzkomor-
kowych kompartymentach (przedziatach), biodostep-
noéci leku, sposobu dawkowania, wielko$ci dawek
i czasu leczenia. Fluorochinolony, makrolidy i strepto-
graminy uznane s3 za $rodki przeciwbakteryjne efek-
tywnie wnikajace i wydajnie akumulujace si¢ w cyto-
zolu, zatem aktywne wobec wewngtrzkomorkowych
bakterii. W badaniach in vivo na mysim modelu zapa-
lenia otrzewnej stwierdzono jednak niska korelacje
pomiedzy akumulacjg antybiotykéw w cytozolu a ich
aktywnoscia bodjcza wobec wewngtrzkomodrkowych
szczepow S. aureus [70]. Do dzisiaj wiedza dotyczaca
efektywnosci lekow przeciwbakteryjnych wobec pato-
genéw GDO bytujacych wewnatrz komoérek gospo-
darza jest jeszcze uboga. Natomiast wigkszos$¢ z opubli-
kowanych dotychczas wynikdw badan wskazuje na brak
aktywnosci najczesciej stosowanych w leczeniu zaka-
zenn GDO antybiotykéw B-laktamowych w zwalczaniu
patogendéw wewnatrz komorek nablonka, srédbtonka
i komorek zernych.

Badania wykonane in vitro pokazaly, ze sposrdd pie-
ciu badanych srodkéw przeciwbakteryjnych: ampicyliny,
cyprofloksacyny, klarytromycyny, telitromycyny i chi-
nupristiny/dalfopristiny ten ostatni antybiotyk w naj-
nizszych stezeniach (8 ug/ml) umozliwiat zabicie ponad
99% komorek klinicznego izolatu NTHi wewnatrz
ludzkich komorek linii nabtonka linii A-549 (ATCC
CCL 185). Najnizszg aktywnos¢ wobec wewnatrzko-
morkowych bakterii tego gatunku zaobserwowano dla
ampicyliny; zastosowanie tego antybiotyku w stezeniu
przekraczajacym 64 ug/ml pozwolito na eliminacje 99%
komorek badanego izolatu NTHi [2]. Analizie poddano
tez bojcza aktywnos¢ ampicyliny, cefkapenu, lewoflo-
ksacyny, klarytromycyny i azytromycyny w stezeniach
1 mg/l wobec wewnatrzkomdrkowych szczepéw NTHi
o fenotypie BLNAR. Szczepy o tym fenotypie s3 klinicz-
nie oporne na ampicyling, amoksycyling, amoksycyling
z kwasem klawulanowym, ampicyline z sulbaktamem,
cefaklor, cefprozil, cefuroksym, cefetamet i piperacy-
ling z tazobaktamem [95]. Najwyzszg aktywno$¢ wobec
wewnatrzkomoérkowych szczepéw NTHi o fenotypie
BLNAR zaobserwowano dla lewofloksacyny w steze-
niu o$miokrotnie wyzszym od wartosci MIC dla tego
chemioterapeutyku — obserwowano woéwczas zabicie
99% bakterii. Aktywno$¢ ta byla istotnie wyzsza od
innych badanych lekoéw, takich jak antybiotyki z grupy
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makrolidow (azytromycyny i klarytromycyny) lub cefa-
losporyn III generacji (cetkapenu) [71].

Cyprofloksacyna i moksyfloksacyna, chemioterapeu-
tyki z grupy fluorochinolonéw wnikaja do komoérek
ssakow i akumulujg sie w cytozolu, osiagajac nawet
dziesieciokrotnie wyzsze stezenia od ich stezen zewnatrz-
komorkowych. Wéwczas ograniczaja inwazj¢ i prze-
zycie bakterii z gatunkow S. pneumoniae i S. aureus
(moksyfloksacyna) oraz P.aeruginosa i H.influenzae
(cyprofloksacyna). Obecno$¢ tych fluorochinolonéw
wewnatrz komoérek nablonka oddechowego, pozyska-
nego z tkanki wycietych polipéw nosa i hodowanych
w trojwymiarowej hodowli umozliwita przezycie od
42 do 76% komorek w hodowli, zakazonej wymienio-
nymi powyzej gatunkami bakterii potencjalnie wywo-
tujacymi zakazenia GDO. W prébach kontrolnych (bez
fluorochinolonéw) przezywalnos¢ komoérek w zakazonej
hodowli wynosita od 0 do 38% [88].

Znaczng aktywno$¢ makrolidu - azytromycyny
wzgledem wewngtrzkomorkowych izolatéw NTHi pozy-
skanych od chorych z nawracajacym zapaleniem ucha
$rodkowego wykazano po zakazeniu ludzkich komoérek
nabtonka gardfa linii Detroit 562 (ATCC CCL-138).
Stezenie azytromycyny podanej zewnatrzkomodrkowo
w stezeniu co najmniej 10 pg/ml narastalo w czasie
w cytoplazmie komdrek gospodarza, osiagajac stezenie
16 ug/ml po o$miu godzinach inkubacji. Wowczas, gdy
w $rodowisku wzrostu komorek nabtonka znajdowala
sie azytromycyna w stezeniu 100 ug/ml nie obserwo-
wano ani zjawiska inwazji, ani tez penetracji paleczek
NTHi przez warstwe komorek nabtonka in vitro [38].

Aktywno$¢ szeregu antybiotykow aktywnych wobec
gronkowca zltocistego, takich jak ryfampicyna, linezo-
lid, kwas fusydowy, wankomycyna, daptomycyna, chi-
nupristina/dalfopristina i oritawancyna badano wobec
czterech szczepow S. aureus o obnizonej wrazliwosdci
na wankomycyne (MIC 1-4 mg/l) i daptomycyne (MIC
1-4 mg/l) wewnatrz ludzkich komoérek linii monocy-
tarnej THP-1 (ATCC TIB-202). Sposérdd tych antybio-
tykoéw jedynie chinupristina/dalfopristina i oritawan-
cyna w stezeniach odpowiadajgcym maksymalnym
stezeniom w surowicy wykazaly skutecznos¢ wobec
badanych szczepdw, redukujac liczebnos¢ wewnatrz-
komorkowych bakterii o $rednio dwa rzedy wielkosci
[48]. Antybiotyki te przejawiaja tez aktywno$¢ (redukeja
liczby zywych komoérek o dwa rzedy wielkos$ci) wobec
wariantéw malych kolonii S. aureus [58]. W kolejnych
eksperymentach ta sama grupa badaczy okreslita aktyw-
no$¢ innych lekow: kotrimoksazolu, klindamycyny,
linezolidu i moksyfloksacyny wobec 12 izolatéw gron-
kowca zlocistego z przypadkow zakazen pozaszpital-
nych i dwoch klinicznych szczepéw MRSA. Najwyzsza
skutecznos¢ przeciwbakteryjng (redukcja liczby bakterii
o dwa, trzy rzedy wielkosci) obserwowano dla moksy-
floksacyny, ale tylko dla tych wewnatrzkomérkowych
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szczepow, dla ktérych wartos¢ MIC tego fluorochino-
lonu byla <0,125mg/1 [49]. W obu opisanych powy-
zej badaniach zaobserwowano, Ze niezaleznie od linii
ludzkich komorek, ktére zakazano gronkowcem zlo-
cistym (komorki linii monocytarnej lub keratynocyty)
i niezaleznie od rodzaju skutecznego wobec wewnatrz-
komorkowych bakterii antybiotyku lub chemiotera-
peutyku zawsze pozostawala niewielka frakcja zywych
bakterii (okoto 1% populacji) wewnatrz komoérek gospo-
darza. Zjawisko to przypomina powstawanie frakeji
komorek przetrwalych w biofilmach poddanych dzia-
taniu antybiotykéw [18].

Dotychczas wykonane badania skutecznosci lekow
wobec wewnatrzkomorkowej populacji S. aureus, poréw-
nujace ich aktywnos$¢ wobec szczepu typu dzikiego
i szczepu o fenotypie SCV, dotyczyly w zasadzie dwoch
antybiotykow: dikloksacyliny — polsyntetycznego anty-
biotyku beta-laktamowego i linezolidu. Nie wykazano
dla tych antybiotykow wystarczajacej aktywnosci bdjczej
dla eradykacji wewnatrzkomdrkowych patogendéw in
vitro na linii ludzkich komérek monocytarnych THP-1.
Leki te powodowaty redukcje liczby bakterii obu bada-
nych fenotypéw o jedynie 1-1,5log  CFU w stosunku
do liczby bakterii obecnych w ludzkich komérkach nie-
poddanych dzialaniu antybiotykow [69].

Ostatnio bardzo ciekawe zjawisko zaobserwowali
Zautner i wsp. [96]. Wewnatrzkomorkowe izolaty S. aureus,
wyosobnione z migdatkéw podniebiennych od chorych
z nawracajacym zapaleniem migdatkéw byly znacznie
bardziej wrazliwe na antybiotyki niz szczepy tego drob-
noustroju pozyskane z wymazéw od chorych niehospi-
talizowanych. Jest zatem bardzo prawdopodobne, ze
wzrost bakterii wewnatrz komoérek gospodarza, czyli
w $rodowisku niedostepnym dla niektérych antybioty-
kéw, sprzyja zmniejszeniu presji selekcyjnej i promowa-

niu genotypu (i fenotypu) wrazliwych bakterii.

8. Podsumowanie

W pracy omoéwiono wyniki badan poswieconych
internalizacji, bytowaniu i namnazaniu si¢ wzglednie
chorobotworczych patogenéw gérnych drég oddecho-
wych w komérkach gospodarza. Wnioski ptynace z tych
badan wskazuja na mozliwos¢ istnienia wewnatrzko-
morkowego rezerwuaru bakterii, ktére potencjalnie
moze stanowi¢ zrédlo reinfekeji po zaprzestaniu terapii
za pomocg antybiotykéw/chemioterapeutykow lub pod-
czas zaburzen prawidlowej odpowiedzi immunologicz-
nej. Na podstawie analizy wielu mechanizméw prowa-
dzacych do wydajnej adhezji, przenikania i przezycia
w komorkach gospodarza wzglednie chorobotwor-
czych drobnoustrojow, takich jak S. aureus, S. pneumo-
niae, S. pyogenes, H. influenzae i M. catarrhalis mozna
stwierdzi¢, ze wystepuje wiele wspdlnych cech tych
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procesow niezaleznych od gatunkéw bakterii. Wymie-
ni¢ tu mozna zblizone mechanizmy adhezji z wyko-
rzystaniem bialek pomostowych ECM, internalizacje¢
z udzialem raftéw lipidowych, czasteczek z nadrodziny
immunoglobulin oraz aktywacje szlakow sygnalowych
kinaz tyrozynowych i serynowo-treoninowych. Inter-
ferencja w prawidlowy przebieg tych zjawisk moze staé
sie istotnym celem podczas rozwoju nowych lekow
i strategii terapeutycznych. Jednoczesnie rodzi sie wiele
nowych pytan, dotyczacych migdzy innymi odpowiedzi
komorek gospodarza na inwazje bakterii. Dotychcza-
sowe obserwacje wskazujg na istotne zmiany w ekspresji
genow w komorkach nablonka, indukeje szlakéw pro-
zapalnych i prowadzacych do apoptozy [50]. Badania
molekularnych mechanizméw przetrwania wzglednie
chorobotworczych bakterii wewnatrz komoérek gospo-
darza w trakcie zakazenia zwalczanego za pomocg anty-
biotykéw lub chemioterapeutykéw sa niezbedne dla
poznania przyczyn braku skutecznosci leczenia i utrzy-
mywania si¢ lub nawracania infekcji GDO.
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1. Wprowadzenie. 2. Wplyw bakteriofagéw na wirulencje¢ gatunku Staphylococcus aureus. 3. Gronkowcowe wyspy patogennosci SaPIs
(staphylococcal pathogenicity islands). 4. Wplyw antybiotykéw na odpowiedz SOS i indukcje bakteriofagdéw. 5. Podsumowanie

Phage-related virulence factors of Staphylococcus aureus

Abstract: Mobile genetic elements play fundamental role in the emergence of new pathogens and in the adaptation of all bacteria
species to the enviromnent. It is believed that the horizontal gene transfer has a major impact on genome structure of Staphylococcus
aureus which of both commensal and major pathogen of humans and warm-blooded animals. Bacteriophages via lysogenic conversion
are source of the major staphylococcal virulence factors, contribute to strain diversity and enable rapid changes in host specificity.
Bacteriophages have also close connection to other kind of mobile genetic elements, known as staphylococcal pathogenicity islands,
SaPIs. SaPIs excision from chromosome and replication is possible only after infection of a particular phage and the islands are able to
leave the host cell inside hijacked capsids. Horizontal transfer of SaPIs which occurs through a modified transduction may be responsible
for spread of toxic-shock syndrome toxin TSST-1, and other superantigenes among S. aureus strains, and possibly from S. aureus to
other species. Recently it has been reported that p-lactam and fluorochinolone antibiotic in subinhibitory concentration promote SOS-
mediated prophage induction, replication of SaPIs in its host cells and consequently the further spread of SaPIs, and lysogenic conversion
genes in pathogenic bacteria. Further understanding of phage and phage-dependent mobile genetic elements can provide insight into
staphylococcal virulence and help in the development of efficient treatment of S. aureus infections.

1. Introduction. 2. Effect of bacteriophages on the virulence of Staphylococcus aureus. 3. Staphylococcal pathogenicity islands SaPlIs.

4. Antibiotic dependent SOS response and the induction of prophages. 5. Summary

Stowa kluczowe: bakteriofagi, konwersja lizogeniczna, mobilne elementy genetyczne, SaPI, Staphylococcus aureus
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1. Wprowadzenie

Prowadzone od wielu lat badania nad strukturga i dyna-
mika zmiennosci genomoéw bakteryjnych dowodzg, iz sa
one strukturami wysoce plastycznymi oraz charaktery-
zujacymi si¢ szybszym tempem ewolucji, niz spotyka-
nym w obrebie genomoéw organizméw eukariotycznych.
Mechanizmami warunkujagcymi ogromng zmienno$¢
Prokariota sg tak samo jak u Eukariota rearanzacje
w obrebie DNA oraz pokoleniowe nagromadzenie
mutacji punktowych. Przede wszystkim jednak gtéwna
sila napedowa ewolucji bakteryjnej jest horyzontalny
transfer informacji genetycznej, HGT (horizontal gene
transfer) pozwalajacy na nabycie wielu genéw podczas
jednego zdarzenia rekombinacyjnego.

Proces ten jest stosunkowo latwo zauwazalny gdy
geny czynnikéw wirulencji kodowane sg w tzw. mobil-
nych elementach genetycznych MGE (mobile genetic
elements) takich jak plazmidy, transpozony i bakterio-
fagi [16, 26]. Wyrdznia sie trzy gléwne mechanizmy
lateralnego transferu informacji genetycznej pomiedzy
komoérkami bakteryjnymi - transformacje, koniugacje
oraz transdukcje bakteriofagowa. W skrocie: transfor-

macja polega na pobraniu przez komodrke materiatu
genetycznego ze Srodowiska, integracji z wlasnym geno-
mem i nastepnie jego ekspresji w tej komorce, zwanej
odtad biorcg lub transformantem. Niektore gatunki bak-
terii wykazujg stala zdolnos$¢ do transformacji, zwang
»kompetencjg’, natomiast inne s w stanie pobra¢ wolny
DNA tylko w okreslonych warunkach. Koniugacja jest
bezposrednim transferem DNA z komoérki do komorki
zachodzacym za posrednictwem kanatu zwanego most-
kiem koniugacyjnym, pilusem, ktéry tworzy polaczenie
miedzy dawcy i biorcg. Geny kodujace aparat koniuga-
cyjny znajduja si¢ czgsto na przekazywanej nici DNA,
a w komorce przyjmuje ona najczesciej forme cykliczng
zwang plazmidem. Transdukcja odnosi sie do transferu
DNA do komorki za posrednictwem czastek wiruso-
wych. Jest to zlozone zjawisko wystepujace w bardzo
wielu formach. Niektore wirusy przenosza zawsze te
same sekwencje genomu gospodarza do kolejnych
komorek, co okreslane jest transdukcja specyficzna.
Natomiast inne wirusy, zwane w przypadku bakterii
bakteriofagami moga przenosi¢ losowe fragmenty DNA
pobrane z komorki, w ktérej przebiegala ich replikacja
i sktadanie [5, 7].

* Autor korespondencyjny: e-mail: jacek.miedzobrodzki@uj.edu.pl
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Postuluje sig, iz proces HGT ma szczegdlne zna-
czenie dla ewolucji i struktury genomu gatunku Sta-
phylococcus aureus, ktérego specyficzne uwarunko-
wania genetyczne czynig go zaréwno komensalem jak
i potencjalnym patogenem czlowieka [8, 37, 59]. Bakte-
rie te, znane pod polska nazwa gronkowiec zlocisty, sa
wszechobecne w biosferze. Jednakze ich rezerwuarem
sg ludzie i zwierzeta, gdyz gronkowce moga namnazaé
sie jedynie w wyzszych organizmach. U ludzi zdrowych
stanowig one gltéwny skladnik mikroflory prawidtowe;j
skory i bton $luzowych, ale mogg by¢ réwniez przyczyna
zakazen endogennych lub egzogennych u ludzi o obni-
zonej odpornosci immunologicznej. Gatunek S. aureus
stanowi réwniez obecnie jeden z gtéwnych czynnikow
etiologicznych zakazen szpitalnych oraz jest bardzo waz-
nym pod wzgledem ekonomicznym patogenem zwierzat
hodowlanych. Liczne szczepy tego gatunku, wyposazone
s3 bowiem w geny opornosci na antybiotyki oraz wiele
czynnikow wirulencji odpowiedzialnych za objawy kli-
niczne obserwowane podczas przebiegu infekcji. Naj-
wigkszym atutem gronkowcow jest zdolnos¢ adaptacji
pozwalajaca im przetrwac niesprzyjajace warunki oraz
kolonizowa¢ nowe srodowiska [39]. Analizy genomow
gronkowcowych wykazaly, iz horyzontalny transfer
genow ma fundamentalne znaczenie dla zréznicowania
w obrebie gatunku S. aureus: nawet do 22% genomo-
wego DNA stanowily sekwencje zmienne sktadajace sig
z mobilnych, lub niegdy$ mobilnych, elementéw gene-
tycznych [33]. W wyniku infekcji bakteriofagowej, gtow-
nie pod postacig profagéw uzyskanych zostato okoto 2%
calo$ci gronkowcowego DNA [29]. Obok bakteriofagow
konwersji lizogennej niosacych geny kodujace determi-
nanty patogennosci, réwniez fagi transdukcji ogélnej,
jak na przyklad ¢11, sa prawdopodobnie odpowie-
dzialne za wiekszo$¢ ogoétu horyzontalnego transferu
elementow genetycznych pomiedzy szczepami S. aureus
[25] Wysoki wplyw fagéw na ewolucje gronkowcow
moze mie¢ swoje zrodto w niskiej naturalnej kompe-
tencji tego gatunku do przyjmowania wolnego DNA ze
$rodowiska [8, 19, 42]. Nalezy réwniez podkresli¢, iz
znaczenie profagéw nie ogranicza si¢ tylko do skoko-
wego transferu duzych blokéw informacji genetycznej.
Wykazano, iz profagi moga uczestniczy¢ réwniez w
samym zjawisku patogenezy podczas trwania infekcji

bakteryjnej [59].

2. Wplyw bakteriofagéw na wirulencje gatunku
Staphylococcus aureus

Wiszystkie bakteriofagi, czyli wirusy specyficznie ata-
kujace bakterie, podzieli¢ mozna na trzy zréznicowane
grupy: lityczne, lizogenicze i chroniczne. Dla kazdej
z nich wnikniecie bakteriofaga do komoérki bakteryjne;j
moze mie¢ rozne nastepstwa. Podczas infekgji litycznej
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dochodzi do replikacji czastek faga az do wyczerpania
zasobow metabolicznych komorki a nastepnie jej lizy
z uwolnieniem nowych bakteriofagéw do $rodowi-
ska. Fagi lityczne nalezg przede wszystkim do rodziny
Myoviridae i wykorzystywane sg w terapii fagowej ze
wzgledu na swoja wysoka specyficzno$¢ [29, 40]. Bakte-
rie zainfekowane fagami chronicznymi zachowuja zdol-
no$¢ do wzrostu i podziatu pomimo replikacji wiruséow
i ich ciaglego uwalniania do $rodowiska.

Fagi lizogeniczne naleza do rodziny Siphoviridae
a ich wplyw na ewolucje bakterii nie polega jedynie na
»Wyscigu zbrojen” jak to ma miejsce dla ich litycznych
odpowiednikéw. Infekcja lizogeniczna réwniez moze
skonczy¢ si¢ propagacja faga i lizg gospodarza, lecz prze-
waznie genom wirusa integruje do chromosomu bak-
teryjnego gdzie w postaci profaga ulega utajeniu [37].
Genomika bakteryjna wykazala, iz lizogenizacja jest bar-
dziej zasada niz wyjatkiem, a wiele gatunkow bakterii
zawiera w swoim genomie wiecej niz jednego profaga
[9]. Szczep S. aureus NCTC 8325 byl jednym z pierw-
szych gronkowcéw, dla ktérych zostala opracowana
fizyczna mapa genomu. Zawiera on 3 sekwencje bak-
teriofagowe natomiast u innych przedstawicieli rodzaju
Staphylococcus spotyka sie dwie lub pojedyncze takie
sekwencje. Pordwnanie genomu wyzej wspomnianego
szczepu NCTC 8325 z genomem MSSA-476 wykazalo,
iz to bakteriofagi sa gléwna przyczyng réznic. Nato-
miast w przypadku szczepéw N315 1 NW2 odmiennosé
wprowadzaly transpozony, sekwencje insercyjne i wyspy
patogennosci [2]. Obecnos¢ sekwencji bakteriofagowych
nie jest jednak regula w obrebie rodzaju Staphylococcus.
Warto zaznaczy¢, iz genom szczepu S. epidermidis ATCC
12228 nie zawiera ani jednego profaga [10].

