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ujemnych. 4. Podsumowanie

Gram-negative anaerobic rods - diagnostics and clinical significance

Abstract: Among the broad spectrum of anaerobic bacteria constituting the normal flora of humans, some exhibit pathogenic potential
and are responsible for serious infections. Gram-negative anaerobic rods belonging to the genera Bacteroides, Parabacteroides, Prevotella,
Fusobacterium and Porphyromonas represent the most common cause of endogenous, usually mixed, infections. Anaerobes are important
pathogens causing infections after abdominal or gynecologic surgery, oral-cavity infections and other infections originating from the
mouth or abdomen. The virulence of different species depends on the combination of bacterial properties, including surface structures,
metabolic functions, the ability to avoid the host’s defenses and the capacity to damage tissues. Special laboratory procedures are needed
for the isolation and identification of this diverse group of bacteria. The identification to the species level, if based on phenotypic features,
is often time-consuming and not always easy to carry out. Some molecular methods may help in the everyday clinical microbiological
practice in laboratories dealing with the diagnostics of anaerobic infections. The taxonomy of the anaerobic bacteria is in a state of
continuous change, due to the constant addition of new species and the reclassification of the old ones.

1. Introduction. 2. Laboratory diagnostics of Gram-negative anaerobic rods. 3. Clinical significance of Gram-negative anaerobic rods.

4. Summary

Slowa kluczowe: Bacteroides, Parabacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Porphyromonas
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1. Wstep

Beztlenowe pateczki Gram-ujemne (Anaerobic
Gram-Negative Bacilli - AGNB) wchodza w sklad
tizjologicznej mikroflory czlowieka. Kolonizujg jame
ustng, gorne drogi oddechowe, przewdd pokarmowy
i drogi moczowo-plciowe. Drobnoustroje te sa pato-
genami oportunistycznymi, odpowiadaja za zakaze-
nia endogenne. W przypadku ostabienia wydolnosci
immunologicznej, niedotlenienia tkanek, kwasicy,
przerwania ciaglosci skory i/lub blon $luzowych lub
innych zdarzen, dochodzi do namnazania si¢ bakterii
i infekeji. Zakazenia moga dotyczy¢ réznych tkanek
i narzagdéw. Beztlenowe pateczki Gram-ujemne, cze¢-
sto wraz z mikroflora tlenowa izolowane s3 z wielu
materialow klinicznych. Beztlenowce w zakazeniach
dzialajg synergistycznie ze sobg oraz bakteriami tleno-
wymi. Takie wielogatunkowe zakazenia nasilaja proces
zapalny, s wyzwaniem diagnostycznym i problemem
terapeutycznym. Do najistotniejszych klinicznie beztle-
nowych paleczek Gram-ujemnych naleza: Bacteroides

spp., Parabacteroides spp., Porphyromonas spp., Prevo-
tella spp. oraz Fusobacterium spp.

Metody hodowli i identyfikacji bakterii beztleno-
wych prowadzone sg cz¢sto w laboratoriach mikrobio-
logicznych w ograniczonym zakresie. Stopien zaawan-
sowania diagnostyki zakazen bakteriami beztlenowymi
zalezy od stopnia referencyjnosci laboratorium. Iden-
tyfikacja najczesciej moze by¢ dokonana za pomoca
komercyjnych zestawdéw, opartych na analizie cech
biochemicznych bakterii. Obecnie coraz czesciej sto-
sowane metody biologii molekularnej, takie jak PCR,
multiplex PCR pozwalaja na skrdcenie czasu badania.
Metody te cechuja si¢ duzg czuloscig i powtarzalno-
$cig. W ostatnim czasie wprowadzono do laborato-
riow metode spektrometrii masowej, ktéra umozli-
wia identyfikacje¢ bakterii na podstawie analizy bialek
rybosomalnych. Jednak ,,zlotym standardem” w iden-
tyfikowaniu do poziomu gatunku jest sekwencjono-
wanie bakteryjnego genu 16S rRNA. Niestety, wysoki
koszt badania uniemozliwia zastosowanie tej metody
w rutynowej diagnostyce [1, 27, 29, 34, 68, 69]. Wada
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jest rowniez stosunkowo dlugi czas oczekiwania na
wynik, jako Ze badania sg zwykle wykonywane przez
placowki zewnetrzne.

2. Diagnostyka laboratoryjna beztlenowych
paleczek Gram-ujemnych

Schemat postepowania diagnostycznego obejmuje:
ocene makroskopowa materiatu klinicznego (obec-
no$¢ krwi, gazu, zapach, kolor), wykonanie preparatu
bezposredniego barwionego metoda Grama, hodowle
w warunkach beztlenowych i tlenowych, ocene makro-
skopowa i mikroskopowa wyhodowanych kolonii,
identyfikacje (rézne metody), oznaczenie lekowrazli-
wosci oraz ewentualne wykrycie genéw odpowiedzial-
nych za produkcje toksyn metodami biologii mole-
kularnej [35, 36].

