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1. Wstęp

Człowiek nie jest sam – stwierdzenie to zdaje się 
najlepiej potwierdzać fakt, że ciało ludzkie stanowi nie-
zwykle bogaty i złożony układ ekologiczny, na który 
składa się ogromna liczba mikroorganizmów, chociaż 
bakterie stanowią zaledwie od 1% do 2% masy ciała 
człowieka. Dlatego uzasadnione jest używanie, w odnie-
sieniu do człowieka, określenia „superorganizm”, na 
którego genom składają się nie tylko geny H. sapiens, 
ale również geny naszych mikroskopijnych towarzyszy 
(tzw. mikrobiom). Komórek ludzkich w  organizmie 
człowieka jest dziesięć razy mniej niż komórek mikro - 
organizmów, a liczba genów mikroorganizmów kolo-
nizujących organizm człowieka stokrotnie przewyż-
sza liczbę genów genomu ludzkiego. Ogromna liczba 
komensali wywiera znaczący wpływ na funkcjonowanie 
ludzkiego organizmu, między innymi modulując dzia-
łanie układu immunologicznego, wpływając na prolife-
rację komórek nabłonkowych czy wzbogacając całko-
wity metabolom, co ma istotne znaczenia dla fizjologii 
i stanu zdrowia człowieka. 

Przeszkodą, która stoi na drodze do dokładnego 
zbadania tych mikroorganizmów jest fakt, że większość 

z nich jest niehodowalna ex vivo. Rozwiązanie tego pro - 
blemu przynosi metagenomika, dziedzina biologii 
odnosząca się do metod badań struktur i funkcji mikro-
biologicznych zbiorowisk i stwarzająca możliwość bezpo-
średniej analizy genomów. Termin metagenomika został 
zaproponowany przez prof. Jo Handelsman w roku 1998 
dla opisania strategii sekwencjonowania DNA izolowa-
nego bezpośrednio ze środowisk naturalnych [16].

Jednym z projektów metagenomowych jest HMP 
(Human Microbiome Project), który ma na celu 
dokładne zbadanie pięciu najważniejszych nisz mikro-
<ory człowieka. Jedną z nich jest populacja mikro-
organizmów bytujących w jelicie, która jest najliczniej-
sza i najbardziej różnorodna. Wykazano wiele korelacji 
pomiędzy zmianami w składzie tej mikro<ory a różnymi 
schorzeniami, głównie chorobami zapalnymi jelita, 
w  tym CD (Crohn’s disease, choroba Leśniowskiego-
-Crohna), nieswoistego, przewlwklego procesu zapal-
nego ściany przewodu pokarmowego (zwykle końco-
wego odcinka jelita krętego i początkowego odcinka 
okrężnicy) o  niezwykle złożonej etiologii. Uważa się, 
że do rozwoju choroby mogą przyczyniać sie czynniki 
zakaźne, autoimmunologiczne, środowiskowe, gene-
tyczne, alergiczne i psychosomatyczne. Obserwowane 
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objawy kliniczne choroby to bóle brzucha, przewlekła 
biegunka, krwawienie oraz zaburzenia wchłaniania [30].

Obecna praca omawia rolę, jaką spełniają bakterie 
jelitowe w indukcji chorób zapalnych na przykładzie 
CD w oparciu, między innymi, o dane uzyskane z ana-
liz metagenomowych realizowanych w ramach HMP.

2. Podłoże genetyczne i immunologiczne CD

W świetle niedawno opublikowanych danych wiado-
mym już jest, że wystąpienie CD jest głównie wynikiem 
nieprawidłowych oddziaływań pomiędzy mikro<orą 
jelitową a  układem immunologicznym śluzówki jelit. 
Analizowane są dwie hipotezy opisujące to zjawisko. 
Pierwsza z nich za przyczynę wystąpienia objawów cho-
robowych uznaje nieprawidłowe funkcjonowanie sys-
temu immunologicznego. Zwolennicy drugiej hipotezy 
uważają, że zmiany w składzie mikroorganizmów jeli-
towych powodują obniżenie tolerancji ze strony układu 
immunologicznego. Istotną rolę w  rozwoju choroby 
odgrywa także obniżenie szczelności bariery nabłon-
kowej śluzówki [51]. Najprawdopodobniej wystąpienie 
zaburzeń ma wielorakie przyczyny.