Niektére fagi lizogeniczne niosa dodatkowe geny
zwane ,moronami’ lub LCG, genami konwersji lizo-
gennej (lysogenic conversion genes), ktére po integracji
z chromosomem gospodarza ulegaja ekspresji zmie-
niajac jego fenotyp [5]. Zjawisko to znane jest pod
nazwa konwersji lizogennej/lizogenicznej. Ze zjawiskiem
lizogenii zostala powigzana ponad 40 lat temu pro-
dukcja niektérych toksyn przez gatunek S. aureus gdy
odkryto, ze poprzez infekcje fagowa mozna uzyskad
szczep z ekspresja alfa-hemolizyny [3]. Od tego czasu
opisano wiele bakteryjnych determinant patogennosci
kodowanych w genomie bakteriofagéw. Te dodatkowe
geny ulegaja ekspresji po integracji z chromosomem
zmieniajac fenotyp gospodarza. Jest to zjawisko zwane
pozytywna konwersja lizogeniczng. Geny typu LGC
moga znaczaco wplywaé na dostosowanie bakterii do
srodowiska oraz jak w przypadku patogendw, warun-
kowa¢ okreslone objawy kliniczne oraz specyficznos¢
wzgledem gospodarza [21, 31]. Ponizej zostang przed-
stawione gronkowcowe czynniki wirulencji o najwaz-
niejszym znaczeniu klinicznym, ktérych Zrédtem byta
transmisja bakteriofagowa.
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Tabela I
Wybrane czynniki wirulencji Staphylococcus aureus zalezne od bakteriofagow
Toksyna/detefrr.mnanta MGE Opis/Mechanizm/Objawy chorobowe Pls.m1en-
patogennosci (gen) nictwo
Biatko odpowiedzialne za SaPIbov Powstawanie biofilmu we wnetrzu krowiego wymienia, [19, 54,
powstawanie biofilmu (bap) zaangazowane w objawy mastitis 57]
Biatko wigzace czynnik SaPIbov2, SaPIbov4, SaPIbov5, | Wariant genomowego biatka vWBp, Koagulacja osocza [20, 21,
von Willebranda (vWBps) | SaPleql, SaPlov2 bydlecego lub konskiego 61]
wariant swoisty wzgledem
gospodarza (vwb_ )
CHIPS, gronkowcowe ¢13, tp310-3, ¢252B, Obniza aktywno$¢ receptoréw C5AR1 i FPR1 neutrofili [45, 49,
bialko inhibitorowe ¢Mu3A, pN315, pNM3, w stosunku do sktadnikéw dopelniacza C5a 59, 62]
chemotaksji (chip) ¢Sa3JHI1, ¢Sa3mw, ¢Sa3 ms, | i formylowanych peptydéw
¢Sa3JH9, ¢Sa3USA300,
¢PC-USA300_TCH1516
Eksfoliatyna A (eta) DETA Toksyna odpowiedzialna za objawy towarzyszace [6,30]
gronkowcowemu zluszczajagcemu zapaleniu skory
Enterotoksyna A (sea) ®Sa3ms, PSa3mw, 2528, Gronkowcowe zatrucie pokarmowe [1]
ONM3, d®Mu50a
Enterotoksyna B (seb) SaPI1, SaPI3 Gronkowcowe zatrucie pokarmowe [1]
Enterotoksyna C (sec) SaPInl, SaPIm1, SaPImw2, Gronkowcowe zatrucie pokarmowe [1]
SaPIbovl
Enterotoksyna K (selk) ®Sa3ms, ®Sa3mw, SaPI1, Gronkowcowe zatrucie pokarmowe [1]
SaPI3, SaPIbovl, SaPI5
Enterotoksyna L (sell) SaPInl, SaPIm1, SaPImw2, Gronkowcowe zatrucie pokarmowe [1]
SaPIbovl
Enterotoksyna P (selp) ®ON315, DMu3A Gronkowcowe zatrucie pokarmowe [1]
Enterotoksyna Q (selq) ®Sa3ms, ®Sa3mw, SaPI1, Gronkowcowe zatrucie pokarmowe [1]
SaPI3, SaPI5
PVL, leukocydyna DSA2pvl, OSLT, OPVL, Powoduje liz¢ ssaczych leukocytow, stymuluje nadmierng | [15, 17,
Panton’a-Valentin’a, DSA2MW, OSA2usa produkcje czynnikéw prozapalnych prowadzaca 27, 63]
dwupodjednostkowa do nekrozy tkanek
toksyna (IukS i lukF)
SCIN, gronkowcowy @13, pN315, $252B, pNM3, Ingeruje w proces opsonizacji komdrek bakteryjnych [47, 49,
inhibitor dopelniacza (scn) | pMu50A, ¢Sa3JH1, ¢Sa3 ms, | poprzez inhibicj¢ konwertazy C3bBb dopetniacza 59]
@Sa3mw, Sa3JH9, pMu3A,
¢tp310-3, Sa3USA300,
@BC-USA300_TCH1516
Stafylokinaza (sak) phl3, ph42D, ph¢C, ¢N315, Zaktoca fagocytoze komorek bakteryjnych, fibrynolizyna | [4, 5, 46]
¢Mu50A ktorej jest sktadnikiem utatwia penetracje komérek
gronkowca do tkanek i ich proteolityczny rozklad
Toksyna 1 zespotu szoku SaPI1, SaPI2, SaPIbovl, SaPI3 | Gléwna toksyna odpowiedzialna za wystapienie zespotu | [19, 50,
toksycznego, TSST-1 (tstH) szoku toksycznego, stymuluje wydzielanie prozapalnych 51]
cytokin przez komorki epitelialne

« Biatko inhibitorowe chemotaksji, czyli CHIPS (che-
motaxis inhibitory protein) wigze si¢ do receptordéw
C5ARI i FPR1 neutrofili obnizajac ich aktywnos¢ w
stosunku do odpowiednio skladnikéw dopelniacza
C5a oraz formylowanych peptydow [46, 50, 60, 63].

» Gronkowcowy inhibitor dopelniacza, SCIN (staphy-
lococcal complement inhibitor) o dzialaniu przeciwfa-
gocytarnym kodowany przez gen scn. Inhibitor SCIN
zakléca proces opsonizacji komdrek bakteryjnych
przez wigzanie oraz inhibicje konwertazy C3bBb
dopelniacza [48, 50, 60].

« Leukocydyna Panton’a-Valentina, PVL (the Panton-
-Valentine leukocidin) jest toksyng dwupodjednost-
kowa bedaca produktem genéw [ukS i lukF kodowa-
nych na bakteriofagu PVL. Biatka LukS i LukF tworza
razem kanaly w poprzek blony ssaczych leukocytow
powodujac ich lize. Podczas infekeji ekspresja PVL
stymuluje neutrofile do podniesionej produkcji czyn-
nikéw prozapalnych [35]. Tak wywotana ostra odpo-
wiedz zapalna prowadzi ostatecznie do nekrozy tkanek.
Toksyna PVL uwazana jest za jeden z najgrozniej-
szych gronkowcowych czynnikéw wirulencji poniewaz
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wiaze si¢ z podniesionym ryzykiem transmisji, kom-
plikacji leczenia i hospitalizacji [15, 17, 27, 64].

« Stafylokinaza bedaca produktem genu sak jest odpo-
wiedzialna za usuwanie na drodze cigcia proteolitycz-
nego przeciwcial IgG oraz C3b dopelniacza z po-
wierzchni komoérki bakteryjnej kolidujac z procesem
fagocytozy [47]. Powstanie kompleksu stafylokinazy
z plazminogenem prowadzi do powstania aktywnej
fibrynolizyny, enzymu proteolitycznego o szerokim
spektrum dzialania, utatwiajgcego penetracje komorek
gronkowca do sagsiednich tkanek oraz ich destrukeje
podczas infekgji [4].

 Eksfoliatyna A (exfoliative toxin A) jest wydzielang
zewnatrzkomorkowo toksyng odpowiedzialng za wyste-
powanie objawow towarzyszacych gronkowcowemu
zluszczajacemu zapaleniu skory, w skrocie SSSS (sta-
phylococcal scalded skin syndrome) [6, 30].

« Enterotoksyny P (sep), A (sea), K (sek), K2 (sek2) i G
(seg) to toksyny, posiadajace wlasciwosci superanty-
genowe, zaangazowane w wystepowanie objawdw gron-
kowcowego zatrucia pokarmowego [1].

Lizogenizacja moze powodowac¢ utrate ekspresji
funkcjonalnych biatek jesli bakteriofag integruje w obre-
bie sekwencji kodujacych na chromosomie, co nazy-
wane jest negatywng konwersja lizogeniczng. Przykla-
dem moze by¢ wystepowanie fenotypdw z brakiem pro-
dukgji lipazy lub B-toksyny po integracji odpowiednio

profagdéw L54a i @13, do chromosomu S. aureus [12].

Profag transdukujacy gen kodujacy CHIPS, czyli chp,

zawiera rowniez w swoim genomie geny dla stafylo-

kinazy (sak), enterotoksyny A (entA) oraz eliminuje
ekspresje B-hemolizyny (HIb) poprzez inaktywacje
insercyjna genu [63]. Zjawisko réwnoczesnej konwersji
lizogenicznej pozytywnej i negatywnej opisano réwniez
dla fenotypu sak+, entA+ przy braku p-lizyny [13]. Pod-
sumowujac, wiekszos¢ czynnikéw wirulencji rozprze-
strzenia si¢ w obrebie rodzaju Staphylococcus na dro-
dze specyficznej transdukcji bakteriofagowej. Dopiero
niedawno odkryto bezposredni zwiazek miedzy trans-
dukcjg ogolng a specyficznym rozprzestrzenianiem si¢
chromosomowych determinant patogennodci [53, 59].

3. Gronkowcowe wyspy patogennosci SaPIs
(staphylococcal pathogenicity islands)

Gronkowcowe wyspy patogennosci, SaPIs, stanowia
duza i stosunkowo spdjng rodzine elementdw genetycz-
nych o wielkosci od 15-kpz do 27-kpz, ktérych przed-
stawicieli odkryto pierwotnie w gatunku S. aureus.
Jednakze znajdowane s3 réwniez w genomach innych
Gram-dodatnich bakterii z rodzajoéw Staphylococcus oraz
Lactococcus [43, 49]. Wyspy patogennosci, PI (patho-
genicity island) sa czesto oskrzydlone przez sekwencje
repetytywne takie jak elementy insercyjne (IS). Moga
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Rys. 1. Schemat organizacji genetycznej gronkowcowej wyspy SaPI1.

Poszczegdlnym genom nadano kolory i orientacje zgodnie z ich funkcja.

Geny odpowiedzialne za wyciecie i integracje int i xis (z61te), regulatory

transkrypcji (szare), geny odpowiedzialne za replikacje (granatowe),

poczatek startu replikacji (turkusowy), geny wplywajace za enkapsydacje

(ciemnofioletowe), mata podjednostka terminazy ferS (jasnofioletowy),

superantygeny oraz inne geny konwersji lizogennej (czerwone), geny o nie-
znanej funkcji (pomaranczowe).

takze zawiera¢ geny o sekwencji podobnej do genu int,
kodujacego fagows integraze.

Wiasnie z powodu sasiedztwa sekwencji powtdrzo-
nych oraz obecnosci homologéw integrazy przypusz-
czano, iz wyspy patogennos$ci mozna zaliczy¢ do MGE.
Jednakze do tej pory ceche mobilnosci udato si¢ w petni
przypisa¢ jedynie kilku ze znanych wysp gronkowco-
wych, ktorych horyzontalny transfer zachodzi na dro-
dze transdukcji bakteriofagowej. Najdokladniej opisang
ruchoma gronkowcowa wyspa patogennosci sposrod
siedemnastu odkrytych, jest jak do tej pory SaPIl
[43]. W obrebie sekwencji wysp SaPI opisano réwniez
geny kodujace czynniki wirulencji, oto ich kroétkie cha-
rakterystyki:

« Toksyna zespolu szoku toksycznego 1, TSST-1 (toxic
shock syndrome toxin-1) jest najczestsza przyczyna
etiologiczng zespotu szoku toksycznego. To potencjal-
nie $miertelne ostre zatrucie charakteryzuje si¢ wysoka
temperaturg, zaburzeniem czynnosci wielu narza-
déw wewnetrznych, spadkiem ci$nienia tetniczego
krwi oraz zluszczaniem naskdrka w fazie rekonwale-
scencji. Biatko TSST-1 podobnie jak inne wydzielane
zewnatrzkomorkowo gronkowcowe superantygeny
stymuluje wydzielanie prozapalnych cytokin przez
komorki epitelialne [19, 51, 54].

Enterotoksyna B (seb), enterotoksyna C (sec), ente-
rotoksyna Q (seq) oraz enterotokyna K (sek) zaan-
gazowane w wystgpienie objawdw gronkowcowego
zatrucia pokarmowego [1].

Bialko odpowiedzialne za powstawanie biofilmu
(bap) we wnetrzu krowiego wymienia rozprzestrze-
nianie na gronkowcowych wyspach SaPIbov ziden-
tyfikowanych w szczepach bydlecych [19, 55, 58].
Swoiste wzgledem gospodarza bialko wigzace czyn-
nik von Willebranda, vWBp (von Willebrand binding
protein). W nowo opisanej gronkowcowej wyspie
patogennosci SaPIbov2 oraz trzech innych SaPlIs,
wyizolowanych z bydlecych i konskich szczepdw klo-
nalnego kompleksu CC133, zidentyfikowano sekwen-
cje bialek vWBps bedacych wariantem genomowego
genu biatka vWBp. Obecno$¢ wyspy SaPI kodujacej
wariat VWBP pozwala komérkom gronkowcowym na
koagulacje osocza bydlecego lub konskiego zgodnie
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z rodzajem gospodarza, z ktorego dany szczep zostal
wyizolowany [20, 21, 62].

Mechanizm wyciecia kasety SaPIs z chromosomu,
przebiegajacy na drodze specyficznej rekombinacji
pomiedzy towarzyszacymi im sekwencjami repetytyw-
nymi jest analogiczny z procesem uwolnienia profaga
z genomu jego lizogenu. Do takiego wyciecia moze dojs¢
w trzech sytuacjach: po indukcji profaga ,pomocni-
czego” za posrednictwem systemu SOS, po wniknieciu
do komorki bakteriofaga ,,pomocniczego” nie bedacego
lizogenem danego szczepu zawierajacego SaPI na chro-
mosomie oraz po wniknieciu do komoérki bakteryjnej
czastek SaPl i jej faga ,,pomocniczego” [43]. Ustalono
réwniez, iz SaPI moga zostac uwolnione z chromosomu,
lecz nie replikowane, w obecnosci niektérych fagow
gronkowcowych, a dla innych podobne procesy nie maja
w ogodle miejsca [49]. Wyciety fragment bakteryjnego
genomu jest nastepnie replikowany z wykorzystaniem
aparatu molekularnego faga z bardzo wysoka wydajnos-
cig. Powstaje duzo wiecej kopii SaPI niz genomu wirusa.
W przypadku infekcji fagiem 80a nosiciela wyspy SaPI1,
zaobserwowano powstawanie dwoch typow czastek
transdukcyjnych, o $rednicy glowek 48 um, bedacych
w stanie generowac lysinki oraz czastek o glowkach
$rednicy 35 um, ktore wlasnosci takiej nie posiadaja.
Dowiedziono, iz oba te rodzaje zbudowane sg z takich
samych kapsomeréw, kodowanych przez genom fagowy
[53, 54, 55]. Przypuszcza sie, iz to geny znajdujace si¢
w obrebie gronkowcowej wyspy patogennosci sg w sta-
nie kierowa¢ na swoja korzys$¢ przebiegiem replikacji
DNA oraz dopasowywac rozmiar kapsydéw do dtugosci
przenoszonego materiatu genetycznego, co zapewnia to
genomowi wyspy znaczng przewage w ekspansji [54].
Ponadto wysoki odsetek nowo zreplikowanych czastek
SaPIl nie zostaje nigdy spakowany do kapsydéw i po
lizie komorki zostaje uwolniony do srodowiska, skad
jako wolny DNA teoretycznie moze zosta¢ pobrany
przez komorki bakteryjne na drodze transformacji.
Wydaje si¢ jednak, iz czasteczki SaPI, ktére po amplifi-
kacji znajdujg si¢ w multimerycznej formie zwanej line-
arnym konkatamerem, moga uzyska¢ funkcjonalno$é
dopiero po monomeryzacji i spakowaniu do kapsome-
roéw przez fagowy modul pakujacy [56].

Po przedostaniu sie¢ do wnetrza komorki gronkow-
cowej, wyspa zostaje wbudowana w swoistym dla siebie
miejscu att, w chromosomie z udzialem kodowanego
przez siebie homologa integrazy [49]. Horyzontalny
transfer wyspy SaPI1 zachodzacy z wysoka wydajnoscia
na drodze zmodyfikowanej transdukcji oraz transfor-
macji moze by¢ przyczyng postepujacego rozprzestrze-
nienia genéw toksyn szoku toksycznego, np. TSST-1
i superantygenéw w obrebie gatunku S. aureus [52].
Ponadto SaPIbovl moze ulec transdukcji do gatunkéw
innych gronkowcéw, a mianowicie do S. chromogenes,
S. intermedius, S. xylosus i S. epidermidis [45]. Zaobser-
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wowano réwniez transfer wysp SaPI1 i SaPIbov1 towa-
rzyszacy indukeji profagéw z komorek bakterii S. aureus
do gatunku Listeria monocytogenes, ktéry zachodzit
spontanicznie w surowym krowim mleku [11]. Ten
miedzyrodzajowy transfer MGE niosacych geny deter-
minant patogennosci jest zjawiskiem bardzo niepoko-
jacym zaréwno z punktu widzenia medycyny czlowieka
jak i medycyny weterynaryjne;j. Jednakze podczas terapii
infekcji bakteryjnych mozna takze w inny sposob przy-
czyni¢ si¢ do rozprzestrzeniania si¢ bakteriofagowych
i bakteryjnych genow.

4. Wplyw antybiotykow na odpowiedz SOS
i indukcje bakteriofagow

Wspomniano powyzej, iz gronkowcowe wysypy pa-
togennosci SaPI moga ulec wycieciu z chromosomu po
indukcji profagéw przez system SOS. Jest to globalna
odpowiedz komorki bakteryjnej na uszkodzenia DNA,
prowadzaca do podniesienia poziomu ekspresji genow
odpowiedzialnych za procesy naprawcze oraz promujace
przetrwanie komorki bakteryjnej w niesprzyjajacych
warunkach [14]. Odpowiedz SOS odbywa si¢ za sprawa
dwoch bialek LexA i RecA. Bialko LexA jest represorem
ekspresji genow regulujacych odpowiedz SOS, wigzac si¢
z ich rejonami promotorowymi. Obecnos¢ uszkodzen
DNA jest czynnikiem aktywujacym biatko RecA, ktore
stymuluje autokatalityczne trawienie proteolityczne
w rejonie Ala-Gly biatka LexA. Proces ten uniemozli-
wia dalsze wigzanie represora LexA z DNA i tym samym
geny SOS moga ulec transkrypgji i translacji. Gdy uszko-
dzenia materialu genetycznego ulegna naprawie, zostaja
zsyntetyzowane nowe czasteczki bialek LexA i RecA,
ktore zatrzymuja odpowiedz SOS [36]. Wykazano, iz
w komorkach E. coli odpowiedz SOS indukowana jest
zaréwno przez antybiotyki zaburzajace synteze Sciany
komorkowej (B-laktamy) jak i przebieg replikacji DNA
(fluorochinolony). Bakteriobojcze dziatanie antybiotyki
z grupy B-laktamoéw wynika gtéwnie z ich oddziatywa-
nia na transmembranowe biatka wigzace penicyline
PBPs (penicillin binding proteins 3), ktére prowadzi
do zatrzymania syntezy $ciany komorkowej i utrate
jej cigglosci [41]. Ponadto inaktywujac produkt genu
ftsl, ktérym jest biatko nr 3 wiazace penicyling, PBP3
aktywuja odpowiedz SOS poprzez zwigkszenie ekspre-
sji dwu podjednostkowego systemu transkrypcyjnego
DpiBA. Bialko DpiA, bedgce efektorem, odpowiada
za prawidlowy przebieg transkrypcji oraz replikacji
DNA, lecz jego nad-produkcja w komorce prowadzi do
generowania mutacji, zaprzestania replikacji materiatu
genetycznego i tym samym do indukcji systemu SOS
[41]. Antybiotyki florochinolowe po przedostaniu sie do
wnetrza komorki bakteryjnej hamuja dwa kluczowe dla
replikacji DNA enzymy: gyraze oraz topoizomeraze IV
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odpowiedzialne za odpowiednio tworzenie/usuwanie
superskretow helisy oraz rozdzial matczynej i potom-
nej nici DNA po replikacji [24] Nastepujace w efekcie
uszkodzenia materialu genetycznego i zatrzymanie
podziatu komorki prowadza bezposrednio do urucho-
mienia systemu SOS, a ostatecznie jesli systemy napraw-
cze zawiodg do $mierci komorki.

Zastosowanie antybiotykow z grupy p-laktamow
oraz fluorochinolonéw indukujac odpowiedz SOS pro-
muje jednocze$nie wyjscie profagéw ze stanu utajenia.
Dochodzi do replikacji genomu wirusowego oraz tym
samym amplifikacji kodowanych na nim genéw, w tym
genow konwersji lizogenicznej [34, 44]. Zastosowanie
antybiotykow z grupy fluorochinolonéw w terapii syn-
dromu hemolityczno-mocznicowego, spowodowanego
produkcja toksyny Shiga przez szczep E. coli H57:0157
[22], powaznie pogarsza objawy i moze doprowadzi¢ do
$mierci pacjenta [34, 44, 61]. Podobne zjawisko zaob-
serwowano dla gronkowcowych szczepéw niosacych na
chromosomie wyspy SaPI1, SaPIbovl oraz SaPIbov3,
ktére poddane byly wplywowi ampicyliny, penicyliny
(B-laktamy), cyprofloksacyny (fluorochinolon) lub mito-
mycyny C w stezeniach podprogowych (subinhibitiry
concentration) [23, 57]. Jak do tej pory brak doniesien
by kuracja antybiotykowa pogarszala stan pacjentow
z syndromem szoku toksycznego lub innymi objawami
powodowanymi przez geny kodowane na SaPlIs, lecz nie
mozna wykluczy¢ takiej mozliwosci.

5. Podsumowanie

Podsumowujac, bakteriofagi bezposrednio droga
konwersji lizogennej oraz posrednio uczestniczac
w rozprzestrzenianiu wysp patogennosci przyczy-
niajg si¢ do powstawania zmiennosci oraz powstawa-
nia wysoce wirulentnych szczepéw gronkowca zloci-
stego. Niedawne doniesienie o pojawieniu si¢ szczepu
z ekspresja zaréwno toksyn TSST-1 oraz leukocydyny
Panton’a-Valentina potwierdza wyzej postawiong tez¢
[32]. Oproécz czynnikéw patogennosdci bakteriofagi
i inne MGE silnie wptywaja na dostosowanie gatunku
S. aureus do gospodarza zaréwno ludzkiego jak do zwie-
rzat domowych i gospodarskich poprzez dostarczenie
nowych informacji genetycznych lub ulatwienie utraty
DNA zbednego w nowej niszy ekologicznej [18, 38].
Sledzenie dynamiki koewolucji gronkowcéw oraz infe-
kujacych je wiruséw na pewno pozostanie jeszcze diugo
jednym z najwigkszych zadan wspoétczesnej mikrobio-
logii i epidemiologii.
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Perinatal infections caused by Streptococcus agalactiae

Abstract: Streptococcus agalactiae are Gram-positive p-haemolytic bacteria belonging to group B streptococci (GBS), according to
Rebecca Lancefield’s classification. They are commensals that colonize the distal parts of gastrointestinal, urinary, and genital tracts of
healthy people. An increasing level of the pregnant women colonization by GBS was noted in the last decade. This raises a really high
concern over the risk of severe perinatal infections among newborns since GBS are easily transmitted from mother being a S. agalactiae
carrier to her child during delivery. Pneumonia, meningitis, bacteraemia, and sepsis are the most serious consequences of GBS infections
in newborns. Moreover, the mortality rate among neonates infected with S. agalactiae reaches 20%. The microbiological screening for the
GBS carriage among women being in 35-37 weeks of pregnancy are obligatory in Poland, starting from April, the 8, 2011. This paper is
areview of current knowledge about GBS pathogenicity and epidemiology. The issues concerning the diagnostics of S. agalactiae carriage
among pregnant women and the perinatal antibiotic prophylaxis are also presented.