Material diagnostyczny posiewany jest na pozywki
wzbogacone, specjalnie opracowane do hodowli bez-
wzglednych beztlenowcéw. Zawieraja one m.in. wyciag
miesny, bedacy zrédlem skladnikéw odzywczych,
wycigg drozdzowy jako bogate zrodto witamin oraz
glukoze stanowigca zrodlo energii. Hemina (czyn-
nik X) i krew sg zrodtem hemu, niezb¢dnego skladnika
umozliwiajgcego wzrost beztlenowcow i dodatkowych
substancji wzrostowych. Witamina K uznawana jest za
sktadnik ulatwiajacy wzrost beztlenowym paleczkom
Gram-ujemnym. Komercyjnie dostepne s3: podloze
Schaedler agar z 5% krwig baranig i wit. K|, podtoze
Wilkins-Chalgrena z 5% krwig baranig i wit. K,, agar
Columbia z dodatkiem krwi baraniej, oraz podloze
Brucella z 10% krwia konskg [19, 33-35, 41].

Niezwykle praktyczne w diagnostyce laboratoryj-
nej sa podloza wybidrcze, pozwalajgce na izolowanie
Gram-ujemnych pateczek beztlenowych bezposrednio
z materiatu klinicznego. Do izolacji pateczek z grupy
B. fragilis wykorzystuje si¢ podloze BBE (Bacteroides
Bile Esculin). Zawarta w podlozu z61¢ i antybiotyki,
takie jak gentamycyna lub amikacyna hamuja namna-
zanie bakterii wzglednie beztlenowych i wigkszos¢
Gram-ujemnych pateczek beztlenowych innych niz
z rodzaju Bacteroides. Roznicowanie grupy B. fragilis
opiera si¢ na hydrolizie eskuliny obecnej w podlozu.
Uwolniona eskuletyna reaguje z jonami zelaza, tworzac
kompleks widoczny w postaci zabarwienia ciemnobra-
zowego lub czarnego wokot ciemnych kolonii pateczek
grupy B. fragilis [23, 50]. Inkubacje bakterii beztlenowo
rosngcych nalezy prowadzi¢ w anaerostatach (N, 85%,
H, 10%, CO, 5%) w temperaturze 37°C od 48 godzin
do 7 dni. Metoda hodowli pozwala na ocene morfologii
kolonii i badanie mikroskopowe.

Paleczki rodzaju Bacteroides wzrastaja w postaci sza-
rych, gladkich, l$nigcych kolonii o $rednicy 1-3 mm.
W preparatach barwionych metoda Grama obserwo-

wane sg formy polimorficzne: z rozszerzonym $rodkiem
zawierajgcym wakuole, nitkowate lub kuliste. Wiek-
szo$¢ gatunkow z rodzaju Bacteroides wykazuje wlas-
ciwosci sacharolityczne i proteolityczne [17, 22, 33].

Z kolei niektore paleczki z rodzajow Prevotella
i Porphyromonas maja zdolnos¢ wytwarzania barw-
nika (BPAR - black-pigmented anaerobic rod-shaped
bacteria). Gatunki pigmentujace nalezace do rodzaju
Prevotella to: P.intermedia, P.melaninogenica, P. cor-
poris, P.denticola, P.loescheii. Wykazujg zdolno$¢ do
asymilowania hemoglobiny z krwi zawartej w podlozu,
a nastepnie konwertowania jej do protoheminy, ktéra
akumulowana jest w komdrkach bakteryjnych, powo-
dujgc ciemnobrgzowe lub czarne zabarwienie kolonii
po kilkudniowej inkubacji. Kolonie, ktére nie wytwo-
rzyly jeszcze barwnika, fluoryzuja na czerwono w $wie-
tle lampy UV, emitujacej $wiatto o dlugosci fali 366 nm.
Gléwnym czynnikiem odpowiedzialnym za $wiecenie
jest protoporfiryna IX. Kolonie gatunkéw niepigmen-
tujgcych, wygladem przypominajg kolonie Bacteroides
spp., sa szare, blyszczace, okragle, o $rednicy 1-2 mm.
W preparacie mikroskopowym widoczne sg krotkie
paleczki, co nie wyrdznia ich sposréd innych gatun-
kow bakterii Gram-ujemnych. Pateczki Prevotella spp.
maja zdolno$¢ fermentacji weglowodanow, produkuja
z glukozy kwas octowy, bursztynowy i inne [17, 58].

Bakterie rodzaju Porphyromonas tworza male, szare
kolonie o $rednicy ponizej Imm. Widoczne sg na pod-
fozu hodowlanym po co najmniej 48 godzinnej inkuba-
cji. Ciemne zabarwienie kolonii niektérych gatunkow
(P. gingivalis) pojawia si¢ po 3-7 dobach wzrostu na
podlozu hodowlanym. Pateczki Porphyromonas nie fer-
mentuja glukozy ani innych weglowodanow.