2.1. Podłoże genetyczne
 choroby Leśniowskiego-Crohna

Wśród 71 loci predysponujących do zachorowania na 
CD, największe znaczenie wydają się mieć polimorfizmy 
w obrębie genu NOD2/CARD15 (nucleotide-binding 
oligomerization caspase recruitment domain 15) [13]. 
Jego białkowy produkt to wewnątrzkomórkowy receptor 
należący do grupy PRR (pattern recognition receptor), 
zawierający na N-końcu dwie domeny CARD, central-
nie położoną domeną NBD (nucleotide binding domain) 
oraz rejon bogaty w powtórzenia leucynowe, tzw. LRR 
(leucine rich region) [19]. Białko NOD2 jest zaangażo-
wane w regulację wytwarzania czynników prozapalnych 
zależnych od NF-κB (nuclear factor κB) w odpowiedzi 
na stymulację przez fragmenty bakteryjnego peptydo-
glikanu [20]. Rozpoznanie ligandu skutkuje indukcją 
szlaków transdukcji sygnału czego końcowym rezulta-
tem jest aktywacja NF-κB [23] – kluczowego czynnika 
transkrypcyjnego, odpowiedzialnego za uruchomienie 
ekspresji genów związanych z indukcją stanu zapalnego. 

Zidentyfikowano trzy niezależne, jednonukleotydowe 
polimorfizmy NOD2: Arg702Trp, Gly908Arg i  Leu-
1007fsinsC uznawane za czynniki ryzyka wystąpienia 
CD [17]. Polimorfizmy te znajdują się w obrębie frag-
mentu genu kodującego domenę LRR białka lub w jego 
pobliżu [18], skutkiem czego następuje nieprawidłowe 
rozpoznanie ligandów mikroorganizmów [21]. Wzrost 
ryzyka rozwoju CD dla homozygot niosących te warianty 
genu NOD2 może być nawet czterdziestokrotny [62]. 

Z drugiej strony, niektóre dane eksperymentalne 
zaprzeczają znaczeniu polimorfizmów NOD2 w induk-
cji CD. Wykazano podwyższoną aktywność NF-κB 
w makrofagach blaszki właściwej jelita dotkniętego CD 
[59] a penetracja tego genu jest względnie niewielka, 
nawet u osób posiadających dwa zmutowane warianty 
NOD2 [18].

Otrzymane dane eksperymentalne dowodzą, że SNPy 
(single-nucleotide polymorphism) genu NOD2 nie są 
jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za wystąpienie 
objawów chorobowych a wyjaśnienie przyczyn tej cho-
roby wymaga dalszych badań – zwłaszcza, że istnieje aż 
71 loci predysponujących do zachorowania na CD [13].

2.2. Defensyny

W funkcjonowaniu wrodzonego układu odpornoś-
ciowego bardzo istotną rolę odgrywają działające 
w świetle jelita defensyny będące przeciwdrobnoustro-
jowymi peptydami (AMP – antimicrobial peptides) 
wytwarzane przez różnorodne komórki wielu tkanek 
różnych organizmów. Defensyny są małymi (3–5 kDa) 
peptydami przeciwdrobnoustrojowymi o  strukturze 
β-harmonijki, zawierającymi zwykle sześć reszt cyste-
inowych połączonych trzema mostkami dwusiarczko-
wymi. Obecnie znamy około 550 defensyn, należących 
do trzech klas: α-, β-, i θ-różniących się strukturą i liczbą 
mostków dwusiarczkowych [65]. Wystąpienie CD jest 
wyraźnie związane z deficytem tych małych peptydów 
o aktywności przeciwbakteryjnej [64]. Zarówno w typie 
choroby, który dotyczy jelita krętego, jak i w typie doty-
czącym okrężnicy wykazano obniżony poziom aktyw-
ności antybakteryjnej ekstraktów peptydowych z bio-
p sji [35]. Jednakże, w zależności od rejonu, w którym 
rozwinął się stan zapalny, deficyt ten dotyczył defensyn 
różnych klas [64]. 