1. Introduction. 2. S. agalactiae virulence factors. 3. Epidemiology of S. agalactiae infections. 4. Pathogenicity of S. agalactiae. 5. Drug
susceptibility of S. agalactiae strains. 6. Diagnostics of GBS carriage. 7. Perinatal antibiotic prophylaxis. 8. Immunoprophylaxis of GBS

infections. 9. Finald remarks

Slowa kluczowe: GBS, infekcje okoloporodowe, Streptococcus agalactiae
Key words: GBS, perinatal infections, Streptococcus agalactiae
1. Wstep

Streptococcus agalactiae jest Gram-dodatni bakterig
B-hemolizujacy zaliczang do grupy B paciorkowcodw
klasyfikowanych wg schematu Lancefield (Group B
Streptococcus, GBS). Drobnoustroje te s3 komensalnymi
kolonizujacymi dystalne czesci ukltadu pokarmowego
i moczowo-plciowego zdrowych ludzi. Czgsto zasiedlaja
réwniez srodowisko pochwy.

Jesli ich nosicielka jest kobieta cigzarna, to istnieje
duze, szacowane na 70%, ryzyko transmisji wertykalnej
tych patogenoéw. S. agalactiae jest jednym z najwazniej-
szych czynnikéw etiologicznych zakazen wystepujacych
w trakcie akcji porodowej na skutek kontaktu blon
$luzowych noworodka z drobnoustrojami obecnymi
w drogach rodnych matki. Wér6d najpowazniejszych
konsekwencji kolonizacji organizmu noworodka bak-
teriami GBS wymieni¢ nalezy infekcje dolnego odcinka
ukladu oddechowego z nastepows bakteriemia, posocz-
nicg oraz zapaleniem opon moézgowo-rdzeniowych.
Sposréd 1000 zywo urodzonych dzieci zakazenia spo-
wodowane przez S. agalactiae wystepuja u 2-4 nowo-
rodkow, a $miertelnos¢ w tej grupie pacjentow siega

nawet 20%. GBS mogg takze stanowi¢ zagrozenie dla
zdrowia i zycia rodzacej.

Wytyczne dotyczace badania nosicielstwa GBS
w drogach rodnych kobiet ci¢zarnych zostaly sformuto-
wane przez CDC (Centers for Disease Control and Pre-
vention) w latach 90-tych ubieglego stulecia, co przyczy-
nilo sie do znacznej poprawy sytuacji epidemiologicznej
w zakresie zakazent GBS u noworodkow na $wiecie.

Mimo to omawiane bakterie nadal pozostaja waz-
nym czynnikiem etiologicznym infekcji okotoporo-
dowych z wszelkimi ich konsekwencjami. W Polsce,
poczawszy od 8 kwietnia biezacego roku, istnieje obo-
wigzek badania nosicielstwa S. agalactiae wsrod kobiet
cigzarnych.

W obliczu przytoczonych argumentéw postano-
wiono dokona¢ przegladu pismiennictwa w celu przy-
blizenia Czytelnikowi wiedzy na temat chorobotworczo-
$ciiepidemiologii zakazen S. agalactiae. Uwzgledniono
réwniez zagadnienia dotyczgce diagnostyki nosicielstwa
GBS u kobiet ciezarnych oraz zasad okoloporodowej
profilaktyki antybiotykowej, a takze perspektyw doty-
czacych opracowania efektywnej szczepionki skierowa-
nej przeciw infekcjom GBS.

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej i Sanitarnej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi, P1. Hallera 1, 90-647 L6dz
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2. Czynniki zjadliwosci S. agalactiae

Do najistotniejszych czynnikéw wirulencji S. agalac-
tiae naleza: otoczka, biatka o aktywnosci enzymatycznej,
cytolizyny oraz adhezyny bakteryjne.

Na podstawie roznic w strukturze wielocukréw
otoczkowych oraz bialkowego antygenu C, wykazuja-
cych grupowa swoistos¢, wérdd szczepow S. agalactiae
mozna wyroézni¢ 10 typéw serologicznych oznaczo-
nych jako Ia, Ib oraz II-IX. Metode klasyfikacji sero-
logicznej paciorkowcéw zaproponowata w 1934 roku
Rebeka Lancefield [53]. W sklad wielocukréow
otoczkowych GBS wchodzg D-galaktoza, D-glukoza,
N-acetylo-D-glukozoamina, kwas sjalowy oraz krét-
kie, powtarzajace si¢ sekwencje 4-7 cukréow prostych
[47, 84]. Trudnosci z oznaczeniem serotypu wystepuja
w przypadku ok. 7% szczepdw GBS, jednak odsetek 6w
moze siega¢ nawet 32% [47, 74].

Czesto$¢ wystepowania poszczegolnych serotypow
otoczkowych S. agalactiae zalezna jest od miejsca i czasu.
W Europie i Ameryce Péinocnej dominujg serotypy I, I1,
IIIiV [3, 25,27, 47]. W Japonii w latach 90-tych sto-
sunkowo czesto izolowano serotypy VI i VIIL. Obecnie
najczesciej wystepuja tam serotypy I, IIT i V [61, 63].
Serotypy Ia, II, IIT i V sa waznym czynnikiem etio-
logicznym infekcji przede wszystkim u noworodkow
oraz kobiet cigzarnych [33, 69]. Coraz czgsciej izoluje
sie je takze z zakazen inwazyjnych u 0s6b w podesztym
wieku [20, 22].

Polimery otoczkowe stanowig istotny czynnik zjadli-
wosci GBS. Ich wirulencja wynika gtéwnie z obecnosci
kwasu sjalowego, ktory utrudnia prawidltowe zajscie
procesu fagocytozy poprzez hamowanie opsonizacji
komorek bakteryjnych sktadowa C3 ukladu dopelnia-
cza. GBS sa jedynymi, opisanymi dotychczas, Gram-
-dodatnimi producentami kwasu sjalowego. Hydroliza
otoczki zbudowanej z polimerdéw kwasu sjalowego przy
uzyciu neuraminidazy prowadzi do aktywacji ukladu
dopelniacza na drodze alternatywnej, opsonizacji, fago-
cytozy i wewnatrzkomdrkowego zabicia bakterii [13,
25]. Przeciwciata opsonizujace skierowane przeciwko
wielocukrom otoczkowym S. agalactiae sa serotypowo
specyficzne. Brak matczynych immunoglobulin jest
potwierdzonym czynnikiem ryzyka zakazen o etiologii
GBS u noworodkéw [56].

Do czynnikéw zjadliwosci GBS nalezg takze enzymy:
peptydaza biatka C5a ukladu dopelniacza oraz liaza
kwasu hialuronowego. Pierwszy z nich, poza rozkladem
biatka C5a - atraktantu dla komorek zapalnych, wydzie-
lanego m.in. przez komérki nabtonkowe pecherzykow
plucnych - stuzy réwniez jako bakteryjna adhezyna
(poprzez wiazanie z fibronektyng) i inwazyna [6, 8].
Aktywno$¢ enzymu zalezy od obecno$ci grupowo swo-
istego otoczkowego antygenu B. Peptydaza C5a jest pro-
dukowana takze przez szczepy grup A i G paciorkow-
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cow B-hemolizujacych [5]. Liaza kwasu hialuronowego
umozliwia rozprzestrzenianie sie zakazenia o etiologii
GBS poprzez rozklad kwasu hialuronowego obecnego
w szczegolnie duzym stezeniu w tkankach fozyskowych,
plodowych i w plynie owodniowym [73].

Cytolizyny wydzielane przez GBS maja zdolnos¢
tworzenia poréw w komdrkach nabtonka i srédbtonka
pecherzykow ptucnych in vitro, co wskazuje na ich zna-
czacg role w rozwoju zapalenia ptuc u noworodkéw [36].

Kolonizacja tkanek czlowieka przez GBS jest moz-
liwa dzieki obecnosci licznych adhezyn obecnych na
powierzchni komoérek bakteryjnych; procesowi temu
sprzyja niskie pH pochwy. Role adhezyn pelniag m.in.
kwasy lipotejchojowe $ciany komorkowej S. agalac-
tiae, wykazujace takze cytotoksycznos¢ w stosunku
do ludzkich embrionalnych komoérek mézgowych oraz
komoérek owodniowych w hodowlach tkankowych
[21, 35]. W$rod powierzchniowych biatek adhezyjnych
GBS wymieni¢ nalezy réowniez: Ca i CB, Alpl, Alp2
i Alp3 oraz Rib. Cechuja si¢ one silnymi wlasciwosciami
antygenowymi, stymulujac produkcje swoistych prze-
ciwcial. Zjawisko to prébuje si¢ wykorzysta¢ w pracach
nad skuteczng szczepionkg przeciw zakazeniom o etio-
logii GBS [62]. Antygen C moze odgrywac szczegdlng
role we wnikaniu patogenéw do komorek nabtonka
szyjki macicy poprzez wigzanie si¢ z ich powierzch-
niowymi glukozaminoglikanami w mechanizmie zalez-
nym od aktyny [4].

Na powierzchni komérek GBS wykryto obecnos¢
struktur podobnych do fimbrii, zbudowanych z antyge-
néw wyzwalajacych swoista odpowiedz w modelu szczu-
rzym. Antygeny te umozliwiajg adhezje do nabtonka
drobnych naczyn krwionosnych mézgu oraz pneumo-
cytéw [52, 58].

3. Epidemiologia zakazen S. agalactiae

Szacuje sie, iz 10-30% zdrowych kobiet bez objawow
toczacego si¢ procesu zapalnego jest nosicielkami GBS
[3, 18]. Bakterie najcze$ciej kolonizujg pochwe i odbyt.
Podstawowy rezerwuar GBS stanowi jednak dolny odci-
nek przewodu pokarmowego, a ich obecno$¢ w pochwie
moze $wiadczy¢ o zanieczyszczeniu z odbytu. U ok. 60%
kobiet cigzarnych jest to kolonizacja okresowa. Jesli zja-
wisko kolonizacji GBS wystepuje w przebiegu pierwszej
ciazy, to jego nawrot w trakcie kazdej kolejnej cigzy jest
wysoce prawdopodobny [16, 88].

Wykazano ochronng role naturalnej flory bakteryj-
nej pochwy przed kolonizacja GBS [55]. Potwierdzono
horyzontalng transmisje GBS droga seksualng. Bakterie
izolowano takze z gardla oraz ukladu moczowo-plcio-
wego mezczyzn [60].

Wisréd czynnikéw predysponujacych do koloniza-
¢ji drég moczowo-plciowych paciorkowcami grupy B
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u kobiet ciezarnych wymienia si¢ wysoki wskaznik
BMI (Body Mass Index). Kolonizacja wystepuje row-
niez czgsciej u kobiet rasy czarnej, a takze kobiet pra-
cujacych w stuzbach medycznych [86]. Wg Seoud
i wsp. [81], takie czynniki jak: wiek, status ekonomiczny,
pordd przedterminowy oraz goraczka srédporodowa,
nie maja wplywu na ryzyko kolonizacji organizmu
kobiety ciezarnej paciorkowcami grupy B. Wyniki badan
Kovavisarach i wsp. [49] wskazujg jednak na
wzrost ryzyka kolonizacji bakteriami GBS wraz z wie-
kiem kobiety ciezarne;j.

Czgstos¢ kolonizacji paciorkowcami grupy B wsrod
cigzarnych szacuje si¢ na 3-35% [3, 24, 61, 90]. W Euro-
pie Wschodniej, Europie Zachodniej, Skandynawii
i Europie Potudniowej odsetki kolonizacji pochwy
bakteriami GBS wynoszg odpowiednio: 19,7-29,3%,
11-21%, 24,3-36% 1 6,5-32% [3]. Na podstawie stosun-
kowo niewielu danych z Polski wynika, iz odsetek kobiet
skolonizowanych GBS oscyluje wokoét 20% [50, 51, 87].

Kradnianin i wsp. [51] badali czesto§¢ nosi-
cielstwa GBS u 100 rodzacych kobiet. Nosicielka szcze-
péw GBS byla co pigta rodzaca. Ponadto, wyniki badan
pozwolily ustali¢, ze ryzyko transmisji S.agalactiae
z matki na noworodka wynosi 21%.

W jednym z krakowskich szpitali uniwersyteckich
przebadano 340 ciezarnych na obecnos¢ GBS w drogach
rodnych: nosicielkami szczepéw GBS bylo 20% kobiet
z cigzg zagrozong oraz 17,2% kobiet z fizjologicznym
przebiegiem cigzy. Czesto$¢ kolonizacji noworodkéw
z cigz wysokiego ryzyka wynosita 35%, natomiast z ciaz
prawidlowych 26,7% [12, 87].

W wyniku badan przeprowadzonych w latach 2001-
-2002 w Klinice Poloznictwa i Ginekologii Instytutu
Matki i Dziecka w Warszawie na grupie 1678 kobiet
cigzarnych, nosicielstwo GBS stwierdzono u 331 pacjen-
tek, co stanowilo 19,7% [50]. Kolonizacje¢ S. agalactiae
wykryto u 70 sposrod 203 noworodkéw urodzonych
przez kobiety bedace nosicielkami GBS. Wczesne obja-
wy zakazenia wystapily u jednego dziecka.

Kolonizacja pochwy jest zwykle bezobjawowa i ma
charakter okresowy, staly lub nawracajgcy [30]. Bogato-
-objawowe zapalenie pochwy, wymagajace leczenia skie-
rowanego przeciw GBS, wystepuje rzadko [37].

Obecnos¢ GBS w drogach rodnych kobiety w trak-
cie porodu moze prowadzi¢ do zakazen okotoporo-
dowych. Bakterie, w konsekwencji transmisji werty-
kalnej, w pierwszej kolejnosci kolonizujg jame ustng,
a nastepnie uklad oddechowy i dalsze odcinki przewodu
pokarmowego noworodka. U polowy noworodkéw ze
skolonizowanych matek paciorkowce grupy B koloni-
zuja skore i blony sluzowe, gtéwnie w nastepstwie prze-
chodzenia przez kanat rodny, ale takze w Zyciu plodo-
wym. Wérdd skolonizowanych noworodkéw zakazenia
o etiologii GBS wystepuja srednio u 1-4 noworodkéw
na 1000 zywych urodzen [39, 85].
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4. Chorobotworczos¢ S. agalactiae

Paciorkowce -hemolizujace grupy B sa gléwnym
czynnikiem etiologicznym zakazen u noworodkow
i niemowlat [32, 69]. Infekcje te dzieli si¢ na wczesno-
-objawowe i pdzno-objawowe.

Zakazenia wczesno-objawowe pojawiajg si¢ z cze-
stoscig 0,7-6 na 1000 zywych urodzen i majg zwigzek
z nabyciem drobnoustrojow w zyciu ptodowym lub
okotoporodowo. Chociaz niemal potowa noworodkdéw
z matek nosicielek GBS zostaje takze skolonizowana, to
infekcje wystepuja u 2% noworodkéw [39, 57].

Zakazenie o wczesnym poczatku, zwykle pojawiajace
sie w ciggu pierwszych pieciu dob zycia, manifestuje sie
bakteriemia, zapaleniem pluc i opon mézgowo-rdzenio-
wych, a w konsekwencji szokiem septycznym. Polowa
przypadkéw zakazen GBS dotyczy noworodkéw dono-
szonych, jednak wyzsze ryzyko zachorowalnosci i $mier-
telnosci wiaze si¢ z porodem przedwczesnym oraz niska
masg urodzeniowg. Smiertelno$¢ wsréd noworodkéw
donoszonych jest szacowana na 2-8%. U noworodkéw
z zakazeniem wczesno-objawowym bez zapalenia opon
mozgowo-rdzeniowych najczesciej izoluje sie serotypy L,
111111 S. agalactiae. W przypadku przebiegu zakazenia
wczesno-objawowego z zapaleniem opon mézgowo-
-rdzeniowych dominuje serotyp V [19].

Do zaleznych od matki czynnikéw zwiekszajacych
ryzyko zakazenia wczesno-objawowego nalezg: przed-
terminowy pordd (< 37 tygodnia cigzy), pdzne przerwa-
nie bon plodowych, bakteriemia poporodowa, zakaze-
nie wod plodowych, wczesne macierzynstwo, a takze
niski poziom przeciwcial skierowanych przeciwko
wielocukrom otoczkowym GBS u ciezarnej. Cesarskie
ciecie oraz nienaruszone blony plodowe nie chronig
przed transmisjg GBS z matki na dziecko [51].

Ryzyko wystapienia zakazenia wczesno-objawowego
u noworodka istotnie zwieksza duza liczebno$¢ GBS
w pochwie kobiety ciezarnej, potwierdzona wyhodo-
waniem bakterii z posiewu bezposredniego (z pomi-
nieciem etapu namnazania w podtozu wybidrczym)
[75]. Podobnie jest w przypadku masywnej kolonizacji
drog moczowych kobiety ciezarnej, na ktorg wskazuje
znamienna bakteriuria o etiologii GBS, zdiagnozowana
w dowolnym trymestrze cigzy [33].

Zakazenia o péznym poczatku wystepuja z czestos-
cig 0,5-1,8 przypadkéw na 1000 zywych urodzen. Kli-
niczne objawy infekcji (gt. bakteriemia z towarzyszacym
zapaleniem opon mézgowo-rdzeniowych) pojawiaja si¢
$rednio w ciagu 3—4 tygodni po porodzie. Potowa zaka-
zen pdzno-objawowych jest konsekwencja przechodze-
nia noworodka przez kanal rodny kobiety skolonizowa-
nej GBS. W pozostaltych przypadkach sg to zakazenia
poporodowe: S. agalactiae moze pochodzi¢ od matki
lub innych 0s6b z otoczenia dziecka, skolonizowanych
GBS; moze mie¢ takze charakter zakazenia szpitalnego.
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Odnotowano réwniez przypadki transmisji inwazyjnych
szczepow GBS z mlekiem matki [48].

Odsetek $miertelnosci wéréd noworodkéw w przy-
padku infekcji pdzno-objawowych wynosi 10-15%.
U polowy dzieci z zapaleniem opon moézgowo-rdze-
niowych w przebiegu pdzno-objawowej infekcji o etio-
logii GBS wystapia ditugotrwate komplikacje neurolo-
giczne [92].

GBS moga stanowi¢ zagrozenie takze dla kobiety
cigzarnej. Bywaja bezposrednim czynnikiem etiologicz-
nym poporodowego zapalenia blony sluzowej macicy,
bakteriemii w nastepstwie ciecia cesarskiego oraz bezob-
jawowej bakteriurii w przebiegu cigzy i/lub po porodzie
[93]. Moga by¢ przyczyna przedterminowego porodu
w wyniku przedwczesnego pekniecia bton ptodowych,
gorgczki srodporodowej oraz zakazenia jamy owodni
[19]. Bakteriuria o etiologii S. agalactiae u kobiety cie-
zarnej dowodzi ciezkiej kolonizacji drég moczowo-plcio-
wych tymi bakteriami, zwigkszajacej ryzyko wystapienia
infekcji wezesno-objawowej u noworodka [33].

Oprocz zakazen u ptodéw, noworodkéw i kobiet cie-
zarnych, GBS wywoluja réznego rodzaju infekcje u oséb
dorostych. S czynnikiem etiologicznym zakazen skory
i tkanek miekkich, kosci i stawdw, pluc, bakteriemii
z nastgpowym zapaleniem opon moézgowo-rdzeniowych
oraz zapaleniem mieg$nia sercowego. Wywolujg zapale-
nie pecherza moczowego i odmiedniczkowe zapalenie
nerek, a takze zespdt podobny do szoku toksycznego
[22, 54, 80, 83].

Wisréd najwazniejszych czynnikéow predysponuja-
cych do inwazyjnych zakazen bakteriami GBS u oséb
dorostych wymienia si¢ cukrzyce, marsko$¢ watroby,
udar moézgu, chorobe nowotworowa, dysfunkeje i cew-
nikowanie uktadu moczowego, choroby ukladu sercowo-
-naczyniowego i oddechowego, obecno$¢ protez stawo-
wych oraz podeszly wiek (> 65 roku zycia) [20, 22, 83].

5. Lekowrazliwos¢ szczepow S. agalactiae

W przypadku zakazen paciorkowcami grupy B naj-
wigksze znaczenie w praktyce klinicznej maja antybio-
tyki B-laktamowe oraz makrolidy i linkozamidy.

W Stanach Zjednoczonych na skutek wprowadzenia
zalecen dotyczacych postgpowania okotoporodowego
u kobiet cigzarnych zakazonych bakteriami GBS, od
poczatku lat 90-tych ubieglego stulecia lekami z wyboru
pozostaja antybiotyki p-laktamowe [91]. Sprawdzone
wzorce amerykanskie przyjely takze kraje europejskie,
w tym Polska. W zakazeniach o etiologii GBS oraz
w ramach antybiotykowej profilaktyki okotoporodowe;j
u kobiet nosicielek z powodzeniem stosuje si¢ penicy-
ling G, ampicyline oraz cefazoline. Szczepy S. agalactiae
nadal wykazuja wrazliwo$¢ na wymienione chemio-
terapeutyki przeciwbakteryjne, mimo powszechnego ich
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stosowania [26, 42, 43, 65, 67, 76, 82]. Brak opornosci na
antybiotyki B-laktamowe wsrod szczepow S. agalactiae
potwierdzajg réwniez najnowsze dane opublikowane
przez CDC w listopadzie 2010 roku [91].

Od kilku lat pojawiajg si¢ doniesienia o izolatach
GBS z obnizong wrazliwoscig na penicyliny naturalne
(40, 45, 46, 64]. Badania Dahesh i wsp. [17] oraz
Nagano iwsp. [64] wykazaly, iz za podwyzszong tole-
rancje na penicyling G wsrdd szczepow S. agalactiae
odpowiada mutacja genu PBP2X. U niewielkiego odsetka
szczepOw S. agalactiae zaobserwowano réwniez obnizona
wrazliwos$¢ na cefalosporyny I generacji [17]. Dlatego
z uwagg nalezy $ledzi¢ tendencje wrazliwosci na anty-
biotyki f-laktamowe wérdd klinicznych izolatéw GBS.