Morfologia kolonii Fusobacterium jest zrdznico-
wana. Wzrastajg w postaci kolonii o nieréwnych, zgb-
kowanych brzegach i §rednicy 1-3 mm, po co najmniej
48 godzinach hodowli. GIéwnym produktem meta-
bolicznym fermentacji cukréw jest kwas mastowy, co
nadaje hodowlom nieprzyjemny zapach. W prepa-
racie mikroskopowym widoczne s3 jako wydluzone
komorki o zaostrzonych koncach. Pateczki moga row-
niez przyjmowac ksztalt pateczkowaty, kokoidalny lub
nitkowaty. Gatunki z rodzaju Fusobacterium wykazuja
stabg aktywnos$¢ metaboliczng [17]. Klasyczna diagno-
styka mikrobiologiczna zakazen wywolanych przez te
bakterie jest trudna. Wysoka warto$¢ diagnostyczna
posiadaja metody molekularne [9].

Na podstawie powyzszych informacji mozna stwier-
dzi¢, ze roéznicowanie i identyfikacja niektérych gatun-
kow beztlenowych paleczek Gram-ujemnych moze by¢
trudna z powodu ich niecharakterystycznej morfo-
logii i stabej aktywnos$ci metabolicznej. W laboratoriach
diagnostycznych dostepne sg komercyjne testy oparte
na badaniu wiasciwosci biochemicznych, dedykowane
dla beztlenowcdw, takie jak np.: RapID-ANA II (Inno-
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vative Diagnostic Systems, Atlanta, GA), Rapid ID 32A
(bioMerieux SA, Francja) oraz API 20 A w automatycz-
nym systemie ATB Expression (bioMerieux SA, Francja)
[10, 34]. Sa to zminiaturyzowane systemy manualne,
gdzie w mikroprobowkach znajduje si¢ zliofilizowany
substrat i wskaznik reakcji biochemicznej. Oznaczanych
jest co najmniej 20 cech biochemicznych drobnoustroju
i na tej podstawie powstaje profil numeryczny, ktory
odpowiada konkretnemu gatunkowi z procentowym
prawdopodobienstwem wlasciwej identyfikacji. Inna
metodg detekcji wykorzystujaca profil biochemiczny
bakterii jest automatyczny system Vitek 2 (bioMerieux
SA, Francja), w ktérym stosowane sg karty ANC, iden-
tyfikujace oprocz beztlenowcdw takze maczugowce.
Obecnie istnieje rowniez mozliwos¢ identyfikowania
drobnoustrojéw za pomoca spektrometrii masowej:
MALDI-TOF MS MALDI-TOF MS: MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics, Niemcy) i VITEK® MS (bioMerieux
SA, Francja). Analiza oparta jest na jonizacji lasero-
wej biatek rybosomalnych i poréwnaniu otrzymanego
widma z widmami referencyjnymi drobnoustrojow
zapisanymi w bazie danych. Aparat wskazuje zakresy
wiarygodno$ci identyfikacji do poziomu gatunku
irodzaju [2, 34, 36, 38, 39, 44, 52]. Wyniki badan suge-
rujg, ze metoda spektrometryczna jako jednostopniowa
identyfikacja istotnych klinicznie gatunkoéw bakterii
beztlenowych z sukcesem zostala zaadoptowana do
rutynowej diagnostyki tych bakterii. Pozwala na szyb-
sz3 i fatwiejsza identyfikacje¢ drobnoustrojow w poréw-
naniu z innymi metodami fenotypowymi i molekular-
nymi [11, 53]. Aktualna taksonomicznie baza systemow
rozpoznaje gatunki, ktore majg obecnie nowg pozycje
systematyczng i nie s3 uwzglednione w systemie Api-
web™. Nalezy zwroci¢ uwage, ze nowe gatunki rodzaju
Bacteroides takie jak: B. dorei, B. xylanisolvens i B. faecis
nie s wlaczone do bazy danych systeméw MALDI
Biotyper i VITEK® MS wiec mylnie oznaczane sg jako
B. vulgatus, B. ovatus i B. thetaiotaomicron [10, 34].