Jeden z godnych uwagi modeli patogenezy CD przyj-
muje, że nadmierna liczba komórek bakterii związana 
z  obniżeniem poziomu defensyn zaburza równowagę 
pomiędzy mikro<orą a nabłonkiem, i  skutkuje inten-
sywnymi procesami adhezji bakterii do powierzchni 
nabłonka, dokonaniu inwazji i wywołaniu stanu zapal-
nego [64]. Mechanizm, w  jaki bakterie wpływają na 
obniżenie poziomu produkowanych w jelicie defensyn 
pozostaje nadal nie całkiem wyjaśniony. Wykazano np. 
że Shigella "exnerii moduluje poziom ekspresji genów 
kodujących przeciwdrobnoustrojowe peptydy wykorzy-
stując białka układu sekrecyjnego typu III [49].

2.3. Nabłonkowa bariera jelitowa

Utrzymanie właściwej homeostazy w przewodzie 
pokarmowym jest zależne od prawidłowego funkcjo-
nowania nabłonkowej bariery jelitowej, która oddziela 
przestrzeń układu pokarmowego od tkanek gospodarza, 
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jednocześnie umożliwiając oddziaływania pomiędzy 
nimi – np. pozwalając na interakcje pomiędzy mikro-
organizmami a układem immunologicznym [32].

Nabłonek jelitowy chorych na CD cechuje zwięk-
szona przepuszczalność [39], co koresponduje z odkry-
ciem zjawiska redystrybucji białek AJC (apical junc-
tional complex) – istotnego regulatora funkcji bariery 
nabłonkowej [15]. 

K o s o v a c  i wsp. wykazali, że obecność zmutowa-
nego wariantu genu NOD2 jest związana z translokacją 
komórek drobnoustrojów (i/lub ich składników) przez 
śluzówkę jelitową, objawiającą się wzmożoną akty-
wacją szlaku prozapalnego zależnego od NF-κB [24]. 
Natomiast z badań wykonanych z wykorzystaniem linii 
komórkowych wiemy, że stan zapalny prawdopodobnie 
wpływa niszcząco na jelitową barierę nabłonkową [43].

Dokonując syntezy powyższych informacji, należy 
zaznaczyć, że omawiane schorzenie jest wynikiem utraty 
regulacji odpowiedzi immunologicznej wobec komen-
salnych mikroorganizmów jelita grubego, na co składa 
się wiele czynników – nieprawidłowe rozpoznanie 
bakterii (dysfunkcja NOD2) i nieprawidłowa sekrecja 
defensyn prowadzą do naruszenia bariery nabłonkowej, 
a to z kolei promuje stan zapalny, ponieważ bakteryjne 
antygeny ze światła jelita dostarczane są komórkom 
immunologicznym i odpowiednim receptorom.

3. Rola mikro&ory jelit w indukcji CD

Dane eksperymentalne otrzymane podczas realizacji 
pierwszych etapów projektu HMP wskazują, że kompo-
zycja mikroorganizmów kolonizujących jelita danego 
osobnika jest powiązana jest z jego stanem fizjologicz-
nym. Zmiany ilościowe, jakościowe i związane z lokali-
zacją poszczególnych grup bakterii wchodzących w skład 
mikro<ory jelitowej przypuszczalnie powodują niepra-
widłową stymulację układu immunologicznego. Dlatego 
tak istotna jest dokładna i kompleksowa analiza mikro-
<ory jelitowej. Zgodnie z zamierzeniem HMP będzie 
ona przeprowadzona przy użyciu technik metagenomo-
wych. Jednym z celów projektu HMP jest znalezienie 
odpowiedzi na pytanie, czy dana kompozycja i propor-
cje drobnoustrojów kolonizujących konkretny obszar 
jelit determinują rozwój chorób zapalnych, takich jak 
CD. Wiedza zdobyta w szczegółowych badaniach składu 
mikro<ory potencjalnie będzie mogła być wykorzystana 
zarówno w diagnostyce jak i terapii choroby, w projekto-
waniu leków w postaci pre-, pro- i synbiotyków.

3.1. Zmiany dysbiotyczne

Nieodłącznym zjawiskiem związanym z występo-

waniem CD oraz innych chorób zapalnych jelit są zna-
czące zmiany w składzie mikro<ory, czyli tzw. dysbioza 
[22, 42, 53].