Makrolidy i linkozamidy sa lekami drugiego rzutu
w leczeniu zakazen spowodowanych przez S.agalac-
tiae oraz alternatywa w przypadku pacjentdw z alergia
na antybiotyki B-laktamowe. Szczepy GBS prezentuja
zwykle konstytutywna badz indukowana opornosé
typu MLS, (Macrolide-Lincosamide-Streptogramin,
resistance) [26, 29, 78, 82].

Badania Garland iwsp. [26] przeprowadzone na
1160 inwazyjnych szczepach S. agalactiae wykazaly ich
niska opornos¢ na erytromycyne i klindamycyne (odpo-
wiednio: 6,4% i 4,2%) [26]. Wyzsze odsetki opornosci
prezentowane sa przez Panda iwsp. [65] (32% szcze-
pow S. agalactiae opornych na azytromycyne, 25% — na
erytromycyne, 21% — na klindamycyne).

Borchardt i wsp. [7] poréwnywali lekowraz-
liwos¢ inwazyjnych i nieinwazyjnych szczepéw GBS.
Sposrdd 486 inwazyjnych szczepow S. agalactiae opor-
no$¢ na klindamycyne, erytromycyne oraz na obydwa
te antybiotyki jednoczesnie stwierdzono odpowiednio
u 20%, 24,5% i 19,8% izolatéw bakteryjnych. Wsréd
167 nieinwazyjnych szczepow S. agalactiae 40,7% izo-
latéw bylo opornych na klindamycyne, 41,9% - na ery-
tromycyne, a 38,3% szczepow wykazywalo brak wrazli-
wosci na oba antybiotyki. Zaobserwowane przez bada-
czy roznice byly statystycznie znamienne.

Phares i wsp. [70] przeanalizowali lekowrazli-
wos¢ 4882 szczepow GBS, z czego 15% izolatéw bak-
teryjnych bylo opornych na klindamycyne, a 32% - na
erytromycyne.

Dogan 1 wsp. [20] przedstawili fenotypowa
i molekularng charakterystyke 135 szczepoéw S. aga-
lactiae (52 izolaty pochodzily od ludzi; 83 - od bydta).
Uzyskane wyniki ujawnity wyzsza opornos¢ na ery-
tromycyne oraz tetracykling wsrdd szczepéw ludzkich
(odpowiednio: 26,9% i 84,6%) w poréwnaniu ze szcze-
pami bydlecymi (odpowiednio: 3,6% i 14,5%). Autorzy
zwrocili szczegolng uwage na mozliwo$¢ zaréwno klo-
nalnej transmisji wysoce opornych szczepéw bakteryj-
nych, jak i na ryzyko horyzontalnego przekazywania
gendw opornosci na makrolidy i tetracykliny pomiedzy
ludzkimi i bydlgecymi szczepami GBS.
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Podobne spostrzezenia dotyczace mechanizmoéw
szerzenia si¢ opornosci na makrolidy znajdujemy
wpracy Gherardi iwsp. [27], przy czym w badaniu
tym wykazano oporno$¢ na erytromycyne na poziomie
16,5% - wylacznie wsrdd szczepéw pochodzacych od
chorych z infekcjami nieinwazyjnymi oraz od nosicieli;
ponad 68% szczepow S. agalactiae prezentowalo brak
wrazliwosci na tetracykliny.

Opornos¢ na makrolidy i linkozamidy byta badana
u 169 szczepow GBS izolowanych od ci¢zarnych nosi-
cielek z terenu miasta Krakowa [10]. Opornos¢ na
erytromycyne i klindamycyne stwierdzono odpowied-
nio u 16% i 10% szczepdw. Wiekszos¢ izolatow (63%)
prezentowata konstytutywng oporno$¢ MLS,. Induko-
wany typ opornosci MLS, odnotowano u 26% szczepow.
U 11% izolatéw wykryto natomiast fenotyp M opor-
nosci na makrolidy.

W jednym z badan skandynawskich nie stwierdzono
natomiast opornos$ci na makrolidy i linkozamidy; $red-
nig wrazliwos¢ zarejestrowano odpowiednio u 2% i 1%
badanych izolatéw GBS. W przypadku tego badania
uwage zwraca takze wysoki odsetek szczepow S. aga-
lactiae opornych na tetracykliny (68%) [68].

Jak dotad wsréd izolatéw GBS nie wykrywa sie
opornosci na chinupristine-dalfopristing, daptomy-
cyne, linezolid i wankomycyne [26, 65, 67, 76, 82].
W okoloporodowej profilaktyce zakazen S.agalactiae
antybiotyki glikopeptydowe powinny by¢ stosowane
ostroznie, z ograniczeniem wylgcznie do ciezarnych pre-
zentujacych alergie na penicyliny, od ktérych izolowano
szczepy GBS oporne na erytromycyne i klindamycyne.
Badania Pelaez iwsp. [66] dowodzg, iz lekarze prak-
tycy nie zawsze przestrzegaja tej zasady.

6. Diagnostyka nosicielstwa GBS

Noworodki urodzone przez kobiety skolonizowa-
ne GBS sg bardziej narazone na wystapienie infekeji
o wczesnym poczatku niz noworodki z matek nie beda-
cych nosicielkami GBS - szczegdlnie, jesli liczebno$¢
populacji bakterii S. agalactiae w przedsionku pochwy
kobiety rodzacej jest wysoka. Ponadto, im wigcej ko-
morek bakteryjnych trafia w trakcie porodu do orga-
nizmu noworodka, tym wyzsze jest ryzyko wystapie-
nia u niego zaréwno za kazenia wczesno-objawowego,
jak i pozno-objawowego. Identyfikacja nosicielek GBS
wsrod kobiet ciezarnych oraz zastosowanie u nich anty-
biotykowej profilaktyki okotoporodowej to podstawowe
narzedzie zapobiegawcze w walce z zakazeniami o etio-
logii GBS u noworodkéw. Obowigzujace w tym zakre-
sie wytyczne zostaly sformulowane w latach 90-tych
ubiegtego wieku przez CDC, a nast¢gpnie wielokrotnie
rewidowane [14, 15, 28, 71, 79, 91].

Zgodnie z rekomendacjami CDC, zaleca si¢ prze-
prowadzanie opartych na hodowli prenatalnych badan
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przesiewowych w kierunku kolonizacji bakteriami
GBS pochwy i odbytu u wszystkich kobiet bedacych
w 35-37 tygodniu cigzy [91].

Nalezy pobra¢ dwa wymazy: jeden z przedsionka
pochwy, a drugi z kanatu odbytu (po pokonaniu oporu
zwieracza). Jedli nie ma mozliwosci bezposredniego
posiewu pobranego materiatu, nalezy uzy¢ wymazdéwek
z podlozem transportowym Amiesa. Material nalezy
inkubowa¢ w bulionie Todd-Hewitt’a z dodatkiem kwasu
nalidyksowego (15 ug/ml) i gentamycyny (8 ug/ml) przez
18-24 godziny w temperaturze 35-37°C w atmosferze
tlenowej badz z dodatkiem 5% CO, [91].

Nastepnie zaklada sie hodowle na podiozu agarowym
wzbogaconym 5% odwldkniong krwig baranig i inku-
buje do 48 godzin, z zachowaniem opisanych wczesniej
warunkéw inkubacji. Wstepna identyfikacje nalezy
oprze¢ na cechach morfologicznych hodowli typowych
dla GBS (zwykle wystepuje hemoliza typu ), morfo-
logii komdrkowej (stwierdzenie obecnosci ziarniakow
Gram-dodatnich w preparacie mikroskopowym) oraz
na wynikach podstawowych testow biochemicznych
(ujemny test na katalaze, dodatni test CAMP, hydroliza
hipuranu) [91]. W procesie diagnostycznym mozna
takze skorzystac z komercyjnych testow biochemicznych.

Przynalezno$¢ wyizolowanego szczepu do serolo-
gicznej grupy B Streptococcus sp. potwierdza si¢ poprzez
wykonanie lateksowego testu aglutynacyjnego. W przy-
padku dalszych watpliwosci nalezy zastosowa¢ odpo-
wiednie metody biologii molekularnej — np. technike
tancuchowej reakcji polimerazy (Polymerase Chain
Reaction, PCR) z uzyciem starteréw Sag59 (TTT CAC
CAG CTG TAT TAG AAG TA) i Sagl90 (GTT CCC
TGA ACA TTA TCT TTG AT) [34]. W$rdd pozostatych
technik biologii molekularnej, ktére znajduja zastoso-
wanie w badaniach nad szczepami GBS wymienia sig¢
fluorescencyjna hybrydyzacje in situ (Fluorescent in situ
Hybridization, FISH), metode losowej amplifikacji poli-
morficznych fragmentéw DNA (Random Amplification
of Polymorphic DNA, RAPD), technike multipleks-PCR
oraz metode elektroforezy w zmiennym polu elektrycz-
nym (Pulse Field Gel Electrophoresis, PFGE) [9, 11].

Hodowla GBS jest niezbgdna do wykonania analizy
lekowrazliwosci szczepu, koniecznej np. w przypadku
alergii pacjentki na antybiotyki p-laktamowe. Reko-
menduje si¢ metode krazkowo-dyfuzyjna z zastoso-
waniem podfoza Muellera-Hintona wzbogaconego 5%
odwtokniong krwig barania (gesto$¢ zawiesiny bak-
teryjnej powinna wynosi¢ 0,5 w skali McFarlanda;
24-godzinng inkubacje nalezy prowadzi¢ w atmosferze
tlenowej w 37°C) [91].

Nalezy oznaczy¢ wrazliwos¢ izolatu S. agalactiae na
erytromycyne i klindamycyne. W przypadku wykrycia
opornosci istnieje konieczno$¢ okreslenia jej mecha-
nizmu - konstytutywnego badz indukcyjnego feno-
typu MLS, [34].
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Jak dotad wsrod szczepow S. agalactiae nie wykryto
opornosci na naturalne antybiotyki B-laktamowe [91].
Zgodnie z zatwierdzonym przez Polskie Towarzystwo
Ginekologéw oraz Polskie Towarzystwo Neonatolo-
giczne stanowiskiem specjalnej grupy roboczej, ktora
opracowala krajowe zalecenia dotyczace wykrywania
nosicielstwa GBS u kobiet ci¢zarnych i zapobiegania
zakazeniom o etiologii GBS u noworodkdw, stwierdze-
nie opornosci lub obnizonej wrazliwosci na penicyling
u izolatu S. agalactiae wskazuje z duzym prawdopodo-
bienstwem na btedng identyfikacje szczepu lub niepra-
widlowe przeprowadzenie badania lekowrazliwosci [34].
W przypadku wykluczenia tych dwoch sytuacji wynik
nalezy skonsultowa¢ w Krajowym Osrodku Referencyj-
nym ds. Lekowrazliwo$ci Drobnoustrojéw funkcjonuja-
cym w ramach Zaktadu Epidemiologii i Mikrobiologii
Klinicznej Narodowego Instytutu Lekow.

7. Okoloporodowa profilaktyka antybiotykowa

W przywolanych weczesniej rekomendacjach CDC
dotyczacych zapobiegania okoloporodowym zakaze-
niom o etiologii GBS wiele miejsca poswieca si¢ profi-
laktyce antybiotykowej, ktora istotnie zmniejsza ryzyko
transmisji wertykalnej GBS oraz chroni przed rozwi-
nieciem si¢ wczesno-objawowego zakazenia tymi bak-
teriami u noworodka [91].

Okotoporodows profilaktyke antybiotykowq nalezy
zastosowa¢ u cig¢zarnych bedacych nosicielkami GBS
w pochwie i/lub odbycie; takze, jesli w przebiegu ciazy
zdiagnozowano bakteriuri¢ o etiologii GBS lub gdy
doszlo do okoloporodowego zakazenia bakteriami
S. agalactiae u dzieci z wcze$niejszych ciaz pacjentki.
Wskazaniem do wdrozenia okotoporodowej przeciw-
paciorkowcowej profilaktyki antybiotykowej sa réwniez:
porod przed 35-37 tygodniem cigzy (kiedy nie wyko-
nano jeszcze badania przesiewowego w kierunku kolo-
nizacji kobiety ciezarnej bakteriami GBS), zgloszenie si¢
rodzacej cigzarnej do szpitala po ponad 18 godzinach od
przerwania bfon ptodowych oraz w przypadku wysta-
pienia goraczki srodporodowej (=38°C) [91].

Jesli w trakcie cigzy podjeto decyzje o antybiotyko-
wej eradykacji GBS z drég moczowo-plciowych kobiety,
nalezy obowigzkowo wdrozy¢ okoloporodows profi-
laktyke antybiotykows, ze wzgledu na czeste zjawisko
powtdrnej kolonizacji, pojawiajace si¢ po zakonczeniu
antybiotykoterapii [34, 91].

Rekomendowanymi antybiotykami 3-laktamowymi
sa penicylina G oraz ampicylina, podawane dozylnie
[34, 91]. U kobiet ciezarnych wykazujacych alergie na
penicyliny, zaleca si¢ dozylng terapi¢ z zastosowaniem
cefazoliny, ktéra ma podobne wlasciwosci farmakokine-
tyczne [72]. W tym miejscu podkresli¢ nalezy jednak, iz
u 10% os6b uczulonych na penicyliny, wystepuje takze
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alergia na cefalosporyny [44]. W dalszej kolejnosci roz-
patruje si¢ podanie tg samg droga klindamycyny, ery-
tromycyny lub wankomycyny. Charakteryzuje je jednak
nizsza skuteczno$¢ w zwalczaniu nosicielstwa GBS u cie-
zarnych w poréwnaniu do skutecznosci antybiotykow
pB-laktamowych [34, 91].

Noworodki urodzone przez kobiety, u ktérych wdro-
zono okoloporodowgy profilaktyke antybiotykows prze-
ciw S. agalactiae, nalezy podda¢ co najmniej 24-godzin-
nej obserwacji, a w przypadku wystgpienia objawow
infekcji — wykona¢ diagnostyke mikrobiologiczng w kie-
runku GBS (material do badania stanowia wymazy
z ucha i pepka noworodka) oraz zastosowac antybiotyko-
terapie empiryczng z wykorzystaniem ampicyliny [34].

8. Immunoprofilaktyka zakazen GBS

Do dzi$ brak jest szczepionki przeciw zakazeniom
o etiologii GBS. Podejmowano proby redukowania stop-
nia kolonizacji kobiet w celu zmniejszenia ryzyka trans-
misji S. agalactiae do organizmu noworodka, badania
dowodzg bowiem ochronnej roli matczynych przeciw-
cial z klasy IgG (skierowanych m.in. przeciwko bakte-
ryjnym wielocukrom otoczkowym), zapobiegajacych
rozwojowi zakazen inwazyjnych u dzieci (2, 23, 31].

Zasadniczym problemem w opracowaniu skutecznej
szczepionki przeciw zakazeniom GBS jest wystepowanie
ze zroznicowang czestoscig (w zaleznosci od szerokosci
geograficznej) kilku serotypow bakterii, ktére moga
reagowac ze sobg krzyzowo. Ponadto, odsetek szcze-
péw niepoddajacych si¢ serotypowaniu przy uzyciu
stosowanych obecnie technik diagnostycznych moze by¢
wysoki (10-30%), co dodatkowo utrudnia opracowanie
uniwersalnej szczepionki chronigcej przed zakazeniami
o etiologii GBS [47, 74]. Podanie szczepionki bedacej
w fazie badan klinicznych kobietom ciezarnym takze
budzi wiele kontrowersji. Rodzi si¢ wreszcie pytanie
o populacje docelowa szczepienia: czy mialyby by¢ to
nastolatki przed rozpoczeciem wspdlzycia seksualnego,
czy tez kobiety w trzecim trymestrze cigzy? Jest to o tyle
istotne, ze skutecznos¢ obecnie badanych szczepionek
spada z 84% w pierwszym roku po szczepieniu, do 55%
po 5 latach, i 35% po 10 latach od szczepienia. Zatem
strategia wdrazania szczepien wsrdd dziewczat kilkuna-
stoletnich bylaby niekorzystna dla kobiet 30-letnich, ro-
dzacych najczesciej. Szczepienia w wieku pozniejszym niz
12-15 lat nie objelyby natomiast matek matoletnich [85].

Wisrod potencjalnych skladnikéw konstruowanej
szczepionki najczesciej wymienia sie wielocukry otocz-
kowe, peptydaze C5a, komponente [ biatka C, a takze
biatka LmbP, Sip, LrrG [41]. Wyniki badan nad przy-
datnoscig podjednostki a i p bialka C oraz biatka Rib
do opracowania szczepionki przeciwpaciorkowcowej
pozwalaja twierdzi¢, iZ wymienione antygeny S. aga-
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lactiae charakteryzujg si¢ wystarczajaca immunogen-
noscia. Nie wystepuja jednak wsrod szczepéw GBS na
tyle powszechnie, by mogly zapewni¢ odpowiednio
wysoka skutecznos¢ potencjalnej szczepionki [68, 77].
Xue iwsp. [94] prowadzili badania nad przydatnoscia
konserwatywnych powierzchniowych antygenéw biatl-
kowych S. agalactiae - Sip i ScpB - do skonstruowa-
nia skutecznej szczepionki; u myszy, ktérym preparat
podano donosowo, zaobserwowano prawidtowa reakcje
ze strony ukfadu immunologicznego.

Wyniki badan klinicznych na zdrowych dorostych
- z uzyciem skonjugowanej wielocukrowo-biatkowej
szczepionki przygotowanej ze szczepdw GBS najczesciej
uwiklanych w zakazenia inwazyjne sg obiecujace [1, 2,
23, 31]. Jak dotad jednak klasyczne podejscie do skon-
struowania szczepionki przeciw zakazeniom GBS nie
przyniosto oczekiwanych efektéw, dlatego probuje sie
wykorzysta¢ takze narzedzia z zakresu genomiki i pro-
teomiki, poczynajac od zsekwencjonowania genomu
dwoch szczepéw S. agalactiae: NEM316 (serotyp III)
i2603V/R (serotyp V) [41].

9. Uwagi koncowe

Wystepujace u noworodkow i niemowlat zakazenia
o etiologii S. agalactiae maja czgsto niezwykle drama-
tyczny przebieg. Zagrazaja zyciu najmlodszych pacjen-
tow, manifestujac si¢ bakteriemia, zapaleniem pluc,
zapaleniem opon moézgowo-rdzeniowych i szokiem
septycznym.

W 2008 roku Krajowy Os$rodek Referencyjny ds.
Diagnostyki Bakteryjnych Zakazenn Os$rodkowego
Ukladu Nerwowego rozpoczal realizacje programu
BINet majacego na celu wzmocnienie monitorowania
w Polsce inwazyjnych zakazen bakteryjnych nabytych
poza szpitalem. Monitoringiem BINet objeto infekcje
inwazyjne wywolywane przez S.agalactiae, S.pneu-
moniae, S. pyogenes, Neisseria meningitidis, Haemophi-
lus influenzae, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus i Escherichia coli [38].

Ponadto Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia z dnia
23 wrzes$nia 2010 roku w sprawie standardéw poste-
powania oraz procedur medycznych przy udzielaniu
$wiadczen zdrowotnych z zakresu opieki okotoporo-
dowej sprawowanej nad kobietg w okresie fizjologicz-
nej ciazy, fizjologicznego porodu, pologu oraz opieki
nad noworodkiem podniosto range badan mikrobio-
logicznych w kierunku nosicielstwa paciorkowcow
B-hemolizujacych grupy B, czyniac je obowigzkowymi.
Dokument wszedt w zycie z dniem 8 kwietnia 2011 roku.

Podjete dzialania pozwolg na rzetelng ocene zwigza-
nej z GBS sytuacji epidemiologicznej w Polsce, poprawe
standardow diagnostycznych i podejmowanie dalszych
skutecznych dzialan profilaktycznych.
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Medical instrument preparation for surgical procedures. Part I - initial decontamination and disinfection

Abstract: Developments in modern medicine, introduction of new surgical techniques and invasive methods of diagnosis and treatment,
resulted in an increased risk of medical personnel’s contact with materials contaminated by pathogens. Surgical instruments pose a high
risk of infection transmission, as due to contact with tissue they must be sterile. Reprocessing is the technological line, comprising a series
of steps that must be done to contaminated instruments during the procedure which makes them suitable for reuse. The main stages of
reprocessing are: cleansing, disinfecting, rinsing, drying, control of functionality, maintainance, packaging, sterilisation and verification
of medical device quality and performance of functional tests, which allow the user to provide a sterile product, while maintaining its
full functional capacity. The paper presents the steps of preparation of medical instruments for use, from transportation from the user,
through the cleansing, disinfection and control. The sterilisation process and its control are discussed in part two of the article.

1. Introduction. 2. The classification of medical instruments. 3. Compatibility and material tolerance. 4. Centralisation of decontamination

processes. 5. Transportation of instruments from the user. 6. Cleansing and disinfection. 7. Drying. 8. Summary

Stowa kluczowe: instrumentarium medyczne, mycie, dezynfekcja, kontrola dezynfekeji

Key words:

medical instruments, cleansing, disinfection, disinfection control

1. Wstep

Rozwdj medycyny, upowszechnienie nowoczesnych
technik operacyjnych oraz inwazyjnych metod diagno-
styki i leczenia, spowodowaly zwigkszenie ryzyka kon-
taktu personelu medycznego z materialami skazonymi
drobnoustrojami chorobotwérczymi, a w konsekwen-
cji wzrost czestosci wystepowania zakazen szpitalnych.
Zakazenia szpitalne stanowig wiec istotny problem dla
pracownikéw ochrony zdrowia.

Drobnoustroje chorobotwdrcze sg obecne w $rodo-
wisku szpitalnym w duzej liczbie. Ich patogennos¢, ilos¢,
atakze zdolno$¢ do tworzenia biofilmu, stanowig utrud-
nienie dla szpitalnych proceséw dekontaminacji [19].
Za podstawe postepowania dekontaminacyjnego nalezy
przyjac zalozenie, ze wszyscy pacjenci, z ktérymi miaty
kontakt reprocesowane narzedzia, s zakazeni drobno-
ustrojami chorobotwdrczymi. Takie zalozenie wymusza
odpowiednie sposoby postepowania zabezpieczajacego
zard6wno pacjentow, jak i personel medyczny, przed
zakazeniami.

Dekontaminacja narzedzi i sprzetu medycznego to
praktyczne dzialania majace na celu redukcje liczby
drobnoustrojéw do poziomu bezpiecznego dla pacjenta.
Ogniwa fancucha czynnosci dekontaminacyjnych sa
mocno ze sobg polagczone, a jedno z nich stanowi czyn-
nik ludzki. Dzialania cztowieka na kazdym etapie pro-
cesu warunkujg jego skuteczno$¢. Realizujac kolejne
etapy nalezy tak postepowac, aby nie doszto do powtor-
nej kontaminacji sprzetu. Wymaga to od zespotu wyjat-
kowej dyscypliny, wiedzy z zakresu epidemiologii oraz
ciaglego doskonalenia, $wiadomo$ci i opanowania pro-
cedur wytyczajacych zasady postepowania ze sprzetem
potencjalnie skazonym [3, 11, 15].