W laboratoryjnej diagnostyce zakazen bakteryjnych
coraz chetniej korzysta si¢ z metod innych niz ana-
lizy fenotypowe. Powszechnie stosowang metodg jest
PCR i jej modyfikacje (muliplex PCR i inne), a takze
hybrydyzacja czy hybrydyzacja in situ (FISH). Czgsto
taczy sie kilka metod molekularnych w celu uzyskania
optymalnego efektu. ,Zlotym standardem” obecnie
w identyfikowaniu gatunkéw beztlenowych pateczek
Gram-ujemnych jest metoda oparta na podobienstwie
w sekwencji genu kodujacego 16S rRNA. W genie tym
wystepuja zmienne regiony, ktére warunkujg réznice
pomiedzy rodzajami i gatunkami drobnoustrojow.
Metoda 16S rRNA umozliwia dokonanie wlasciwej
identyfikacji, ale takze szybkie rozpoznanie i klasy-
fikacje wczesniej nieopisanych drobnoustrojow. Bazy
danych zawierajace sekwencje genu 16S rRNA s3
ogodlnodostepne: Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST), Ribosomal Database Project (RDP) lub Euro-
pean Molecular Biology Laboratory (EMBL), co umoz-
liwia poréwnanie uzyskanych sekwencji ze szczepami
referencyjnymi [60, 65, 68].

3. Znaczenie kliniczne beztlenowych paleczek
Gram-ujemnych

Beztlenowe pateczki Gram-ujemne naleza do drob-
noustrojow komensalnych, stanowig naturalny skfadnik
mikroflory przewodu pokarmowego, drég moczowo-
-plciowych i gornych drég oddechowych. Do najistot-
niejszych klinicznie rodzajow zalicza si¢: Bacteroides,
Parabacteroides, Porphyromonas, Prevotella i Fusobac-
terium [33, 34, 48].

3.1. Bacteroides i Parabacteroides

Bakterie z rodzajow Bacteroides i Parabacteroides
stanowig wazny sktadnik naturalnego mikrobiomu jelit.
Gatunkami najczesciej zasiedlajacymi przewdd pokar-
mowy s3: B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. uniformis
i P. distasonis. Tymczasem wiekszos$¢ zakazen w obre-
bie jamy brzusznej wywoluje, charakteryzujacy sie
najwyzsza zjadliwoscia B. fragilis. Paleczki Bacteroides
spp. i Parabacteroides spp. uczestnicza w zakazeniach
endogennych, czgsto o charakterze ropnym. Powoduja
zakazenia w obrebie jamy brzusznej: ropnie watroby,
trzustki, nerki, zapalenie drég zétciowych, zapalenie
wyrostka robaczkowego, zapalenie blony S$luzowej
macicy, ropnie jajnikow i jajowodow. W ukladzie odde-
chowym pateczki te moga powodowac¢: zapalenie ucha
srodkowego, zatok, ropnie pluc, aspiracyjne zapalenie
pluc, ropniak optucnej. Zwigzane sg rowniez etiolo-
gicznie z ropniami modzgu, szczegoélnie pochodzenia
usznego lub zatokowego, oraz ropniami w okolicy oko-
foodbytniczej, a takze z pourazowym zapaleniem kosci,
szpiku i tkanek migkkich oraz bakteriemia.

Chorobotworczo$¢ B. fragilis zwigzana jest z wlas-
ciwosciami adhezyjnymi: wytwarzaniem otoczki, §luzu
powierzchniowego, obecnoscia fimbrii. Gatunki posia-
dajace fimbrie wykazuja zdolnos¢ wigzania sie z komor-
kami nabtonka i biatkami gospodarza: fibrynogenem,
fibronektyna, lamining i laktoferyng. Otoczka chroni
drobnoustroj przed ukladem immunologicznym gospo-
darza, gdyz stanowi fizykochemiczng bariere chronigca
przed fagocytoza i dzialaniem enzymow lizosomalnych.
Unikatowa struktura wielocukru otoczkowego (zwitte-
rionic polysaccharide) predysponuje do tworzenia ropni.
W zwigzku z tym bakterie wytwarzajace te zewnatrz-
komoérkowe polisacharydy biorg udzial w zakaze-
niach ran, stopy cukrzycowej, prowadzg do powsta-
wania owrzodzen i przetok. Kolejna grupa czynnikow
wirulencji odpowiedzialna jest za destrukcje komérek
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i inwazje do glebiej lezacych tkanek. Nalezy tu wymie-
ni¢ enzymy: kolagenaze, fibrynolizyne, neuraminidaze,
hialuronidaze, chondroitynaze, heparynaze, lecytynaze,
deoksyrybonukleazy, lipazy, fosfolipazy. Przed toksycz-
nym dzialaniem tlenu w tkankach bakterie sg chronione
przez katalaze i dysmutaze nadtlenkowa, inaktywujaca
H,O, i wolne rodniki nadtlenkowe. W wyniku przemian
metabolicznych B. fragilis produkuje krétkotancuchowe
kwasy tluszczowe: octowy, bursztynowy, mastowy, izo-
mastowy, propionowy, ktére hamuja chemotaksje gra-
nulocytow obojetnochtonnych, umozliwiajac ucieczke
pateczek spod kontroli uktadu immunologicznego.
Waznym czynnikiem chorobotwdrczosci tych pale-
czek jest lipopolisacharyd (LPS), ktory zawiera kwas
2-keto-3-deoksy-D-manno-oktulozonowy (KDO). Ma
budowe podobna do LPS bakterii z rodziny Enterobac-
teriaceae, jednak charakteryzuje si¢ stabsza aktywnos-
cig, czego przyczyna s3 réznice w budowie lipidu A.
Niektore szczepy gatunku B. fragilis wytwarzaja fragi-
lizyne (BFT, Bacteroides fragilis toxin), cieplowrazliwg
enterotoksyne o masie 20 kDa, bedaca metaloproteaza
zalezng od Zn?*, ktéra kodowana jest przez gen bft. Gen
enterotoksyny wystepuje w trzech allelach: bft-1, bft-2
i bft-3. Toksyna posiada wlasciwosci proteolityczne,
hydrolizuje zelatyng, azocoll, fibrynogen, tropomio-
zyng, G-aktyne, kolagen typu IV, sktadnik C; dopet-
niacza. Oddziatuje na biatko powierzchniowe komoérek
eukariotycznych E-kadheryn¢ odpowiadajaca za przy-
leganie komorek. BFT wplywajac na E-kadheryne uwal-
nia zwigzang z nig P-katenine, ktdra przedostaje si¢ do
jadra. B-katenina po polaczeniu z czynnikiem trans-
krypcyjnym komorki T aktywuje transkrypcje oraz
translacje protoonkogenu c-myc. W zwiazku z tym ente-
rotoksynotworcze szczepy B. fragilis (ETBF) moga przy-
czynia¢ si¢ do transformacji nowotworowej komorek
jelita grubego. Szczepy ETBF odpowiadajg za wyste-
powanie biegunek. Enterotoksyna B. fragilis powoduje
reorganizacje struktury F-aktyny, znieksztalca fila-
menty aktynowe w komoérkach nablonka jelit, co odpo-
wiada za sekrecje jonéw chlorkowych i wody do $wiatla
jelita. Stymuluje réwniez komorki nablonka do wydzie-
lania IL-8, ktdra z kolei odpowiada za zapalne uszko-
dzenie nabtonka. Szczepy ETBF hodowane s3 z kalu
ludzi i zwierzat, a takze ze zrodel pozajelitowych. Rola
enterotoksyny B. fragilis w patogenezie choréb biegun-
kowych oraz innych zakazen nie jest jeszcze do konca
wyjasniona i pozostaje przedmiotem badan w wielu
os$rodkach na catym swiecie [20, 48, 54-56, 61, 64].

3.2. Porphyromonas

Do gatunkoéw najistotniejszych klinicznie zaliczamy
P. asaccharolytica, P. gingivalis i P. endodontalis. Przed-
stawiciele tych gatunkow prezentuja podobny profil
biochemiczny i z tego powodu ich identyfikacja przy