2. Podzial instrumentéw medycznych

Drobnoustroje chorobotworcze powszechnie wyste-
pujace w srodowisku szpitalnym przenoszone s3 miedzy
innymi za po$rednictwem zle przygotowanego sprzetu
medycznego. Cykl prawidtowo wykonywanych czynnosci

* Autor korespondencyjny: Pracownia Epidemiologii Zakazen Szpitalnych, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski
Uniwersytet Medyczny; Warszawa, ul. Chalubinskiego 5; tel. 22 628 27 39
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dekontaminacyjnych jest zatem jednym z podstawo-
wych elementdéw higieny szpitalnej, majagcym na celu
zapobieganie i zwalczanie zakazen szpitalnych.

Pod wzgledem ryzyka zakazenia sprz¢t mozemy po-
dzieli¢ na krytyczny - narzedzia i urzadzenia medyczne
majace kontakt z tkankami (narzedzia chirurgiczne),
potkrytyczny — majacy kontakt z blonami sluzowymi
(laryngoskopy, wzierniki, endoskopy) oraz niekrytyczny
- majacy kontakt z nieuszkodzong skéra (mankiety
do mierzenia ci$nienia, stetoskopy). Sprzet krytyczny
wymaga sterylizacji, potkrytyczny — dezynfekcji wyso-
kiego stopnia (bakterie, wszystkie wirusy, grzyby, pratki,
niektdre spory), a niekrytyczny - dezynfekcji niskiego
stopnia (bakterie, wirusy ostonkowe, grzyby) [6].

Innego podziatu instrumentéw medycznych mozemy
dokona¢ przyjmujac za kryterium ich zastosowanie.
Klasyfikacja ta obejmuje narzedzia chirurgiczne, instru-
menty mikrochirurgiczne, narzedzia stomatologiczne,
systemy chirurgiczne z nap¢dem, instrumenty do chi-
rurgii mikroinwazyjnej, endoskopy sztywne oraz narze-
dzia chirurgiczne pracujace z wykorzystaniem pradéw
wysokiej czestotliwosci [20].

Instrumenty medyczne mozemy réwniez podzieli¢
pod wzgledem ich konstrukcji, ktéra warunkuje stopien
trudnosci przygotowania do ponownego uzycia, na
narzedzia klasyczne (tzw. lite) oraz narzedzia o wysoce
skomplikowanej budowie i ksztaltach, wymagajace
zastosowania odpowiednich technik obrdobki.

Jeszcze inna klasyfikacja to podzial na sprzet termo-
stabilny — odporny na obrébke w wysokiej temperaturze
oraz sprzet termolabilny — wrazliwy na wysoka tempe-
rature, wymagajacy zatem wybranych metod dzialania,
w ktorych decydujaca role biobdjcza odgrywa udzial
$rodka chemicznego [13, 17, 18].

3. Kompatybilnos¢ i tolerancja materialowa

Efektywno$¢ procesu dekontaminacji zalezy w duzym
stopniu od kompatybilnosci materiatowej instrumenta-
rium medycznego, co wymaga doboru wlasciwej metody
obrobki (manualna, maszynowa), techniki dzialania
(zanurzenie w roztworze, plukanie kanatowe, przecie-
ranie, zraszanie), czynnikéw chemicznych (substancje
aktywne, stezenie, pH, czas kontaktu), oraz fizycznych
(ultradzwieki, temperatura, ci$nienie wody, ci$nienie
sprezonego powietrza [18].

W procesie produkgji instrumentéw medycznych
wytworca musi wzigé pod uwage dobor materiatow
w odniesieniu do przewidzianego zakresu stosowania.
W przypadku narzedzi chirurgicznych, wymagania doty-
czg wytrzymato$ci, trwalosci, odpornosci na korozje,
elastycznoéci, sztywnosci oraz dobrego ciecia. Wymaga-
nia te moga by¢ spefnione dzigki zastosowaniu do pro-
dukgji réznego rodzaju hartowanych stali nierdzewnych.
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Odpornos¢ na korozj¢ zalezy od grubosci warstwy
pasywnej (tlenku chromu) tworzacej sie i narastajgcej
na powierzchni instrumentu. Warstwa ta jest bardzo
odporna na dzialanie wielu czynnikdéw chemicznych,
jednak niektore substancje mogg ja uszkodzi¢. Nalezg do
nich chlorki, wchodzace w reakcje z warstwa pasywna
i prowadzace do uszkodzen w postaci korozji wzero-
wej. Zrédlem pochodzenia chlorkéw w cyklu uzytko-
wym instrumentu chirurgicznego sa najczesciej: ich
zawarto$¢ w wodzie, niedostateczna demineralizacja
wody stosowanej do koncowego plukania i steryliza-
cji parowej, brak soli regeneracyjnej przy wytwarzaniu
zmigkczonej wody, jak réwniez stosowanie preparatow
niedopuszczonych lub niewlasciwie uzytych w cyklu
przygotowania. Substancje te zawarte s3 tez w soli
kuchennej, srodkach zracych, lekach oraz substancjach
organicznych (plyny ustrojowe, np. krew, §lina, pot).
Chlorki znajduja si¢ réowniez w bieliznie operacyjnej,
materialach opatrunkowych oraz opakowaniach ste-
rylizacyjnych. Jak najszybsze eliminowanie kontaktu
z chlorkami stanowi bardzo wazny element przediuze-
nia zywotnosci instrumentarium medycznego [20].

4. Centralizacja procesow dekontaminacji

Nowoczesna chirurgia wymaga nowoczesnej ste-
rylizacji. Pod wzgledem organizacyjnym i kadrowym
za nowoczesng mozna uznaé¢ wylacznie sterylizacje
dokonywana w systemie scentralizowanym, na poziomie
danego szpitala. Centralna sterylizatornia jest specjali-
styczng jednostka, w ktorej sg wykonywane wszystkie
czynno$ci umozliwiajace odtworzenie stanu steryl-
nosci narzedzi medycznych, skazonych w trakcie zabiegu
operacyjnego.

Ze wzgledu na stopien komplikacji wykonywanych
prac, centralna sterylizatornia powinna by¢ jednostka
autonomiczng, zatrudniajaca wyszkolony personel i kie-
rowang przez specjaliste. Za centralizacjg sterylizacji
przemawia wiele argumentéw — mozliwo$¢ okreslenia
jasnych i czytelnych procedur i instrukeji czynnosci
dekontaminacyjnych, jak réwniez mozliwo$¢ nadzoru
i kontroli dzialan cztowieka oraz urzadzen dekontami-
nujgcych, wykonywanie wszystkich czynnosci przez
wyspecjalizowany personel, ciggle szkolenie personelu,
doskonalenie stosowanych metod, weryfikacja procedur
pod katem zmieniajacych si¢ zalecent producenta oraz
ich dokumentowanie [1, 2, 3, 6].

5. Transport narzedzi od uzytkownika
Pierwsze kroki w celu przeprowadzenia wilasciwej

dekontaminacji narzedzi zaczynaja si¢ juz na bloku
operacyjnym, gdzie przed transportem instrumenty
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nalezy oczysci¢ z pozostaloéci substancji chemicznych
stosowanych w czasie zabiegu, a nastepnie delikatnie
i ostroznie umiesci¢ je w pojemnikach transportowych,
aby nie spowodowac uszkodzenia mechanicznego [20].

W szpitalach, w ktorych funkcjonuje centralna stery-
lizatornia, transport skazonych instrumentéw medycz-
nych z blokéw operacyjnych i oddziatéw szpitalnych
powinien odbywac¢ si¢ w zamknietych systemach trans-
portowych. Pojemnikéw transportowych nie nalezy
przeladowywa¢ [20]. Kontakt pracownikow ze skazo-
nymi narzedziami powinien by¢ ograniczony do mini-
mum - skazonymi narzedziami moga zajmowac sie jedy-
nie pracownicy wyznaczeni do tego celu, profesjonalnie
przygotowani i na biezaco szkoleni w tym zakresie [8].

Skazony sprzet z bloku operacyjnego do central-
nej sterylizatorni powinien by¢ transportowany dzwi-
giem towarowym ,,brudnym’, natomiast z pozostalych
komorek organizacyjnych — przy udziale stuzb trans-
portu wewnetrznego [4, 16].

Sprzet medyczny moze by¢ transportowany na sucho
lub na mokro. Kazdy z rodzajéw transportu posiada
zalety oraz wady (Tabela I) [4]. Preferowanym sposo-
bem jest transport na sucho.

Po zakonczeniu procesu sterylizacji instrumentu
waznym etapem jest jego prawidlowy transport i prze-
chowywanie do momentu ponownego uzycia.
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6. Oczyszczanie i dezynfekcja

Dezynfekcja jest procesem powodujacym reduk-
cj¢ drobnoustrojow poprzez zabicie wegetatywnych
form bakterii i grzyboéw oraz inaktywacje wirusow
na powierzchniach przedmiotéw do poziomu, ktory
w okreslonych warunkach nie stanowi zagrozenia dla
zdrowia czlowieka [1].

Podstawowym procesem w postepowaniu higie-
niczno-sanitarnym ze skazonym instrumentarium
medycznym, realizowanym w centralnej sterylizatorni,
jest oczyszczanie, czyli usuwanie zanieczyszczen natury
fizycznej, chemicznej i biologicznej, zakonczone reduk-
cja drobnoustrojow w procesie dezynfekcji. Prawidtowo
przeprowadzone oczyszczanie potaczone z dezynfekeja
koncowa, stanowi warunek wtasciwej czystosci mikro-
biologicznej tzw. ,,czystego wyrobu medycznego”. Proces
ten moze doprowadzi¢ do usunigcia 70-80% drobno-
ustrojow z powierzchni instrumentu [5].

6.1. Metody oczyszczania instrumentow
Oczyszczanie sprzetu jest pierwszym i najwazniej-
szym krokiem w procesie odkazania, gdyz nawet mikro-

skopijne pozostatosci materialu biologicznego moga sta-
nowi¢ przeszkode dla efektywnej sterylizacji. Do metod

Tabela I

Zalety i wady transportu instrumentéw na sucho i na mokro [5]

medyczny - zapobieganie zasychaniu krwi

Rodzaj
transportu Zalety Wady
Transport | - mycie mechaniczne - brak piany z powodu uzycia ~ skazenie (stanowi ryzyko szerzenia i przenoszenia sie
na sucho $rodkow dezynfekcyjnych lnfekCJl na personel)
- brak koagulacji krwi i bialek, brak konieczno$ci plukania - ryzyko Wystqpienia korozji) Jes’h czas oczekiwania jest
przed mechaniczng obrébka dhuzszy niz 6 godzin
- niskie koszty
- mniejsze zuzycie srodkow dezynfekcyjnych
przez szpital
- zmniejszenie zanieczyszczenia srodowiska naturalnego
- ochrona personelu
- ograniczony kontakt z preparatami dezynfekcyjnymi
- oszczedno$¢ czasu
Transport | - odkazanie w miejscu uzycia - koagulacja krwi i biatek
namokro | - zapobieganie przenoszeniu si¢ zakazen na personel - wysokie koszty

- duze zuzycie srodkéw dezynfekcyjnych

- kontakt personelu ze srodkami chemicznymi

- zanieczyszczenie srodowiska naturalnego

- koniecznos¢ dodatkowego plukania przed myciem
mechanicznym

- ryzyko tworzenia si¢ piany

- czas jaki trzeba dodatkowo po$wieci¢ na przygotowanie
$rodkow dezynfekcyjnych

- ucigzliwo$ci zwigzane z przygotowaniem roztworéow
roboczych

- ryzyko korozji z powodu braku pelnej kontroli nad
dozowaniem i przestrzeganiem czasu ekspozycji
i temperatury
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Kryteria skutecznosci procesu manualnego oczyszczania instrumentow [wg 5, 20]
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Tbela IT

Etap manualnego oczyszczania instrumentéw

Opis

Czyszczenie

miekkie szczotki

$ciereczki niepozostawiajace nitek

koncowki pistoletowe

Przecieranie elementéw optyki endoskopéw

wacik nasgczony alkoholem

Przecieranie zdemontowanych elementéw uktadéw z napedem

niepylaca $ciereczka nasaczona roztworem $rodka myjacego
i dezynfekcyjnego, nie stosowac kapieli zanurzeniowe;j

Ptukanie

woda biezaca

Usuwanie utrzymujacych sie zanieczyszczen

krew — nadtlenek wodoru

thuszcz - alkohol

pozostatosci kleju — benzyna lub eter

Skoagulowane ztogi nie dajace si¢ usuna¢

instrumenty wycofa¢ z uzycia

Ptukanie

woda demineralizowana (zapobiega tworzeniu si¢ plam)

oczyszczania, ktére mozemy zastosowaé w centralnych
sterylizatorniach, zalicza si¢ mycie reczne, zraszanie,
sptukiwanie, czyszczenie zanurzeniowe, czyszczenie
ultradzwiekami oraz mycie w automatycznych myj-
niach-dezynfektorach [5].

Skuteczno$¢ procesu manualnego oczyszczania
instrumentow zalezy od wielu czynnikéw (tabela II). Do
mycia manualnego nalezy stosowa¢ preparaty myjace
niepowodujace denaturacji biatka. Po dokladnym
oczyszczeniu instrumentu mozna przeprowadzi¢ jego
dezynfekcje. Kryteria skutecznosci procesu manualnej
dezynfekgji instrumentéw metoda zanurzeniowg przed-
stawione sg w tabeli I11.

Preferowang metodg oczyszczania jest mycie i dezyn-
fekcja maszynowa. Hermetyczno$¢ procesu zapewnia
bezpieczenstwo personelowi i srodowisku szpitalnemu.
Wazne jest respektowanie wskazoéwek producenta srodka
dezynfekujacego i myjacego co do jego stezenia, czasu
ekspozycji i temperatury dzialania oraz tolerancji
materialowej sprzetu. Istotne jest prawidlowe przygo-
towanie i ulozenie instrumentéw na tacach i w koszach
myjni-dezynfektora. Instrumenty o duzej powierzchni
nalezy utozy¢ tak, by nie zaslanialy i nie przeszkadzaly
w zmywaniu innych. Przyrzady przegubowe musza by¢
rozwarte, a instrumenty zlozone nalezy roztozy¢ na

czesci, zdjac uszczelnienia i otworzy¢ zawory. Konieczne
jest zapewnienie przeplywu roztworu myjacego przez
kanaly wewnetrzne instrumentu. Narzedzia delikatne
nalezy ulozy¢ tak, aby nie ulegty uszkodzeniu w trakcie
cyklu [4, 18, 20].

Kolejng metoda dekontaminacji stosowang w cen-
tralnych sterylizatorniach jest oczyszczanie w myjni
ultradzwickowej. Moze stanowi¢ ono etap procesu
dekontaminacji poprzedzajacy cykl czyszczenia w myj-
niach-dezynfektorach lub ostateczny proces mycia
i dezynfekcji poprzedzajacy sterylizacje. Aby optymal-
nie wykorzysta¢ skuteczno$¢ ultradzwiekow, nalezy
uwzglednic szereg czynnikow (tabela IV). Nalezy zazna-
czy¢, ze w kapieli ultradzwigkowej nie wolno czysci¢
czedci systemow chirurgicznych z napedem, ukladéw
optycznych, kamer i $wiattowodéw [5, 20].

6.2. Rodzaje i metody dezynfekcji

W cyklu reprocesowania instrumentéw medycznych
stosujemy — w zaleznosci od kompatybilnosci materia-
fowej - nastepujace rodzaje dezynfekeji: chemiczna,
termiczng i termiczno-chemiczng [9].

Dezynfekcja chemiczna znalazla szerokie zastosowa-
nie w praktyce medycznej. Metoda ta polega na zastoso-

Tabela III

Kryteria skutecznoéci procesu manualnej dezynfekcji instrumentéw metodg zanurzeniowg [wg 10, 20]

Czas i temperatura — przestrzeganie zalecen producenta

Whasciwe stezenie roztworu $rodka dezynfekcyjnego

Doktladne rozpuszczenie srodka dezynfekcyjnego w proszku

Wlaéciwa temperatura roztworu srodka dezynfekcyjnego

Wriasciwy czas ekspozycji instrumentu na roztwér $rodka dezynfekcyjnego

Tolerancja materialowa instrumentu

codziennie sprawdzona paskami testowymi

Roztwory robocze $rodka dezynfekcyjnego muszg by¢ §wiezo przygotowane lub ich aktywno$é¢

Instrument musi by¢ zdemontowany i catkowicie zanurzony

Nalezy usuna¢ pecherzyki powietrza z wewnetrznych $wiatel instrumentu
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Tabela IV

Czynniki warunkujace skutecznos¢ dezynfekeji sprzetu w myjniach ultradzwiekowych [wg 5, 20]

Myjnie musi by¢ napelniona do poziomu wskazanego przez producenta

Do wody nalezy doda¢ odpowiedni srodek myjacy lub myjaco-dezynfekujacy

Zwraca¢ uwage na korelacje stezenia, temperatury i czasu dziatania zastosowanego srodka dezynfekujacego

krwi na narzedziach)

Zaleca sie zastosowanie wody cieplej o temperaturze nie wyzszej niz 50°C (wyzsza temperatura moze prowadzi¢ do inkrustacji

Roztwor roboczy $rodka dezynfekcyjnego przed uzyciem powinien by¢ odgazowany

Instrumenty musza by¢ catkowicie zanurzone w roztworze §rodka dezynfekcyjnego

Instrumenty z przegubami muszg by¢ rozwarte

Kapiel nalezy przeprowadza¢ wylacznie w koszach niezaktdcajacych ultradzwigkéw (np. z drutu)

i nie tworzyly tzw. martwych stref

Instrumenty o duzych powierzchniach zaleca si¢ uklada¢ pionowo lub na innych narzedziach tak, aby nie ttumily ultradzwigkow

Kosze myjni nie mogg by¢ przetadowane

Roztwor roboczy nalezy wymieni¢ zgodnie z zaleceniami producenta, lecz nie rzadziej niz raz dziennie

Kapiel powinna trwaé okoto 3 minut przy czestotliwoéci ultradzwigkéw co najmniej 35 kHz

Po czyszczeniu instrumenty nalezy dokladnie wyptuka¢, najlepiej woda demineralizowana.

waniu roztworéw zwigzkow chemicznych dziatajacych
niszczgco na drobnoustroje (biobojczo) poprzez uszko-
dzenie lub denaturacje btony komdrkowej bakterii [5].

Dezynfekcja chemiczna stosowana jest w postaci
zanurzeniowej metody odkazania. Substancjami aktyw-
nymi w preparatach dezynfekcyjnych sa alkohole,
aktywny tlen, chlorowce, zwigzki jodu, czwartorze-
dowe zwigzki amoniowe, aldehydy (glutarowy, bursz-
tynowy, mréwkowy), pochodne fenolu i pochodne
biguanidyny. Preparaty te zawierajg czesto mieszanine
kilku zwigzkow, takich jak inhibitory korozji, olejki
eteryczne czy zwiazki obnizajace napigcie powierzch-
niowe. Dezynfekcja termiczna i termiczno-chemiczna
jest stosowana podczas oczyszczania w myjniach-dezyn-
fektorach. Profesjonalne myjnie-dezynfektory moga by¢
wykorzystane do dekontaminacji réznorodnego instru-
mentarium chirurgicznego - litych narzedzi chirurgicz-
nych, mikronarzedzi, narzedzi zawierajacych trudnodo-
stepne powierzchnie i kanaly, endoskopdw sztywnych
i optyk endoskopowych. Procesy mycia i dezynfekcji
odbywaja si¢ w szczelnie zamknietej komorze przez
wielokrotne spryskiwanie instrumentéw - najpierw
roztworem detergentu alkalicznego, a nastepnie roz-
tworem kwasnego neutralizatora. Oczyszczone instru-

menty poddawane sa dezynfekcji termicznej w tem-
peraturze 93-95°C przez 10 minut, z wykorzystaniem
goracej wody (wyroby termostabilne) lub dezynfekeji
termiczno-chemicznej w temperaturze 60-65°C przez
10 minut, z wykorzystaniem roztworu preparatu dezyn-
fekcyjnego, przeznaczonego do dezynfekeji maszynowej
(wyroby termolabilne) [18].

6.3. Kontrola procesu oczyszczania i dezynfekgji

Najbardziej znana i nadal najczesciej stosowang
metodg dezynfekcji sprzetu medycznego jest metoda
zanurzeniowa, ktéra wymaga bardzo dokladnego
oczyszczenia manualnego instrumentéw przed jej zasto-
sowaniem. Skutecznos¢ tej metody jest wigc uzalezniona
od czynnika ludzkiego, ktéry moze by¢ trudny do skon-
trolowania i zwalidowania. Norma PN EN ISO 15883
1-4, dotyczaca mycia i dezynfekeji sprzetu, wyraznie
wskazuje na stosowanie w procedurach dekontamina-
cyjnych wylacznie proceséw zautomatyzowanych [12,
14]. Od cztowieka mozemy w tym przypadku wymagaé
nadzoru przebiegu manualnych etapéw dekontaminacji
oraz ustawicznego szkolenia.

Tabela V

Testy kontrolujace skuteczno$¢ proceséw oczyszczania i dezynfekcji [wg 7, 8, 12]

Aparatura Rodzaj procesu Test Ocena skutecznosci
Myjnia ultradZzwigkowa | dzialanie ultradzwiekéw | kontrola kawitacyjna zmiana zabarwienia pod wplywem sity stymulacji
- test fiolkowy ultradzwigkow

zanieczyszczenia bialkowe | test chemiczny
- reakcja enzymatyczna

zmiana zabarwienia: wykrywanie obecnosci krwi
lub biatka (>0,1 pg)

Myjnie - dezynfektory | mycie

testy chemiczne

wykrywanie krwi, fibryny, polisacharydéw

dezynfekcja termiczna

test chemiczny

zmiana zabarwienia po osiggnieciu parametrow
dezynfekcji

test biologiczny

brak wzrostu E. faecium po inkubacji
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Obecnie na rynku dostepne sg testy kontrolujace
skuteczno$¢ zautomatyzowanych proceséw oczyszcza-
nia i dezynfekcji w aparaturze do tego przeznaczonej
(tabela V).

7. Suszenie

Kolejnym ogniwem tancucha czynnosci dekonta-
minacyjnych jest suszenie. W przypadku manualnego
przygotowania sprzetu musi ono nastgpi¢ natychmiast
po myciu i dezynfekeji instrumentéw w celu unikniecia
namnazania drobnoustrojow. Optymalna i zalecang do
tego celu metodg jest zastosowanie suchego sprezonego
powietrza. Stosujac automatyczny cykl mycia i dezyn-
fekeji suszenie powinno by¢ zapewnione w dziataniu
myjni-dezynfektora. Przebiega ono w temperaturze
60-100°C, w zalezno$ci od programu [1].

8. Podsumowanie

Dekontaminacja narzedzi i sprzetu medycznego to
praktyczne dzialania majace na celu redukcje liczby
drobnoustrojow do poziomu bezpiecznego dla pacjenta.
Cykl prawidfowo wykonywanych czynnosci dekontami-
nacyjnych jest zatem jednym z podstawowych elemen-
tow higieny szpitalnej, majacym na celu zapobieganie
i zwalczanie zakazen szpitalnych.