pomocy konwencjonalnych metod diagnostycznych
jest niewiarygodna. Prawidlowe identyfikowanie do
poziomu gatunkéw umozliwia analiza 16S rRNA [21].
P. gingivalis ma zdolno$¢ wytwarzania réznorod-
nych czynnikéw warunkujgcych zjadliwos¢. Wprawdzie
beztlenowiec ten jest naturalnym skladnikiem mikro-
biomu jamy ustnej, moze jednak powodowa¢ zmiany
chorobowe. P. gingivalis jest kluczowym patogenem
uczestniczacym w zapaleniu przyzebia (periodon-
titis), choroby infekcyjnej prowadzacej do destrukciji
wyrostka zebodotowego oraz degradacji tkanek utrzy-
mujacych zab [47, 66]. Zdaniem wielu badaczy réwniez
P. endodontalis uczestniczy w tej patologii [22]. Bakteria
posiada wiele czynnikéw wirulencji, ktdre umozliwiajg
adhezje, inwazje do wnetrza komorek, a takze ewazje
spod kontroli uktadu immunologicznego [31, 57].
Bakterie statej mikroflory jamy ustnej, w tym P. gin-
givalis w warunkach zachwianej réwnowagi ilo$ciowej
i jako$ciowej staja si¢ czynnikiem etiologicznym sta-
néw zapalnych tkanek miekkich jamy ustnej. Koloni-
zacja tymi bakteriami przyjmuje posta¢ plytki nazebnej
- biofilmu [49]. Tworzenie plytki jest wynikiem pro-
cesu przylegania i namnazania bakterii dzieki adhezji
i koagregacji [66]. W rozwoju biofilmu bakteryjnego
pewna role moze odgrywac reakcja krzyzowa z przeciw-
cialami skierowanymi przeciwko biatku szoku termicz-
nego (HSP60), wytwarzanemu przez bakterie z gatunku
P. gingivalis [45]. Podkredla sie fakt wystepowania tego
drobnoustroju, przede wszystkim w plytce poddzigsto-
wej, u 0sob z ciezkimi przypadkami przewleklego zapa-
lenia przyzebia [59]. Bakterie wystepujace w postaci
biofilmu tworza przestrzenng, doskonale zorganizo-
wang strukture otoczong zbudowang z polimerdéw
cukréw i biatek macierzg. Biofilm chroni bakterie przed
dzialaniem komorek uktadu immunologicznego oraz
przed penetracja antybiotykéw. Enzymy bakteryjne
(hialuronidaza, kolagenaza, fosfolipaza A, fibrynoli-
zyna) rozktadajg struktury tkanki tacznej oraz nabtonka
(49, 66]. Istotnym czynnikiem zjadliwosci P. gingivalis
s3 fimbrie, ktore biorg udziat w adhezji komoérki bak-
teryjnej do powierzchni nabtonka dzigsta. Fimbrie
posiadaja rowniez wlasciwo$ci inwazyjne oraz sg waz-
nym induktorem wydzielania prozapalnych cytokin
[42, 43]. Otoczka zbudowana z glukozy, glukozaminy,
galaktozaminy oraz ze zwigzkéw kwasu moczowego
i galaktozaminy jest nastepnym czynnikiem zjadliwo-
$ci [57, 59]. Negatywne oddzialywanie na organizm
zwigzane jest z bezposrednim wptywem drobnoustroju
oraz produktow jego metabolizmu na komoérki tkanki
facznej i nablonka, a takze indukejg reakeji prozapal-
nej. Mimo ze etiopatogeneza zapalenia przyzebia nie
zostala w pelni wyjasniona, jednym z mediatoréw bio-
logicznych w patogenezie chorob jamy ustnej jest tlenek
azotu (NO) i jego metabolity [5, 12, 32, 37]. Wykazano,
ze P.gingivalis oprocz powodowania przewleklego
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stanu zapalnego w poczatkowej fazie zakazenia moze
by¢ czynnikiem przyczyniajgcym sie do rozwoju np.:
miazdzycy naczyn wiencowych, reumatoidalnego zapa-
lenia stawdw, zapalenia teczéwki i siatkowki, zapalenia
mies$nia sercowego, wsierdzia, a takze rozwoju cukrzycy
[45, 66, 67]. Istotnym czynnikiem zjadliwosci Porphy-
romonas jest lipopolisacharyd (LPS) o wlasciwosciach
endotoksyny. Lipopolisacharyd jest sktadnikiem blony
zewnetrznej bakterii (outer membrane, OM). Uwal-
niany z rozpadajacych si¢ komorek jest jedng z silniej-
szych substancji aktywujacych uklad immunologiczny.
LPS P. gingivalis hamuje aktywno$¢ fosfatazy zasadowe;j
(warunkuje mineralizacje kosci), alfa kolagenu typu I,
oraz produkcje osteokalcyny i komoérek macierzystych
z wiezadla trzyzgbnego, bioracych udzial w regeneracji
struktur zgba. Proteazy cysteinowe (gingipainy) biora
réwniez udzial w etiopatogenezie zapalen przyzebia.
Uczestnicza w procesie adhezji oraz niszcza sktadniki
C3 i C5 dopelniacza, immunoglobuliny klasy IgG,
IgM, IgA oraz inne biatka gospodarza jak: albumina,
transferyna, haptoglobina, hemopeksyna. Powoduja
destrukeje tkanek zawierajacych fibronektyne i kola-
gen, zaburzaja opsonizacje oraz uposledzaja chemo-
taksje granulocytéw obojetnochfonnych. Natomiast
inny enzym wytwarzany przez pateczki P. gingivalis,
deiminaza peptydyloargininy, odgrywa role w destruk-
cji tkanek dzigsta i mostkow kolagenowych w szczelinie
dzigslowej w zapaleniu przyzgbia. Koncowe produkty
przemian metabolicznych pateczek Porphynomonas jak
np. kwas mastowy, kwas propionowy, aminy, amoniak,
indol sa waznymi cytotoksynami hamujgcymi wzrost
i metabolizm komorek gospodarza. Lotne zwigzki
siarki (siarkowoddr, merkaptan metylu) wptywaja na
przepuszczalnos¢ komorek btony sluzowej i redukeje
syntezy kolagenu [31, 43, 62].

3.3. Prevotella

Wiele gatunkéw z rodzaju Prevotella nalezy do
fizjologicznej mikroflory bton $luzowych jamy ustnej
(P. melaninogenica, P. intermedia, P. oralis), przewodu
pokarmowego oraz drdég rodnych (P. disiens, P. bivia,
P.melaninogenica, P.buccae). Zachwianie réwnowagi
ilociowej i jako$ciowej mikrobiomu oraz translokacja
bakterii poza miejsce naturalnego bytowania skutkuje
zakazeniem. Prevotella nalezy do bakterii inwazyjnych,
powoduje infekcje wielobakteryjne. Gatunki nalezace
do tego rodzaju wspolnie z F. nucleatum majg zdolno$¢
do formowania biofilmu w postaci plytki nazg¢bne;j.
Zzakazeniami w stomatologii zwigzane sg przyczy-
nowo P. intermedia, P. melanogenica, P. oris i P. buccae.
P. intermedia jest przyczyna zapalenia dzigsel u kobiet
w cigzy i jednym z wazniejszych czynnikéw zapalenia
przyzebia [17, 26]. Z probek klinicznych pobranych od
pacjentow z problemami otorynolaryngologicznymi,

czgsto w przebiegu ostrego i przewleklego zapalenie
zatok, z ropni zamknietych czy okotomigdatkowych,
izolowane sg P.intermedia, P.ruminicola, P.brevis,
P.melaninogenica, P. oralis, P. bivia. Bakterie z rodzaju
Prevotella wywoluja bakteriemie, krwiopochodne zapa-
lenie kosci i stawow oraz uczestniczg w formowaniu
ropni np.: mdzgu i rzadziej w tkance plucnej. Paleczki
rodzaju Prevotella s3 czesto izolowane z zakazonych
ran powstalych po pogryzieniu przez czlowieka lub
zwierze [3, 28, 30]. P.melaninogenica, P.intermedia
i P. denticola wywotuja zachlystowe zakazenie ukladu
oddechowego. Do czynnikéw ryzyka wystapienia takiej
infekcji naleza: choroby przyzebia, cukrzyca, przewlekte
choroby ptuc, alkoholizm oraz nikotynizm [19, 24, 27,
30]. P. bivia, P.disiens, P.intermedia, P.loescheii oraz
P. melaninogenica izolowane sg z materialdw pobranych
w przebiegu zakazenia drég rodnych, zapalenie narzg-
dow miednicy mniejszej [25].

Czynniki zjadliwo$ci wytwarzane przez te bakterie
umozliwiajg kolonizacje (otoczka, fimbrie, adhezyny),
degradacje immunoglobulin (proteazy) oraz destrukcje
tkanek (hemaglutyniny, hemolizyny) [14, 17]. Niektére
gatunki majg zdolnos¢ wytwarzania bakteriocyn (nigre-
scyna), ktéra wykazuje aktywnos¢ przeciwko P. gingi-
valis, P. intermedia, Actinomyces spp. [46].

3.4. Fusobacterium

Bakterie z rodzaju Fusobacterium wchodza w skltad
normalnej mikroflory jamy ustnej, przewodu pokar-
mowego, wystepuja w drogach oddechowych i dro-
gach rodnych. Moga powodowa¢ zakazenia mieszane
z udzialem mikroflory tlenowej. Biorg udzial w zaka-
zeniach ropnych, izolowane sg z ropni ptuc, moézgu,
narzagdéw miednicy mniejszej oraz z krwi. Uczestnicza
w zakazeniach w obrebie jamy ustnej, takich jak: rop-
nie okotomigdatkowe, zapalenie gardla i migdatkow,
choroby przyzebia. Mogg by¢ przyczynowo zwigzane
z septycznym zapaleniem stawdw, zapaleniem wsier-
dzia, zapaleniem opon médzgowo-rdzeniowych [6-9,
15, 16, 18, 40].

Do gatunkoéw najistotniejszych klinicznie zaliczane
sq: F. nucleatum, F. necrophorum, F. mortiferum, F.va-
rium. Na podstawie badan homologii DNA i analizy
bialek komodrkowych w obrebie F. nucleatum wyod-
rebniono pig¢ podgatunkoéw, z ktdrych najczesciej izo-
lowany jest F. nucleatum subsp. nucleatum. Natomiast
w obrebie F. necrophorum wyodrebniono dwa podga-
tunki, z ktorych najistotniejszym jest F. necrophorum
subsp. necrophorum.

Obecnos¢ adhezyn u Fusobacterium umozliwia przy-
leganie do blon $luzowych. Bakterie posiadaja zdol-
no$¢ produkeji amoniaku i siarkowodoru z cysteiny
oraz melatoniny. F. necrophorum jest wybitnie inwa-
zyjnym patogenem. Posiada klasyczng endotoksyne



96 MARTA KIERZKOWSKA, ANNA MAJEWSKA, ANNA SAWICKA-GRZELAK, GRAZYNA MEYNARCZYK

(lipopolisacharyd) i chronigce przed ewazjg ukladu
immunologicznego leukotoksyny. Produkuje toksyny
dermonekrotyczne, cytotoksyny, hemolizyny. Bakte-
ria generuje takze substancje, takie jak: lotne zwigzki
siarki, enzymy proteolityczne i fosfatazy. Produkuje
hemaglutynine, ktéra prowadzi do agregacji plytek,
a w efekcie rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczy-
niowego i trombocytopenii. Aktywnos¢ plazminy na
powierzchni bakterii jest rowniez uznawana za wazny
czynnik zjadliwo$ci umozliwiajacy inwazje bakterii.
Wspotwystepujac z bakteriami tlenowymi, wykorzy-
stujacymi do wlasnych proceséw metabolicznych tlen,
korzystaja z obnizenia potencjalu oksydo-redukcyj-
nego. Zapewnia to bakteriom F. necrophorum dogodne
warunki do namnazania sie [17].