Ogniwa fancucha czynnosci dekontaminacyjnych
s3 mocno ze sobg polaczone, a jedno z nich stanowi
czynnik ludzki. Dzialania czlowieka na kazdym etapie
procesu warunkuja jego skutecznos¢.

W czeéci Il niniejszej pracy zawarto omdwienie
rodzajow opakowan i zasad pakowania instrumentdw,
zasad zaladunku komory sterylizatora, metod steryli-
zacji i kontroli jej skutecznosci, warunkow zwalniania
produktu koncowego, warunkdéw transportu do uzyt-
kownika oraz warunkéw przechowywania wyrobow ste-
rylnych, a takze problem zwigzany z reprocesowaniem
sprzetu jednorazowego uzytku.
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Medical instrument preparation for surgical procedures. Part II - sterilisation and reprocessing

Abstract: Sterilisation constitutes another step in the reprocessing cycle of medical instruments. It aims at killing all types of microorganisms
and spores. Preferably it should be performed by highly qualified personnel of the central sterilisation unit at the hospital.

This part of the paper covers drying, control and maintainance of medical instruments, packaging, methods of sterilisation and its
control, and releasing of sterile medical instruments. Problem of reprocessing of the single use devices is also discussed.

1. Introduction. 2. Inspection and maintenance of instruments. 3. Types of sterilisation packaging and principles of packing instruments
for sterilization. 4. Loading of the sterilisation chamber. 5. Sterilisation and its control. 6. Transport to the user. 7. Storage. 8. Reprocessing

of single use instruments. 9. Summary
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1. Wstep

W czeéci I opisano podziat instrumentéw medycz-
nych, czynniki wplywajace na efektywnos¢ procesu
dekontaminacji, zalety posiadania centralnej steryliza-
torni, cykl przygotowania narzedzi do uzycia, ich trans-
port od uzytkownika, a takze oczyszczanie i dezynfek-
cje sprzetu.

Omoéwione weze$niej procesy dekontaminacji sa nie-
zbednym warunkiem skutecznosci procesu sterylizacji
instrumentéw medycznych. Narzedzia chirurgiczne sa
tzw. przedmiotami wysokiego ryzyka transmisji zaka-
zenia, ktore ze wzgledu na kontakt z tkankami musza
by¢ sterylne. Odpowiedzialnos¢ za sterylno$¢ sprzetu
wielorazowego uzycia spoczywa na jednostce dokonuja-
cej cyklu czynnosci dekontaminacyjnych, zakonczonych
procesem sterylizacji. Zagadnienia dotyczace sterylizacji
wyrobow medycznych zostaly zawarte w normach EN
oraz ISO [3].

2. Kontrola i konserwacja narzedzi

Przed procesem sterylizacji narzedzia musza by¢
sprawdzone wizualnie pod katem czystosci i droznosci
ich $wiatel. Szczegdlna uwage nalezy zwrdci¢ na tzw.
miejsca krytyczne (np. rowki, zagbki w mechanizmach
automatycznych, uchwyty, szczeliny i przeguby). Nie-
doczyszczone lub niedrozne instrumenty muszg zo-
sta¢ ponownie poddane dekontaminacji i dezynfekcji,
z uwzglednieniem zalecen producenta [7].

Kolejnym etapem jest konserwacja narze¢dzi i spraw-
dzenie ich dziatania. Konserwacja zabezpiecza narzedzia
przed korozja przez stosowanie na przeguby, gwinty,
$ruby i plaszczyzny poslizgu srodkéw na bazie oleju
parafinowego, przepuszczajacych pare i biokompa
tybilnych (zgodnie z obowiazujaca farmakopea euro-
pejska). Funkcjonowanie narzedzi nalezy sprawdzié
zgodnie z odpowiednimi instrukcjami. Zdemonto-
wane instrumenty do chirurgii mikroinwazyjnej nalezy

* Autor korespondencyjny: Pracownia Epidemiologii Zakazen Szpitalnych, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski

Uniwersytet Medyczny, Warszawa
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skontrolowac po ich zmontowaniu, a w $wiattowodach
i endoskopach sztywnych oceni¢ jako$¢ wiokien [7].

Po wykonaniu czynnosci konserwujacych i spraw-
dzeniu dzialania instrumentéw zadaniem pracownikéw
jest ulozenie ich w zestawy zgodnie ze spisami narze-
dziowymi ustalonymi przez uzytkownikow.

3. Rodzaje opakowan sterylizacyjnych
i zasady pakowania narzedzi do sterylizacji

Instrumenty medyczne poddawane sterylizacji, wyma-
gajace czasowego przechowywania lub transportu,
muszg by¢ sterylizowane w odpowiednim opakowa-
niu. Zadaniem takiego opakowania jest zachowanie
sterylnosci jego zawartosci od momentu zakonczenia
procesu sterylizacji do chwili uzycia. Obecnie istnieje
znormalizowany system opakowan sterylizacyjnych,
ktory zapewnia wszystkie kryteria utrzymania steryl-
nosci wyrobu medycznego (PN EN 868). Dokument
ten naklada na producenta obowigzek wykazania przy-
datnosci opakowania do konkretnego zastosowania.
W tabeli I wymienione sg kryteria, jakie powinny spet-
nia¢ opakowania sterylizacyjne.

3.1. Rodzaje opakowan sterylizacyjnych

Mozliwos¢ wykorzystania danego opakowania do
okreslonej metody sterylizacji musi udokumentowaé
producent opakowania. Opakowania sterylizacyjne
dzielg si¢ na jednorazowe i wielorazowe, o réznym prze-
znaczeniu (tabela II).

Nie wolno stosowac¢ jako opakowan sterylizacyjnych
materialéw tekstylnych, papieru siarczynowego lub
puszek Schimmelbuscha, gdyz nie stanowig one bariery
dla drobnoustrojow [3, 8].

Zastosowanie wlasciwego, specjalistycznego opako-
wania do sterylizacji wyrobéw medycznych, daje gwa-
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rancje utrzymania sterylnosci przechowywanego w nim
jatowego wyrobu [8].

3.2. Zasady pakowania narzedzi do sterylizacji

Istotnym elementem zachowania jatowosci wystery-
lizowanych narzedzi jest wlasciwe zapakowanie ich tak,
by nie doszlto do uszkodzenia opakowania. Sposéb opa-
kowania musi takze zapewni¢ mozliwo$¢ aseptycznego
wyjecia zawartosci [3, 8]. Przygotowujac instrumenty
medyczne do zabiegdw chirurgicznych nalezy zastoso-
wa¢é system podwojnego pakowania, gdyz stanowi on
zabezpieczenie przed wtérng kontaminacja z zewngtrz-
nej warstwy opakowania. Zasady wtasciwego pakowania
narzedzi do sterylizacji przedstawione sa w tabeli III.

4. Zaladunek komory sterylizatora

W celu zapewnienia prawidlowej penetracji czyn-
nika sterylizujgcego i w nastepstwie osiggniecie zakla-
danego efektu procesu, nalezy pamigta¢ o waznych
zasadach obowigzujacych podczas zaladunku komory
sterylizatora.

Ciezkie, fatwiej kondensujace wode materialy nalezy
uklada¢ na dole komory, lekkie natomiast na gorze,
aby uchroni¢ je przed zamoczeniem woda kondensa-
cyjna. Minimalne wypelnienie komory nie powinno
by¢ mniejsze niz 1/6 jej objetosci, gdyz resztki powie-
trza koncentruja si¢ wokot matego fadunku, co moze
stanowi¢ przeszkode dla przenikania pary i przyczyne
nieprawidlowej sterylizacji. Material w opakowaniach
papierowo-foliowych nalezy uktada¢ wedlug schematu:
folia na folig, papier na papier, poniewaz przenikanie
pary i powietrza zachodzi wylacznie przez powierzchnie
papierowy. Kosze nie moga by¢ wypelnione zbyt szczel-
nie lub zbyt luzno (pomiedzy pakiety powinno by¢ moz-
liwe wloZenie wyprostowanej reki). Sterylizowane mate-

Tabela I

Cechy opakowania sterylizacyjnego [10]

- dobre przenikanie czynnika sterylizujacego do wnetrza opakowania

odpornos¢ na uszkodzenie podczas procesu sterylizacji

- zapewnienie szczelnego, trwalego zamknigcia zawartosci oraz bezpiecznego wyjecia jej do ponownego uzycia

- barierowos¢ dla drobnoustrojéw oraz niepozadanych substancji typu klej, tusz z nadruku czy testu chemicznego

Tabela II

Zastosowanie opakowan sterylizacyjnych [10]

Rodzaj opakowania sterylizacyjnego

Zastosowanie

Jednorazowe opakowania papierowe

sterylizacja parg wodng w nadci$nieniu lub tlenkiem etylenu

Opakowania papierowo-foliowe (folia poliestrowa/polipropylenowa)

sterylizacja para wodna w nadci$nieniu, formaldehydem
lub tlenkiem etylenu

Opakowania typu TYVEK (folia poliestrowa/polipropylenowa)

sterylizacja plazma, tlenkiem etylenu lub formaldehydem

Pojemniki sterylizacyjne wielorazowego uzytku

sterylizacja para wodna w nadci$nieniu
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Tabela III

Zasady pakowania narzedzi do sterylizacji [1]

Rodzaj opakowania
sterylizacyjnego

Zasady pakowania narzedzi

Jednorazowe opakowania
sterylizacyjne

torebki nalezy wypelni¢ tylko do 3/4 objgtosci w celu umozliwienia prawidtowego wykonania
zgrzewu i zminimalizowania ryzyka pekniecia opakowania

miedzy zgrzewem a sterylizowanym sprzetem powinna by¢ zachowana odleglto$¢ 30 mm

ostre krawedzie nalezy zabezpieczy¢, aby unikng¢ uszkodzenia opakowania

material opakowaniowy nie moze by¢ utozony zbyt luzno, ani by¢ zbyt naciagniety, aby nie wplywat
na zmiany ci$nienia podczas sterylizacji

Wielowarstwowe opakowania
papierowo-foliowe

sprzet nalezy ukladac tak, aby strona papierowa stykata sie ze strong papierowa, gdyz penetracja
czynnika sterylizujgcego i wymiana powietrza moze zachodzi¢ wylacznie przez papier

na zewnatrz opakowan umiesci¢ wskaznik procesu (odpowiedni do metody sterylizacji)

Pojemniki sterylizacyjne

przed uzyciem pojemnik umy¢ i zdezynfekowaé

wielorazowego uzytku

dba¢ o wymiane filtra zgodnie z instrukcja producenta

instrumenty nalezy umieszczac na tacach narzedziowych owinietych w materiat opakowaniowy
(material opakowaniowy i pojemnik stanowia podwodjne opakowanie sprzetu sterylnego)

otwarciem go (np. plomba)

pokrywe pojemnika nalezy zamknac¢ i zabezpieczy¢ systemem chronigcym przed przypadkowym

na opakowaniu nalezy umiesci¢ etykiete z informacja o zawartosci opakowania, kod osoby pakujacej,
date sterylizacji i date przydatnosci do uzycia oraz parametry sterylizacji

rialy nie moga dotyka¢ $ciany sterylizatora, a pojemniki,
miski i butelki muszg by¢ ustawione wlotem ku dotowi.
Komora nie moze by¢ przeladowana — nalezy przestrze-
ga¢ wytycznych producenta dotyczacych maksymalnej
wielkoéci wsadu [3, 6, 8].

5. Sterylizacja

Sterylizacja jest procesem majacym na celu zabicie
wszystkich drobnoustrojoéw i przetrwalnikéw bakteryj-
nych oraz stanowi kolejny etap reprocesowania instru-
mentéw medycznych. Jej celem jest osiagniecie efektu
SAL 10°°. Wartos¢ SAL 107°(SAL - Sterility Assurance
Level) jest to gwarantowany poziom sterylnosci ozna-
czajacy w praktyce mozliwo$¢ przezycia w wysteryli-
zowanym pakiecie jednego drobnoustroju na milion
[1,7,12, 17].

Doboér metody i parametréw sterylizacji powinien
by¢ okreslony przez producenta sprz¢tu medycznego.
Istotna jest dobra penetracja czynnika sterylizujgcego,
szybki czas dzialania, niezawodno$¢, brak toksycznosci
dla czlowieka i srodowiska oraz niska cena i tania eks-
ploatacja. Proces ten nie moze uszkadza¢ ani zmienia¢
wlasciwosci sterylizowanego materiatu [3, 6].

5.1. Metody sterylizacji

Metody sterylizacji mozna podzieli¢ na wysoko-
i niskotemperaturowe. Do metod wysokotemperaturo-
wych zalicza sie sterylizacj¢ para wodna pod cisnieniem
oraz sterylizacj¢ suchym goragcym powietrzem. Najczes-
ciej stosowane metody sterylizacji niskotemperaturo-

wej to zastosowanie tlenku etylenu, formaldehydu lub
plazmy gazu. Mniej popularne sposoby to sterylizacja
w cieklym kwasie nadoctowym, ozonem lub za pomoca
promieniowania jonizujacego [3, 5, 6].

W praktyce szpitalnej najczesciej stosowang metoda
jest sterylizacja parg wodna pod ci$nieniem. Czynnikiem
sterylizujacym jest nasycona para wodna w ci$nieniu
wyzszym od atmosferycznego. Jest to metoda, szybka,
nietoksyczna i ekonomiczna, totez powinna by¢ stoso-
wana zawsze, gdy tylko to jest mozliwe. Powszechnie
stosuje sie dwa sposoby sterylizacji parowej: sterylizacje
w temperaturze 134°C w nadci$nieniu 2 atmosfer w cza-
sie 3,5-7 minut oraz 121°C w nadci$nieniu 1 atmosfery
w czasie 15-20 minut. Metoda ta ma zastosowanie do
wyjatawiania instrumentéw medycznych odpornych na
wysoka temperature.

Sterylizacja suchym goracym powietrzem ma zasto-
sowanie do wyjalawiania masci, pudréw, szkta laborato-
ryjnego oraz roztworow oleistych. Nalezy podkresli¢, ze
ta metoda nie moze by¢ stosowana do sterylizacji instru-
mentarium medycznego. Czynnikiem sterylizujagcym
jest tu powietrze o temperaturze 160-200°C w czasie
30-150 minut [16].

Sterylizacja niskotemperaturowa tlenkiem etylenu
stuzy do wyjalawiania sprzetu termolabilnego nieza-
wierajacego elementéw gumowych. Czynnikiem ste-
rylizujacym jest tlenek etylenu czysty lub zmieszany
z hydroksyfreonem badz z dwutlenkiem wegla. Ste-
rylizacja przebiega w temperaturze 30-65°C, w czasie
2-5 godzin. Jest to metoda nieprzyjazna dla $rodowi-
ska, kosztowna oraz czasochlonna [3]. Tlenek etylenu
jest toksyczny, a podczas ekspozycji narzedzi dochodzi



318

do adsorbcji gazu na powierzchni instrumentu, dla-
tego przed uzyciem u pacjenta konieczna jest degaza-
cja wysterylizowanego sprzetu. Dotad trwalo to okoto
7 dni, lecz aktualnie dostepne sg sterylizatory, w ktérych
mozliwa jest szybka, aktywna degazacja.

Sterylizacja formaldehydem stosowana jest do
sprzetu wrazliwego na wysoka temperature. Przebiega
w temperaturze 48-70°C. Formaldehyd jest gazem
niepalnym, niewybuchowym, wyczuwalnym w steze-
niu nietoksycznym. Posiada stabsze niz tlenek etylenu
wlasciwosci penetrujace, dlatego sterylizacja sprzetu
o waskich, diugich $wiatlach jest utrudniona. Przed-
mioty z gumy, celulozy lub poliuretanu powinny by¢
poddane degazacji [3, 6].

Sterylizacja plazmowa polega na poddawaniu sprzetu
dzialaniu nadtlenku wodoru (gaz), z ktérego pod wpty-
wem pola elektrycznego wytwarzana jest plazma. Do
jej wytworzenia stosowany jest najczesciej 50-55%
nadtlenek wodoru. Sterylizacja zachodzi w tempera-
turze 40-60°C, w czasie 45-75 minut. Ta metoda nie
mozna sterylizowac sprzetu z dtugimi, waskimi, slepo
zakonczonymi kanatami, jak réwniez stosowac opako-
wan zawierajacych celuloze [3]. Jest to metoda przyjazna
dla $rodowiska, jednak sprzet do sterylizacji plazmowej
jest drogi w eksploatacji.

Sterylizacja w ciektym kwasie nadoctowym jest pro-
cesem niskotemperaturowym i przebiega w temperaturze
50-55°C w specjalnych sterylizatorach. Caty cykl trwa
30 minut. Metoda polega na poddaniu dzialaniu kwasu
nadoctowego instrumentdw termolabilnych, odpornych
na zanurzenie. Kwas nadoctowy stuzy do szybkiej stery-
lizacji instrumentu bezposrednio przed uzyciem, gdyz
sprzet poddawany tego rodzaju procesowi jest nieopako-
wany, w zwigzku z czym wyjety sprzet musi by¢ natych-
miast uzyty do zabiegéw czy badan diagnostycznych. Ten
rodzaj sterylizacji moze by¢ stosowany w warunkach sali
operacyjnej czy gabinetu zabiegowego [6].

Sterylizacja za pomocg promieniowania jonizuja-
cego polega na naswietlaniu sprzetu duzymi dawkami
promieni gamma. Ze wzgledu na konieczno$¢ ochrony
radiologicznej i wysokie koszty, metoda ta jest stoso-
wana przede wszystkim przez producentéw do wyjata-
wiania sprzetu jednorazowego uzytku [6].

5.2. Kontrola sterylizacji

Proces sterylizacji jest zespolem czynnosci, w wyniku
ktérych zostaje wytworzony wyréb jalowy. Kontrola
procesu stanowi udokumentowanie jego jakos$ci poprzez
sprawdzenie parametréw. Metody kontroli procesu ste-
rylizacji dzielg sie na fizyczne, chemiczne i biologiczne.

Wikazniki fizyczne to wszystkie przyrzady pomia-
rowe, w ktdre sterylizator zostal wyposazony przez pro-
ducenta. Dzigki nim mozemy kontrolowa¢ temperature,
ci$nienie i czas trwania procesu. Kazdy cykl powinien
by¢ kontrolowany w ten sposob, a parametry zapisane
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przez rejestrator zintegrowany z urzadzeniem stanowig
dokument sprawnosci sterylizatora. Stwierdzenie nie-
prawidlowosci w zapisie parametréow oznacza, ze ste-
rylizator nalezy uznac za niesprawny i wylgczy¢ z eks-
ploatacji 8].

Wskazniki chemiczne dostarczajg informacji na
temat warunkow w komorze sterylizatora, sygnalizujac
tym samym potencjalne bledy. Zgodnie z miedzynaro-
dowa norma ISO 11140-1 wskazniki zostaty podzielone
na klasy (tabela IV).

Wskazniki biologiczne stanowig przetrwalniki bak-
teryjne o duzej opornosci na czynnik sterylizujacy. Dla
sterylizacji parg wodng stosuje si¢ spory Geobacillus ste-
arothermophilus, dla sterylizacji tlenkiem etylenu - spory
Bacillus subtilis, a dla sterylizacji formaldehydem - spory
obu gatunkdéw. Dostepne na rynku wskazniki biologiczne
majg najczesciej postaé krazkéw bibulowych nasaczo-
nych zawiesing przetrwalnikéw lub testow fiolkowych
(inkubowane odpowiednio 7 lub 2 dni). Kontrole biolo-
giczna nalezy wykonywa¢ nie rzadziej niz raz w miesigcu,
a takze kazdorazowo po naprawie sterylizatora oraz
stwierdzeniu nieprawidlowos$ci za pomocg wskaznikow
chemicznych. W przypadku sterylizacji tlenkiem etylenu
czy formaldehydem, kazdy cykl sterylizacji nalezy kon-
trolowac wskaznikami biologicznymi [1, 6, 16].

5.3. Zwalnianie produktu sterylnego

Po zakonczeniu procesu sterylizacji pakiety wyjete
z komory sterylizatora powinny by¢ bardzo dokladnie
sprawdzone pod wzgledem ich szczelnosci i oczekiwa-
nej zmiany barwy testéw kontrolnych, np. testu kontroli
wsadu, wskazujac na prawidiowa ekspozycje pakietu na
czynnik sterylizujacy. Pakiety powinny by¢ poddane
procesowi powolnego schlodzenia, podczas ktérego
powinno nastgpi¢ odparowanie resztek wilgoci po ste-
rylizacji. Analiza zarejestrowanych pomiardéw tempera-
tury, czasu ekspozycji i ci$nienia podczas cyklu, wynik
kontroli chemicznej oraz kontroli biologicznej stanowia
podstawe do stwierdzenia prawdopodobienstwa uzyska-
nia zalozonego efektu sterylnosci SAL 10°°. Prawidlowe
wyniki calego systemu kontroli stanowig podstawe do
zwolnienia produktu sterylnego do uzycia [3].

Zachowanie jalowosci do momentu uzycia zalezy
jednak nie tylko od prawidlowego przebiegu procesu
sterylizacji. Dalsze czynniki warunkujace jalowos¢
pakietu to transport, odpowiednie przechowywanie
i prawidlowe uzycie [2].

5.4. Organizacja procesow sterylizacji w szpitalu

Optymalnym i zalecanym miejscem przeprowadzania
sterylizacji sprzetu jest centralna sterylizatornia sktada-
jaca sie z trzech stref — brudnej, czystej i sterylnej. Kazda ze
stref posiada r6zne wymagania pod wzgledem czystosci
mikrobiologicznej i stuzy do realizacji innych zadan.
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Tabela IV

Wskazniki chemiczne stosowane w kontroli procesu sterylizacji [na podstawie 8]

Klasa Rodzaj

Opis

I Przeznaczone sg do odrdznienia
pakietéw poddanych sterylizacji

Sa to etykiety, tasmy, nadruki na opakowaniach, zmieniajace barwe pod wplywem
temperatury lub czynnika sterylizujacego.

od oczekujacych na sterylizacje

Nie $wiadczg o jako$ci procesu.

arkuszy testowych umieszczanych | powietrza.

II Testy typu Bowiego-Dicka w formie | Testy te kontroluja sprawno$¢ sterylizatora (jakos¢ i penetracja pary) oraz usuwanie

w stosie serwet ptociennych, gotowe

Stosowane sg w urzadzeniach z proznia wstepna.

pakiety jednorazowe symulujace
pakiet wykonany z serwet

Pozytywny wynik $wiadczy o sprawnosci sterylizatora.

Kazde urzadzenie codziennie przed dopuszczeniem do eksploatacji powinno by¢ skon-
trolowane testem Bowiego-Dicka, a wynik testu dolaczony do dokumentacji procesu.

Testy stosowane w urzgdzeniach testowych rurowych symulacyjnych PCD
(ang. Process Challenge Devices)

Stuzg do stworzenia najtrudniejszych warunkéw penetracji czynnika sterylizujacego.

i sposobie zwiniecia.

Skladaja si¢ z kapsuly na wskaznik chemiczny oraz rurki o réznej §rednicy, dlugosci

Zmiana barwy wskaznika $wiadczy, iz czynnik sterylizujacy oddzialywat na test.

Oznacza to, ze prawdopodobienstwo penetracji czynnika w sterylizowany material jest
bardzo duze, a skutecznos¢ procesu prawidlowa.

III | Wskazniki jednoparametrowe

Wskazniki reagujace na jeden wybrany parametr procesu.

Zmiana koloru wskaznika nie jest dowodem skutecznosci sterylizacji.

IV | Wskazniki wieloparametrowe

Reaguja na dwa parametry, np. czas i temperatura w przypadku pary wodne;j.

Osiggniecie wymaganych wartosci dwoch parametréw powoduje zmiane zabarwienia
wskaznika — dowdd skutecznosci.

V | Wskazniki zintegrowane

Reaguja po osiggnieciu wszystkich parametréw krytycznych dla okreslonego procesu
np. parg wodna, czy tlenkiem etylenu.

Sa to wartosci wymagane do zabicia drobnoustrojow testowych.

Zmiana barwy odczynnika nastgpuje w czasie, w jakim ulega inaktywacji 90% mikro-
organizméw wskaznika biologicznego.

biologicznym.

Prawidtowy wynik oznacza podobny poziom bezpieczenstwa jak przy wskazniku

VI | Wskazniki emulacyjne
procesu.

Wskazniki, ktére rowniez reaguja po osiagnieciu wszystkich parametréw krytycznych

Sa zaprojektowane dla okreslonych warunkéw cyklu, np. 134°C - 5 minut,
121°C - 15 minut czy 134°C -7 minut oraz majg mniejsze niz wskaznik klasy V
zakresy tolerancji dla poszczegoélnych parametréw krytycznych procesu.

W strefie brudnej materialy skazone sg przyjmowane
i oczyszczane, w czystej — pielegnowane, kontrolowane,
kompletowane, pakietowane i umieszczane w komorze
sterylizatora, natomiast strefa sterylna umozliwia bez-
pieczne wytadowanie jalowego sprzetu, kontrole pro-
cesu sterylizacji, magazynowanie i ekspedycje materia-
tow sterylnych. Strefy powinny by¢ oddzielone §luzami
umywalkowo-fartuchowymi, w ktérych pracownik
ma mozliwo$¢ zmiany odziezy i obuwia oraz umycia
i dezynfekeji rak. Trojstrefowos¢ sterylizatorni, obec-
no$¢ $luz i stosowanie przelotowych urzadzen do reali-
zacji ustugi dekontaminacji stanowig logistyczny system
barier epidemiologicznych, majacy na celu jeden kieru-
nek przeptywu instrumentdw w procesie reprocesowa-
nia. Kazdy krok wstecz stanowi zagrozenie dla efektu
koncowego SAL 10 [1, 7, 12, 17].

Wiszystkie czynnosci w ciagu technologicznym deko-
ntaminacji instrumentarium medycznego wymagaja
szerokiego zasobu wiedzy dotyczacej zasad postgpo-
wania, niebezpieczenstw i zagrozen. Dostep do takiej
wiedzy zwigzanej z technologia dekontaminacji jest
jednak wciaz bardzo ograniczony. Nie ma tez wymogu
prawnego jednorodnego systemu ksztalcenia dla oséb
zajmujacych si¢ dezynfekeja i sterylizacjg medyczna.

6. Transport do uzytkownika

Transport wyrobow sterylnych powinien odbywac
sie czystymi wydzielonymi ciggami komunikacyjnymi
w specjalnych wozkach transportowych. Pakiety sterylne
powinny by¢ umieszczone w dodatkowych opakowa-
niach transportowych, np. w sztywnych pojemnikach
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z pokrywa. Podczas transportu nalezy zachowac ostroz-
no$¢, by nie spowodowaé mechanicznych uszkodzen
jednorazowych opakowan [6].

7. Warunki przechowywania wyrobéw sterylnych

Utrzymanie sterylnosci zawartosci pakietu zalezy
w duzym stopniu od sposobu przechowywania. Powierz-
chnie w magazynie sprzetu sterylnego powinny by¢
czyste i fatwe do dezynfekcji, wolne od insektow [6, 8].
Temperatura powietrza powinna oscylowaé w zakre-
sie 15-25°C, a wilgotno$¢ 40-60%. Materialy sterylne
nalezy przechowywac w szafach i chroni¢ przed wilgo-
cia, wodg rozpryskowas, a takze kontaktem ze srodkami
dezynfekcyjnymi.

Sposéb magazynowania pakietu sterylnego deter-
minuje okres jego przydatnosci do uzycia. Okres prze-
chowywania w przytoczonych wyzej warunkach wynosi
dla podwdjnego opakowania papierowego — 1 miesiac,
a w przypadku opakowania papierowo-foliowego — p6t
roku. Przy ztych warunkach przechowywania okresy te
nalezy skrocic [6].

8. Reprocesowanie sprzetu jednorazowego uzytku

Reprocesowanie jest to ciag technologiczny obejmu-
jacy szereg czynnosci, ktére nalezy wykona¢, aby zanie-
czyszczone w trakcie zabiegu narzedzia nadawaly si¢ do
ponownego uzycia. Gléwne etapy reprocesowania to:
oczyszczanie, dezynfekcja, plukanie, suszenie, kontrola
funkcjonalnosci, konserwacja, pakowanie, steryliza-
cja oraz weryfikacja jakosciowa wyrobu medycznego
i wykonanie testow funkcyjnych pozwalajacych na prze-
kazanie uzytkownikowi wyrobu sterylnego, z zachowa-
niem jego petnej sprawnosci funkcjonalnej [1].

Reprocesowanie narzedzi moze by¢ sposobem ma
zmniejszenie wydatkow szpitali. Jednoczesnie nalezy
mie¢ $wiadomos$¢ zagrozen wynikajacych ze stosowa-
nia wyrobu reprocesowanego - jezeli wyrdb nie moze
zosta¢ prawidlowo zdekontaminowany, jego sterylizacja
bedzie nieskuteczna [4].

W Stanach Zjednoczonych w 2000 r. przyjeto doku-
menty rekomendowane przez FDA (Food and Drug
Administration), dotyczace reprocesowania i ponow-
nego uzycia wyrobéw medycznych jednorazowego
uzytku. Wg FDA szpital, ktéry zamierza stosowac
samodzielnie reprocesowanie, musi mie¢ zwalidowany
proces sterylizacji (w odniesieniu do kazdego reproce-
sowanego wyrobu jednorazowego uzytku), rutynowy
monitoring procesu sterylizacji oraz schemat techno-
logiczny zapewniajacy, Ze jedynie wyrédb sterylny moze
zosta¢ przekazany uzytkownikowi [9]. Ponadto repro-
cesor jest odpowiedzialny za produkt (tak jak pierwotny
wytworca do chwili pierwszego uzytku). W dokumen-
tach FDA podano wykaz wyrobéw medycznych, ktore
moga by¢ reprocesowane. Kazdy nowy produkt zanim
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zostanie umieszczony na tej liscie wymaga zgody FDA.
Ponadto, FDA prowadzi kwalifikacje sprz¢tu do grupy
kilkukrotnego uzycia oraz wskazuje ile razy ten jedno-
razowy wyrob moze by¢ sterylizowany [4].

W Unii Europejskiej do 2007 roku obowigzywala
Dyrektywa EN 93/42, ktéra nie rozgraniczata wyrobow
na jedno- i wielorazowego uzytku, nie istnial réwniez
unijny przepis zabraniajacy reprocesowania tzw. jedno-
razéwek. Nowa Dyrektywa 90/385/EWG zaleca, aby
jednorazowe wyroby medyczne posiadaly informacje, ze
sg przeznaczone do jednorazowego uzytku. Natomiast
w Dyrektywie 2007/47/WE zdefiniowano wyréb jedno-
razowego uzytku jako wyrdb przeznaczony do uzytku
tylko jeden raz u jednego pacjenta, okreslono, ze wskaza-
nie o przeznaczeniu do jednorazowego uzycia jest spdjne
we wszystkich krajach Unii Europejskiej oraz natozono
na wytworce obowigzek oznaczenia wyrobu medycznego
jednorazowego uzytku w jednoznaczny i widoczny spo-
sOb oraz zamieszczenie w instrukcji uzytkowania wszyst-
kich znanych mu informacji na temat wlasciwosci i czyn-
nikéw technicznych, ktére moglyby stwarzaé ryzyko
w przypadku powtdrnego uzycia [15, 16].

W 2010 roku SCENIHR (Scientific Committee on
Emerging and Newly Identified Health Risks) w Par-
lamencie Europejskim opublikowal sprawozdanie na
temat bezpieczenstwa poddanych reprocesowaniu
wyrobow medycznych jednorazowego uzytku. Komitet
wskazywal na trzy podstawowe zagrozenia zwigzane
z nieusunietym skazeniem, obecno$cig pozostatosci
substancji chemicznych uzytych podczas dekontami-
nacji oraz zmiany sprawnosci funkcjonowania jedno-
razowego wyrobu medycznego [16]. Wszystkie czyn-
nosci wykonywane w trakcie reprocesowania wyrobow
medycznych jednorazowego uzytku, stwarzajg zagro-
zenie dla pacjentéw i personelu zwigzane z utrzymy-
waniem si¢ skazenia biologicznego. Zagrozenie wzra-
sta, gdy jednorazowe wyroby medyczne s3 stosowane
w procedurach wysokiego ryzyka, czyli podczas wyko-
nywania zabiegéw przebiegajacych z naruszeniem ciag-
tosci tkanek [16]. Odpowiedzialno$¢ za uzycie wyrobu
medycznego niezgodnie z przeznaczeniem i narazenie
pacjenta na ryzyko bledu medycznego ponosi personel
medyczny. Dyrektywa 93/42/WE naklada na producenta
obowigzek powiadomienia uzytkownika o wszystkich
znanych wytworcy wlasciwosdciach i czynnikach tech-
nicznych, ktére moga stwarza¢ ryzyko w przypadku
ponownego uzycia wyrobu [16].

W Unii Europejskiej sytuacja prawna reprocesowania
sprzetu jednorazowego uzytku w panstwach czlonkow-
skich jest obecnie bardzo zréznicowana, (Tabela V) [11].

Wedlug ustawy o wyrobach medycznych z dnia
20 maja 2010r. w Polsce [14] ,zabrania si¢ wprowa-
dzania do obrotu, wprowadzania do uzywania, dystry-
buowania, dostarczania, udostepniania, instalowania,
uruchamiania i uzywania wyroboéw, dla ktérych uply-
nat termin waznosci lub zostal przekroczony czas lub



PRZYGOTOWANIE INSTRUMENTARIUM MEDYCZNEGO DO ZABIEGOW CHIRURGICZNYCH - CZESC II 321

Tabela V

Sytuacja prawna w wybranych krajach europejskich [na podstawie 11, 14]

Kraje

Sytuacja prawna

Szwecja
normami

Belgia, Dania, Holandia, Niemcy, Polska, Stowacja, | reprocesowanie jest regulowane prawnie lub zaakceptowane, jesli s3 stosowane
i przestrzegane przez reprocesoréw zwalidowane procedury zgodnie z wysokimi

Cypr, Estonia, Grecja, Litwa, Lotwa, Malta, Wegry

nie ma przepiséw i reprocesowanie odbywa si¢ bez norm jakosci

Austria , Czechy, Francja, Hiszpania, Irlandia,
Portugalia, Wielka Brytania, Wlochy

nie jest zalecane i odbywa si¢ bez norm jakosci

krotnos¢ bezpiecznego uzytkowania, okreslone przez
wytworce”. Wedlug Stowarzyszenia Higieny Lecznictwa
i Stowarzyszenia Kierownikéw Centralnej Sterylizacji
decyzja o ponownej sterylizacji sprzetu jednorazowego
uzytku musi podjeta przez komisje ztozong z kompetent-
nych oséb jedynie w przypadku konkretnej sytuacji lub
warunkow, np. zagrozenia zycia pacjenta, a resterylizo-
wany sprzet i stosowane metody muszg spetniac szereg
wymogow [14]. W sytuacji, gdy jednorazowy wyréb ma
by¢ reprocesowany i ponownie wprowadzony do obrotu
lub uzywania, musi przej$¢ procedure rejestracyjng.

W 2011 r. ukazalo sie Rozporzadzenie Ministra Zdro-
wia [13] w sprawie wymagan zasadniczych oraz proce-
dur oceny zgodno$ci wyrobéw medycznych, ktore takze
definiuje wyréb jednorazowego uzytku jako ,wyrdéb
medyczny przeznaczony do uzycia tylko raz u jednego
pacjenta”. Nalezy podkresli¢, ze odpowiedzialno$¢ za
uzycie jednorazowego sprzetu, ktory zostal powtdrnie
wysterylizowany, spoczywa na szpitalu lub jednostce
ochrony zdrowia, w ktorej go uzyto.

9. Podsumowanie

Przygotowanie instrumentarium medycznego do
zabiegdw chirurgicznych jest procesem zlozonym, zalez-
nym od czlowieka, jego wiedzy zawodowej, szkolen,
a nawet cech osobowos$ciowych. Wszystko to ma wptyw
na efekt koncowy w postaci sterylnych, gotowych do uzy-
cia instrumentéw, bezpiecznych dla pacjenta i pracowni-
koéw, dlatego konieczne jest ciggle szkolenie pracownikow
sterylizatorni. Kazdy pracownik uczestniczacy w repro-
cesowaniu instrumentarium medycznego musi pamigtaé
o aktualizacji wiedzy zawodowej poprzez uczestnictwo
w dostepnych formach szkolen zawodowych.
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1. Wprowadzenie. 2. Typowanie bakteriofagowe. 3. Schematy typowania bakteriofagowego pateczek Salmonella. 4. Typy bakteriofagowe
Salmonella Enteritidis wystepujace w Polsce. 5. Podsumowanie

Phage typing in the diagnostic of Salmonella Enteritidis occurring in Poland

Abstract: Phage typing has a long history with regard to the differentiation of Salmonella serovars of human and animal origin. This
method provides the fast and cheap characterization of frequent serovars on the sub-serovar level and is especially useful for primary
epidemiological analysis before investigation by other, more expensive molecular techniques. Since the discovery of bacteriophages
many different Salmonella typing schemes have been developed. More than one typing scheme may have been developed for a serovar.
Several phage-typing schemes have been published for Salmonella Enteritidis. The most widely used is that of Ward et al. In Poland
a different typing scheme is used — the Lalko et al. scheme. It employs eight typing phages for differentiation more than 20 phage types.
Basing on the results of Salmonella Enteritidis phage typing, which has been conducted in Poland for many years, it can be noted that
Salmonella Enteritidis infections reported in our country during the last fifty years were associated with two serious epidemics. Among
the strains isolated during the first epidemic, phage types 2, 5, 7, 8 and 12 were predominant and the great majority of the strains were
represented by types 8 and 5. Phage types 1, 6 and 7 were found to be dominated during 27 years of the second Salmonella Enteritidis
epidemic in Poland. The strains of type 7 were the most numerous ones. The results of phage typing indicate that sources of infections of
these two Salmonella Enteritidis epidemics are quite different. However, a relationship between them exists: Salmonella Enteritidis type 7
organisms occur in both. During the first epidemic they were isolated in a relatively small percentage and only from humans. The great
majority of sources of Salmonella Enteritidis infections associated with the second epidemic were dominated by them. They were also
prevalent in human isolates. Generally, during the last 27 years, no significant changes in the distribution of Salmonella Enteritidis phage
types in Poland have been observed. Although, it is noteworthy that except the same, permanent phage types continuously existing in the
environment, the new types start to appear. They can suggest an appearance of new sources of Salmonella Enteritidis infections, unknown
yet in our country, which is very possible as a result of effective elimination of currently existing ones.

1. Introduction. 2. Phage typing. 3. Salmonella phage typing schemes. 4. Salmonella Enteritidis phage types occurring in Poland.
5. Summary

Stowa kluczowe: bakteriofagi, Salmonella, Salmonella Enteritidis, typowanie bakteriofagowe, typy bakteriofagowe
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1. Wprowadzenie

Niebezpieczenstwo wynikajace ze zwiekszonej inwa-
zyjnosci niektérych serowaréw Salmonella stalo sig
problemem na skale swiatowg — przykladem moze by¢
Salmonella Enteritidis. Notuje si¢ takze wzrost zatrué
pokarmowych spowodowanych innymi serowarami
Salmonella, ktére dawniej izolowano sporadycznie.
W zwigzku z tym, metody bardziej szczegélowego rézni-
cowania szczepow Salmonella, do ktérych zaliczana jest
réwniez metoda typowania bakteriofagowego, okazaly
sie niezwykle przydatne dla celéw praktycznych [31].
W przypadku epidemii, jak i sporadycznych zachoro-
wan spowodowanych tym patogenem, waznym staje si¢
wykrycie zrédla zakazenia. Ustalenie, czy dana grupa
pozornie pokrewnych przypadkow jest jednorodna,

czy powigzana z wiecej niz jednym zrédlem zakaze-
nia, moze sprawia¢ trudnosci. Wyniki badan uzyskane
za pomocg metod serologicznych sg niewystarczajace
dla identyfikacji Zrédta zakazenia. Typowanie bakte-
riofagowe umozliwia przeprowadzenie wnikliwych
obserwacji nad ustaleniem zwigzku pomiedzy zrédlem
zakazenia i przypadkiem chorobowym oraz podjecie
skutecznych srodkéow w zwalczaniu zrédel i drég sze-
rzenia si¢ zakazen. Celowo$¢ typowania bakteriofa-
gowego w dochodzeniach epidemiologicznych i epi-
zoocjologicznych uzasadnia réwniez fakt mozliwosci
$ledzenia typow bakteriofagowych i obserwacji zmian
zachodzacych w ich dystrybucji na danym obszarze
geograficznym, co pozwala na pelniejsze oszacowanie
sytuacji epidemiologicznej zwigzanej z wystepowa-
niem danego patogenu.

* Autor korespondencyjny: Krajowy Osrodek Salmonella, Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
80-227 Gdansk, ul. Do Studzienki 38; tel.: (58) 349 19 12; e-mail: bodeto@gumed.edu.p
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2. Typowanie bakteriofagowe

Najlepsze wyniki w rozpoznawaniu zarazka uzy-
skujemy stosujac metody kompleksowe [29]. Chociaz
roézne nowe metody typowania molekularnego szcze-
pow Salmonella wydaja si¢ by¢ przydatne w badaniach
epidemiologicznych [16, 30], ciagle jeszcze szczegdlne
ustugi epidemiologii oddaje lizotypia [28, 33, 37, 46-48].
Pozwala ona na wyrdznienie, w obrebie jednego sero-
waru, szeregu typow bakteriofagowych, réznigcych sie
miedzy sobg intensywnoscig lub brakiem wrazliwosci
na dzialanie pewnych bakteriofagéw uznanych za stan-
dardowe. Powtarzalnos¢ wynikow typowania fagowego
przy uzyciu specjalnie opracowanych schematow zostata
potwierdzona zaréwno przez uzyskiwanie jednakowych
wynikéw przy wielokrotnym typowaniu tych samych
szczepow, jak i przez okreslanie jednego typu fagowego
dla szczepéw pochodzacych z jednego ogniska epide-
micznego. Typowanie bakteriofagowe wedlug okreslo-
nych schematéw moze wiec by¢ nadal polecane jako
standardowa, szybka i tania metoda do prowadzenia
badan epidemiologicznych zakazen wywolanych przez
pateczki Salmonella. Rozne zestawy fagéw wykorzysty-
wane s3 do typowania réznych serowaréw. Typowanie
bakteriofagowe Salmonella przeprowadzane jest glow-
nie z zastosowaniem zestawow fagéw, mniej lub bardziej
specyficznych dla serowaru prezentowanego przez izo-
laty poddawane typowaniu.