F. nucleatum bierze udzial w zakazeniach miesza-
nych, gléwnie w patogenezie choréb przyzebia. Obec-
nos$¢ adhezyny A (FadA), umozliwia przyleganie do
blon §luzowych. Waznym schorzeniem jest ostre mar-
twiczo-wrzodziejace zapalenie dzigsel (acute necroti-
zing ulcerative gingivitis - ANUG), zwykle spowodo-
wane brakiem higieny jamy ustnej, niedozywieniem,
chorobami ogdlnoustrojowymi czy zakazeniami wiru-
sowymi (np.: pierwotne opryszczkowe zapalenie jamy
ustnej i HIV). Czynnikami sprzyjajacymi sa réwniez:
nalogowe palenie tytoniu i stres psychiczny. Choroba
jest skutkiem wspotdziatania F. nucleatum, Treponema
vincentii, Treponema denticola, Prevotella intermedia
i Porphyromonas gingivalis. Charakterystycznym obja-
wem jest stan zapalny dzigsel z krwawieniem i owrzo-
dzeniem. Zmiany miejscowe pokryte sa bfong rzekoma
lub tkanka martwicza ztozong z leukocytow, erytro-
cytow, fragmentéw tkanek i drobnoustrojow. Chory
odczuwa metaliczny, nieprzyjemny smak w ustach.
Typowym objawem klinicznym jest réwniez cuch-
nacy zapach z ust [9, 51]. Diagnostyka ANUG opiera
sie na obserwacji specyficznych objawéw klinicznych.
Potwierdzeniem jest ocena preparatu mikroskopowego
z materiatu pobranego z wrzodziejacych zmian na dzig-
stach. Nieleczona choroba prowadzi do postaci prze-
wleklej — zgorzelinowego zapalenia jamy ustne;j.

Zgorzelinowe zapalenie jamy ustnej zwane noma
jest bardzo cigzka postaciag ANUG. Stan zapalny o cha-
rakterze zgorzeli obejmuje tkanki miekkie i kosci
w okolicach zuchwy, szczgki, nosa, i czasem okolice
podoczodotowe, co prowadzi do duzego ubytku tkanek
i powaznych znieksztalcen twarzy. Choroba dotyczy
glownie dzieci w wieku ponizej 10 roku zycia. Czyn-
nikami predysponujacymi s3: ubdstwo, niedobory
zywieniowe i towarzyszgce zakazenia wirusowe (np.
odra, $winka, zakazenie CMV lub HSV) lub bakteryjne
(np. gruzlica). Obecnie noma bardzo rzadko wystepuje
w krajach rozwinietych, natomiast zachorowania nadal
obserwowane sa w krajach Afryki Subsaharyjskiej. Zgo-
rzelinowe zapalenie jamy ustnej rozpoznawano wérod

wiezniow obozdw koncentracyjnych w Bergen-Belsen
i Auschwitz, u pacjentéw z HIV/AIDS i innych oséb
z glebokimi niedoborami odpornosci [4, 9, 16, 63].

Kompleks wrzecionowcdw z kretkami jamy ustnej
(F. necrophorum i Treponema vincentii) jest czynnikiem
etiologicznym anginy Plauta-Vincenta. Oba gatunki
stanowig fizjologiczna mikroflore jamy ustnej, ale
w wyniku nieprawidlowej higieny, niedoboréw zywie-
niowych oraz infekcji wirusowych, nadmiernie si¢
namnazaja, co moze doprowadzi¢ do zajecia migdatkow
podniebiennych i martwiczo-wrzodziejacego zapalenia
dzigset [6, 9, 13].

4. Podsumowanie

Beztlenowe paleczki Gram-ujemne to bakterie
oportunistyczne, ktére w przypadku obnizonej lokalnie
lub systemowo odpornosci lub na skutek translokacji
poza miejsce naturalnego bytowania powodujg zakaze-
nia. Bakterie te wytwarzajac liczne czynniki wirulencji,
z powodzeniem kolonizuja tkanki czlowieka, dokonuja
inwazji do wnetrza komoérek oraz unikaja odpowiedzi
immunologicznej. Poniewaz beztlenowce czgsto sa
zwigzane z powaznymi stanami chorobowymi szybkie
oraz wiarygodne rozpoznanie czynnika etiologicz-
nego niewatpliwie stanowi wyzwanie dla laboratorium
mikrobiologicznego.
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