3. Schematy typowania bakteriofagowego
paleczek Salmonella

Bakteriofagi wykorzystano po raz pierwszy do sub-
typowania bakterii Salmonella w latach trzydziestych
ubieglego wieku. Metoda typowania bakteriofagowego
i pierwszy schemat typowania bazujacy na fagach Vi
(Vi-phage typing system) zostal opracowany przez
Craigie i Yen'a dla szczepow Salmonella Typhi
posiadajacych antygen Vi [9, 10]. Stal si¢ on inspiracja
dla FelixXa i Callow do opracowania kolejnego
schematu typowania bakteriofagowego, tym razem
dla paleczek Salmonella Paratyphi B [19, 20]. Oba
schematy odegraly zasadniczg role w identyfikacji sta-
tych nosicieli paleczek Salmonella Typhi i Salmonella
Paratyphi B oraz skazonych produktéw spozywczych.
Badania prowadzone w latach 40-tych i 50-tych ubieg-
tego stulecia przez Felixa i Callow [7, 21], uzu-
pelnione badaniami Andersona i wsp. [1-4],
zaowocowaly nastepnym schematem typowania bak-
teriofagowego. Dotyczyl on réznicowania szczepow
Salmonella Typhimurium i poczatkowo umozliwial
wyroznienie 80 réznych typoéw fagowych. Obecnie sto-
sowany, rozszerzony zestaw skladajacy sie z 37 fagow
pozwala okresli¢ ponad 210 réznych typéw bakterio-
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fagowych (definitive phage type, DT) w obrebie sero-
waru Salmonella Typhimurium. Niemal réwnoczesnie
z Felixem i Callow prace nad typowaniem Sal-
monella Typhimurium podjal réwniez Lilleengen
[34]. Jego schemat wyrdzniat 24 typy bakteriofagowe,
w oparciu o reakcje z 12 fagami izolowanymi ze $cie-
kéw, nawozu oraz hodowli Salmonella Typhimurium.
Schemat Lilleengen’a zostal pdzniej rozszerzony przez
Kallings i wsp. [27] o 4 nowe typy fagowe. Opra-
cowano rowniez kilka schematéw typowania fagowego
pateczek Salmonella Enteritidis, spo$réd ktérych naj-
bardziej popularnym stal sie schemat zaproponowany
przez Ward i wsp.[48]. Pozwalal on na okrelenie
27 typéw fagowych przy pomocy zestawu 10 fagdw.
Znaczacy odsetek szczepdw reagujacych z fagami
Ward i wsp. w sposob uniemozliwiajacy okreslenie
typu fagowego oraz do$¢ duzy odsetek szczepow nie
reagujacych z fagami, wskazal na ograniczong przy-
datnos¢ tego schematu do badan epidemiologicznych
zakazen wywolanych tym serowarem w naszym kraju
[15]. Szczegdlowa ocena uzyteczno$ci schematu Ward
i wsp. oraz stosowanego w Polsce schematu Lalko
i wsp. do prowadzenia analizy epidemiologicznej Sal-
monella Enteritidis w Polsce zostala przedstawiona
przez Glosnicka i Dera-Tomaszewska
[24]. Stosowany obecnie, rozszerzony schemat Ward
i wsp., obejmuje juz 16 fagéw typujacych i umozliwia
rozpoznanie 77 réznych typow fagowych. Inni autorzy
komunikowali réwniez o sukcesach w opracowywaniu
kolejnych zestawéw preparatéw fagowych i schematow
typowania dla innych serowaréw Salmonella, gtéwnie
lokalnie stosowanych we wlasnych laboratoriach. Wiek-
szo$¢ z nich bazuje na fagach wirulentnych. Bardziej
szczegbdlowe dane zar6wno techniczne, jak i historyczne
dotyczace ich powstawania przedstawiono w publikacji
Guinéeivan Leeuwen [25]. Umozliwiaja one
subtypowanie w obrebie takich serowarow Salmonella
jak: Abortusovis, Adelaide, Agona, Anatum, Bareilly,
Blockley, Bovismorbificans, Braenderup, Choleraesuis,
Dublin, Gallinarum, Good, Hadar, Infantis, Minnesota,
Montevideo, Newport, Oranienburg, Panama, Potsdam,
Thompson, Virchow, Waycross i Weltevreden [25, 26].
Celowos¢ stosowania metody typowania bakteriofago-
wego zostala powszechnie uznana, czego wyrazem bylo
powolanie osrodkéw miedzynarodowych i krajowych,
ktérych zadaniem jest czuwanie nad prawidtowoscia
rozpoznania i poréwnywalno$cig wynikow oraz dalsza
praca badawcza nad doskonaleniem tej metody. Stan-
dardowa technika typowania bakteriofagowego zapro-
ponowana przez Craigie i Felix'a w 1947 roku
[11] zostala zatwierdzona przez Miedzynarodowy
Komitet Typowania Bakteriofagowego Drobnoustrojow
Jelitowych, utworzony przez Mi¢dzynarodowe Towarzy-
stwo Mikrobiologéw i jest stosowana do dzi$ we wszyst-
kich o$rodkach typowania bakteriofagowego. Wszystkie
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szczegoly zwigzane z typowaniem bakteriofagowym,
dotyczace podlozy, warunkéw wzrostu, namnazania
i sprawdzania fagéw, metod typowania, odczytywania
i zapisywania wynikow, zostaly szczegdélowo opisane
przez Andersona i Williamsa [1]. Metoda
typowania bakteriofagowego opisywana jest rowniez
przez wielu autoréw w réznych przegladowych opraco-
waniach dotyczacych fagotypowania bakterii Salmonella
[8, 25, 29, 45]. Obecnie do schematéw o zasiggu mig-
dzynarodowym, powszechnie stosowanych w osrodkach
referencyjnych na $wiecie, nalezg schematy typowania
fagowego paleczek Salmonella Typhi, Salmonella Para-
typhi A, Salmonella Paratyphi B (rowniez Salmonella
Paratyphi B biowar Java), Salmonella Typhimurium
i Salmonella Enteritidis [26]. Wiele schematéw typo-
wania fagowego (w tym dla Salmonella Typhimurium
i Salmonella Enteritidis) oraz zwigzanych z nim tech-
nik opracowano w Central Public Health Laboratory
w Colindale (Londyn, Wielka Brytania). Ten wspot-
pracujacy ze Swiatowa Organizacja Zdrowia osrodek
jest miedzynarodowym, referencyjnym laboratorium
typowania fagowego bakterii Salmonella [29]. Umiejet-
nie wykorzystane wyniki typowania bakteriofagowego
przynosza duzy postep w pracach epidemiologicznych
i epizoocjologicznych - zwiekszajg znacznie prawdo-
podobienstwo rozpoznania zrodia zakazenia, pozwa-
laja oceni¢ jednorodno$¢ ognisk zatru¢ pokarmowych
i pozna¢ mechanizmy szerzenia si¢ zakazenia.

4. Typy bakteriofagowe Salmonella Enteritidis
wystepujace w Polsce

Od wielu juz lat w Polsce najczestszym czynnikiem
etiologicznym, zaréwno w ogniskach zatru¢ pokarmo-
wych, jak i zachorowaniach sporadycznych sa pateczki Sal-
monella Enteritidis. I chociaz udzial zachorowan wywo-
tanych tym typem serologicznym w ogélnej liczbie zacho-
rowan na salmonelozy w Polsce wskazuje w ostatnich
latach niewielka, ale wyrazng tendencje spadkows [12,
17], stanowi on ciagle jeszcze bardzo wysoki odsetek. Pod
koniec lat dziewig¢dziesigtych udzial Salmonella Enteri-
tidis w ogdlnej liczbie salmoneloz wahal si¢ w przybli-
zeniu, w granicach 85-90%. W roku 2006, zachorowa-
nia, za ktére odpowiedzialny byl ten serowar, stanowily
80% wszystkich zachorowan spowodowanych przez
bakterie Salmonella [12]. Zatrucia pokarmowe wywo-
tane paleczka Salmonella Enteritidis stanowia juz od
dawna jeden z wazniejszych probleméw stuzby zdrowia
w Polsce. Zaobserwowany po raz pierwszy na poczatku
lat szes¢dziesigtych znaczniejszy wzrost zakazen spowo-
dowanych przez Salmonella Enteritidis, majacych zwia-
zek z pierwsza w kraju epidemia (1962-1976) wywolang
przez ten serowar [23], stal si¢ przyczyna opracowania
systemu bardziej szczegélowego réznicowania tych pate-
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czek za pomocg bakteriofagéw. Typowanie bakteriofa-
gowe jest doskonala metoda pomocnicza w prowadzeniu
dochodzen epidemiologicznych. Pierwsza wersja stoso-
wanego w Polsce schematu typowania bakteriofagowego
pateczek Salmonella Enteritidis zostala opublikowana
w 1968 roku przez Macierewicz i wsp. [35]. Na
podstawie reakcji z 7 fagami typujacymi wyrdzniono
11 typéw bakteriofagowych. W ciggu nastepnych lat
Macierewicz rozszerzyla schemat do 13 typow, a nastep-
nie do 25 przy uzyciu 11 fagéw oraz zmienita catkowicie
nomenklature typoéw bakteriofagowych. Dalsze badania
prowadzone przez Lalko wykazaly, iz mimo duzej
przydatnosci praktycznej tego systemu, uzyskuje si¢
niekiedy reakcje niepowtarzalne. W toku dalszej pracy,
na podstawie uzyskanych wynikow, ustalono za apro-
batg Macierewicz ostateczng wersje schematu
obejmujgcego 20 typdw bakteriofagowych reagujacych
w odmienny sposéb z 8 fagami typujacymi [32, 33].
Jego wartos¢ praktyczna potwierdzono poprzez analize
epidemiologiczng wykonang w oparciu o materiat obej-
mujacy 2011 szczepéw Salmonella Enteritidis wyizo-
lowanych w Polsce w latach 1970-1975. W badanym
materiale wyr6zniono 19 typéw bakteriofagowych. Do
najczesciej wystepujacych w kraju, zaréwno izolowa-
nych od ludzi, jak i od zwierzat, nalezaly typy 2, 5, 7, 8
i 12. Wérdd szczepow pochodzacych od ludzi przewage
stanowil typ 8 (31,8%) i typ 5 (21,8%), natomiast wsrod
izolacji odzwierzecych - typ 12 (50,0%). Na uwage
zastuguje réwniez fakt, iz typy: 4, 6, 7 i 12 izolowano
gléwnie od os6b dorostych i starszych dzieci, natomiast
typ 2 i 5 - od niemowlat ze $rodowisk zamknietych,
jak szpitale, czy domy matego dziecka. Rejestrowany od
1962 roku szybki wzrost zapadalnosci dla Salmonella
Enteritidis, osiagajacy maksymalne wartosci w latach
1965-1967 (od 19,1 do 22,1 na 100 tys.) mial gloéw-
nie zwigzek z epidemia wywolang przez ten serowar
w szpitalach na oddzialach dziecigcych, w zlobkach
i w domach dziecka [36]. Chorowaly przede wszystkim
najmlodsze dzieci. Smiertelno$¢ noworodkéw siegata
25%. Zaobserwowano odmienne od normalnie reje-
strowanych przyczyny powstania epidemii nie dajgce si¢
zakwalifikowac jako zatrucia pokarmowe [23]. Odreb-
no$¢ zrodel i mechanizmoéw tej epidemii potwierdzaty
réwniez wyniki typowania bakteriofagowego. Przyczyna
poczatku pierwszej epidemii Salmonella Enteritidis nie
zostala wyjasniona, natomiast mechanizm jej rozprze-
strzeniania si¢ na caly kraj mial zwigzek z dtugim okre-
sem wydalania zarazka po przechorowaniu, szczegélnie
przez dzieci. Istnialy réwniez podstawy do podejrzen,
ze zakazenia te szerzyly sie droga powietrzng. Pokazna
liczba przypadkéw objawowych salmoneloz w tym okre-
sie czasu pochodzita réwniez z ognisk zatru¢ pokar-
mowych, z ktérych wyizolowano znakomitg wigkszo$§¢
szczepOw typu: 2, 5,7, 8112 [33]. Na szczegdlng uwage
zastugiwaly dwa duze ogniska: jedno spowodowane
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Rys. 1. Zakazenia paleczkami Salmonella Enteritidis i innymi serowarmi Salmonella u ludzi w Polsce na tle ogdlnej liczby
zakazen Salmonella, 1957-2007 [5, 6, 13, 38—44]

pateczkami Salmonella Enteritidis typu 12 (1972 rok;
kolonie letnie — woj. szczecinskie; lody), drugie - typu 8
(1975 rok; woj. todzkie; befsztyk tatarski). Oba ogni-
ska byly jednorodne. Szczepy izolowane z zywnosci, od
0s6b chorych i z tzw. kontaktu przedstawialy ten sam
typ bakteriofagowy.

Druga epidemia Salmonella Enteritidis w Polsce
zaczela si¢ prawdopodobnie we wczesnych latach osiem-
dziesigtych. Wprowadzenie stanu wojennego w Polsce
w 1981 roku zbieglo si¢ z wydaniem zakazu zbiera-
nia informacji epidemiologicznych, co spowodowato
znaczne utrudnienie w opracowywaniu danych o zaka-
zeniach Salmonella w latach 1979-1981 oraz stalo si¢
przyczyna niekompletnych informacji o salmonelozach
w latach 19821 1983. Mimo to, juz w 1982 roku zaobser-
wowano 11-krotny wzrost liczby przypadkéw zakazen
pateczkami Salmonella Enteritidis u ludzi w poréwna-
niu z rokiem 1977 (842 przypadki). W 1984 roku reje-
strowano 33-krotny, w 1986 roku 65-krotny, a w 1988
prawie 100-krotny wzrost tej liczby. Zakazenia w kolej-
nych latach 1989, 1990 i 1991 przekraczaly ja 80-krotnie.
Dane przedstawione na Rys. 1, pozwola przesledzi¢, jak
ksztaltowala si¢ liczba zakazen u ludzi w Polsce spowo-
dowanych pateczkami Salmonella Enteritidis (i innymi
serowarami) na tle ogolnej liczby zakazen Salmonella
w ciggu ostatnich 50 (1957-2007) lat. Od 1993 roku
(z wyjatkiem lat 1994 i 1998) obserwujemy ciggte
zmniejszanie si¢ liczby zakazen $wiadczace o stopnio-
wym wygasaniu drugiej epidemii Salmonella Enteriti-
dis w naszym kraju, ktorej szczyt przypadl na rok 1988.

Epidemia ta do roku 1986 obejmowala gtéwnie zakaze-
nia sporadyczne, dotyczace przede wszystkim matych
dzieci, ale nie miata charakteru epidemii szpitalne;j.
W przeciwienstwie do pierwszej epidemii przebiegata
gléwnie pod postacia ognisk zatru¢ pokarmowych
[23]. Rejestrowano coraz wigksze liczby ognisk zatrué
pokarmowych, ktdére od 1987 roku zaczely dominowa¢
wérod zakazen Salmonella Enteritidis. Gléwna przy-
czyng zatru¢ pokarmowych staly si¢ jaja i produkty je
zawierajace. Rzadziej przyczyne zatruc stanowilo migso
i jego przetwory, co zwigzane bylo z wprowadzeniem
znacznych ograniczen i racjonowania zywnosci o okre-
sie od 1982 do 1989 roku (przydziaty kartkowe obej-
mowaly: osoby doroste - 2,5kg, dzieci - 1,8 kg miesa
i wszystkich jego przetwordw na miesigc). Jaja nie pod-
legaly reglamentacji. Typowanie bakteriofagowe ponad
2100 szczepdw Salmonella Enteritidis wyizolowanych
w latach 1981-1990, wykonane przez Glosnicka
i wsp. [22] wykazalo, ze dominujacymi typami bak-
teriofagowymi, izolowanymi od ludzi, od zwierzat
i z zywnosci byly typy: 1, 6 i 7. Najwiecej szczepow
prezentowalo typ bakteriofagowy 7 (ludzie - 64,0%;
inne - 52,7%) i typ 1 (ludzie - 26,0%; inne - 37,7%).
Liczebna dominacja tych szczepdéw miala zwigzek ze
znaczng liczbg ognisk zatru¢ pokarmowych spowo-
dowanych przez te typy fagowe. Znakomita wigkszo$¢
ognisk byla jednorodna - te same typy fagowe okreslano
w przypadku szczepow izolowanych od ludzi choruja-
cych w ogniskach, jak i z zywnosci odpowiedzialnej
za zakazenia (ciastka z kremem, lody, majonez, jaja).
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Wisréd ognisk mieszanych przewazaly ogniska spo-
wodowane jednocze$nie typem 1 i 7. Kolejne wyniki
typowania bakteriofagowego szczepow Salmonella Ente-
ritidis wyizolowanych w latach 1986-1995 [14] wyka-
zaly kontynuacje wystepowania opisanych wyzej typow
bakteriofagowych. Dominowaty typy 1, 6 i 7, zaréwno
wsrod szczepdw izolowanych od ludzi z ognisk zatru¢
pokarmowych, sporadycznych przypadkéw zakazen, jak
iz innych zZrédel. Nie zaobserwowano tylko rejestrowa-
nej wezesnie liczebnej przewagi szczepéw typu 7 nad
szczepami typu 1.

327

Wyniki typowania fagowego przeprowadzonego
w Krajowym Osrodku Salmonella w oparciu o szczepy
Salmonella Enteritidis wyizolowane w kraju w latach
1996-2007 (publikacja w druku), czyli w okresie wygasa-
nia trwajacej w Polsce juz ponad 25 lat drugiej epidemii
spowodowanej tym serowarem, wykazaty, ze do najczes-
ciej okreslanych typow fagowych nadal naleza typy: 1, 6
i 7. Dominujg wérdd izolacji od ludzi, a takze z zywno-
$ci, od zwierzat, z pasz, wymazdow sanitarnych i innych
zrodel. Zdecydowanie przewazaly szczepy typu 7.
Szczepy Salmonella Enteritidis typu 1 izolowano prawie

Tabela I

Typy bakteriofagowe Salmonella Enteritidis (wg schematu Lalko iwsp.) wystepujace w Polsce
w nastepujacych latach: 1970-1975, 1981-1990, 1986-1995, 1996-2007 [14, 22, 32, 33]

Liczba szczepow (%) wyizolowanych
- 1970-1975 1981-1990 1986-1995 1996-2007
fag— Od zwierzat, Od zwierzat, Od zwierzat, Od zwierzat,
wy Od ludzi z zywnosci, Od ludzi z Zywnosci, Od ludzi 7 zywnosci, Od ludzi z Zywnosci,
pasz, i innych pasz, i innych pasz, i innych pasz, i innych
zrédet zrédet zrédet zrddet
1 1 - 536 (26,2%) | 35 (37,6%)| 137 (382%)| 32 (36,4%)| 124 (25,0%) | 69 (29,3%)
2 147 (8,0%) - - - - - - -
3 1 - 47  (2,3%) 3 (3,2%) 6 (1,6%) - 38 (7,6%) 31 (13,1%)
4 56 (3,0%) 1 11 (0,5%) - - - 2 (0,4%) -
5 402 (21,8%) | 26 (159%)| 1 - - - - 1
6 25 (1,3%)| 1 98 (4,8%)| 4 (43%)| 59 (164%)| 24 (273%)| 140 (28,1%) | 44 (18,7%)
7 332 (18,0%) - 1313 (64,1%) 49 (52,7%) | 147 (41,1%)| 30 (34,1%) | 167 (33,5%) 68 (28,9%)
8 582 (31,8%) | 39 (23,8%) 14 (0,7%) - - - 5 (1,0%) 5 (2,1%)
9 10 (0,5%) - 1 - - 1 - -
10 5 02%)] 9 (5% | - - - - - -
11 1 - - - - - - -
12 | 139 (75%) | 82 (50,0%)| 2 (01%)| - - - - -
13 60  (32%)| - - - - - - -
14 17 (09%) | - - - _ - - -
15 1 - - - - - - -
16 - 1 - - 30 (09%)] - 50 (1L,0%) | -
17 1 - - - - - - -
18 1 5 G0%| 6 03%)] - - - - -
19 - - - - - - - -
20 | 50 @7%)| - 3(01%)| - - - - 1
21 - - - - - - - -
22 - - 301%)| 2 @2%)] - - - -
23 - - - - - - - -
24 - - - - - - 6 (12%)| -
25 - - - - - - 1 -
26 - - - - - - 2 (04%) | 1
27 - - - - - - 1 -
AT | 4 (02%)] - - - 2 (06%)| 1 6 (1,2%) | 10 (4,2%)
NT2 | 12 (06%)] - 13 - 30 09%) - 1 6 (2,5%)
Ogolem| 1847 164 2048 93 358 88 498 236

! Szczepy atypowe (nietypowo reagujace z fagami typujacymi)
% Szczepy nie typujace sie (nie reagujace z fagami typujacymi)
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w takich samych ilosciach jak typu 6. Zaobserwowano
réwniez nieco wiekszg liczbe szczepdw prezentujgcych
typ fagowy 3 w poréwnaniu do poprzednich przedzia-
16w czasowych. Obecnos¢ typu 16 w naszym kraju zare-
jestrowala po raz pierwszy Lalko wlatach 1970-1975
wylacznie w materialach pochodzenia zwierzecego [32].
Pierwszej izolacji tego typu bakteriofagowego od ludzi
dokonano w latach 1986-1995 z mieszanego ogniska
zatrucia pokarmowego [14]. Izolowano go réwniez
od ludzi w ciggu kolejnych trzynastu lat (1996-2007).
Trudno jednak nie zauwazy¢, ze przy egzystujacych
ciggle jeszcze w $rodowisku tych samych, ,stalych”
typach bakteriofagowych (4. 1, 3, 6, 7), zaczynajg poja-
wiac sie zupelnie nowe: typ 24, 25, 26 i 27. Izolowano je
w niewielkiej liczbie przypadkéw, przede wszystkim od
ludzi. Wprawdzie moga one by¢ wynikiem jednorazo-
wych izolacji, ale moga réwniez sugerowaé pojawienie
sie nowych, nieznanych jeszcze zrodet zakazen, co przy
skutecznym zwalczaniu obecnie istniejacych jest bardzo
prawdopodobne. Pojawianie sie nowych typow fagowych
wérdd paleczek Salmonella Enteritidis obserwuje sig row-
niez w panstwach Europy Zachodniej [18, 37].

W oparciu o opublikowane, zbiorcze opracowa-
nia obejmujace lata 1970-1975 [32], 1981-1990 [22],
1986-1995 [14] oraz wyniki opisanych powyzej badan,
stanowigcych kontynuacje poprzednich opracowan,
dokonano analizy poréwnawczej wystepowania typow
bakteriofagowych Salmonella Enteritidis w naszym kraju
(Tabela I). Uzyskane wyniki pozwola na pelniejsze osza-
cowanie sytuacji epidemiologicznej zwigzanej z wyste-
powaniem tego patogenu w Polsce.

5. Podsumowanie

W podsumowaniu przedstawionych wynikéw pro-
wadzonego w Polsce juz od wielu lat typowania bak-
teriofagowego paleczek Salmonella Enteritidis mozna
stwierdzi¢, ze zakazenia spowodowane tym serowa-
rem, ktore wystapily w naszym kraju w czasie ostatnich
piec¢dziesieciu lat spowodowaly dwie grozne epidemie.
Pierwsza z nich byla wprawdzie mniejsza liczebnie, ale
spowodowata ciezkie schorzenia i $mier¢ wielu dzieci.
Druga natomiast, o fagodniejszym przebiegu i znacz-
nie wydluzona w czasie, objeta wielokrotnie wigksza
liczb¢ 0sdb i praktycznie trwa do dzisiaj. Obserwo-
wana w ostatnich latach tendencja spadkowa udzialu
zachorowan wywolanych tym serowarem w ogodlnej
liczbie zachorowan na salmonelozy w Polsce napawa
optymizmem i rokuje na catkowite wygasniecie tej epi-
demii. Wyniki typowania bakteriofagowego wskazuja
na pewne powigzanie obydwu epidemii przede wszyst-
kim poprzez obecnos¢ pateczek Salmonella Enteritidis
typu 7. Izolowane dawniej w stosunkowo niewielkim
procencie wylacznie od ludzi, zdominowaly wigkszos¢
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zrodet zakazen zwiazanych z drugg epidemia, uzyskujac
réwniez przewage u ludzi. Wsréd szczepow Salmonella
Enteritidis badanych od 1981 roku nie stwierdzono
wystepowania typu 2. Typy 5 i 12 prezentowane byly
wylacznie przez pojedyncze egzemplarze szczepdw.
Zarejestrowano tylko niewielka liczbe szczepdw typu 8,
dominujacego w latach 1970-1975. Oprocz typu 7
swoja dominacje w latach 1981-2007 zaznaczyly row-
niez typy 1 i 6. Zaobserwowane zmiany w dystrybucji
typow bakteriofagowych $wiadczg o prawie catkowitej
zmianie zrddet i mechanizmoéw szerzenia sie zakazen
zwigzanych z druga epidemia Salmonella Enteritidis
w Polsce. W ciggu 27 lat trwania tej epidemii dominu-
jacymi typami fagowymi Salmonella Enteritidis byly
typy 1, 617 (wedlug Lalko iwsp.), z najliczniej izo-
lowanymi szczepami typu 7. Zaczynajg réwniez poja-
wiac sie w Polce nowe typy bakteriofagowe. Izolowano
je wprawdzie w niewielkiej liczbie przypadkow, przede
wszystkim od ludzi. Moga one sugerowac pojawienie
sie w kraju nowych zrédet zakazen, co przy skutecznym
zwalczaniu obecnie istniejacych jest wielce prawdopo-
dobne. W Europie Zachodniej, podobnie jak w Polsce,
zaobserwowano rowniez pojawienie si¢ nowych typow
bakteriofagowych, ktore do tej pory nie wystepowaly
wsrdd typow najliczniej izolowanych od ludzi.
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