Techniki wykorzystujące sekwencje nukleotydowe 
genów 16S rRNA udokumentowały, że sekwencje nukle-
otydowe charakterystyczne dla typów Firmicutes i Bacte-
roidetes stanowią ponad 98% wszystkich analizowanych 
w  tych badaniach [10]. Dalsze eksperymenty wyka- 
zały, że wystąpienie CD jest skorelowane ze spadkiem 
liczby Gram-dodatnich bakterii typu Firmicutes (szczegól- 
nie grupy Clostridium leptum) oraz wzrostem liczby 
drobnoustrojów typu Bacteroidetes, obejmującego bak-
terie Gram-ujemne [2, 61], jak również z występowa-
niem nowych, jak dotąd niesklasyfikowanych gatunków, 
których liczba przewyższała liczbę występującą w grupie 
kontrolnej nawet trzykrotnie [28]. 

Niewykluczone jest, że efektem zmniejszenia liczby 
bakterii Gram-dodatnich jest kompensacyjny wzrost 
liczby bakterii Gram-ujemnych, które silniej oddziałują 
na układ immunologiczny ze względu na obecność lipo-
polisacharydu [28]. Co więcej, metagenomowy „screen-
ing” mikro<ory chorego jelita pacjentów dotkniętych 
CD wykazał, że zawiera ona wiele niepatogennych bak-
terii, które w sposób wzmożony wpływają na ludzki 
układ odpornościowy, np. Bacteroides vulgatus [27], jak 
również charakteryzuje się zmniejszoną liczbą bakterii 
„protekcyjnych”, wykazujących właściwości przeciwza-
palne, np. Faecalibacterium prausnitzii (dawniej Fuso-
bacterium prausnitzii) [22, 53].

Jednocześnie ze stwierdzonym spadkiem liczby 
przedstawicieli typu Firmicutes, zaobserwowano zre-
dukowaną liczbę bakterii gatunków Clostridium leptum 
i Clostridium coccoides, które należą do wymienionego 
typu [2, 28]. Bakterie rodzaju Clostridium grupy XIVa 
i IV produkują duże ilości maślanu [3], który nie tylko 
pełni niezwykle ważną rolę źródła energii dla kolonocy-
tów [41], ale wpływa także na zahamowanie aktywności 
czynnika NF-kB – tym samym obniżając poziom cyto-
kin prozapalnych [44]. Co więcej, indukując produkcję 
mucyny i antybakteryjnych peptydów oraz wzmacnia-
jąc ścisłe połączenia pomiędzy komórkami nabłonka, 
poprawiają wydatnie stan bariery śluzówkowej [59]. 
Nieprawidłowe ilości maślanu rzutują również na proli-
ferację innych gatunków drobnoustrojów u osób cierpią-
cych na omawianą chorobę. Spadek liczby mikroorga-
nizmów rodzaju Clostridium odnotowano u pacjentów 
z remisją CD, co sugeruje, że zmiana ta jest pierwotna 
i wpływa na późniejsze perturbacje mikro<ory oraz na 
rozwój stanu zapalnego [28].

Wartym uwagi przedstawicielem grupy IV rodzaju 
Clostridium jest gatunek Faecalibacterium prausnit-
zii, którego ilościowy spadek w porównaniu do osób 
zdrowych, został wykryty u pacjentów z aktywną cho-
robą Leśniowskiego-Crohn’a [22, 53]. Redukcję liczby 
komórek tego gatunku drobnoustrojów skorelowano 
ze zwiększonym ryzykiem pooperacyjnego nawrotu 
CD obejmującego jelito kręte. Dodatkowo, bakterię tę 
charakteryzują dwie cechy, których brak jest koherentny 
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z patologią CD – F. prausnitzii wykazuje bowiem aktyw-
ność przeciwzapalną oraz posiada zdolność produkcji 
maślanu [48].

Odpowiednio wysoki poziom różnorodności mikro-
<ory jelitowej jest niezwykle ważny, ponieważ wywołuje 
redundancję pełnionych przez bakterie funkcji, która 
gwarantuje przeprowadzanie kluczowych procesów 
w tym środowisku [31]. Generalnie akceptowany jest, 
bazujący na wynikach metagenomowych badań porów-
nawczych, pogląd, że mikro<ora osób cierpiących na 
choroby zapalne jelita odznacza się mniejszą różnorod-
nością w porównaniu do mikro<ory kolonizującej jelita 
zdrowego człowieka. Dotyczy to zarówno mikroorga-
nizmów fekalnych jak i  tych związanych ze śluzówką, 
tworzących biofilm [42, 46]. W  przypadku biofilmu 
osób cierpiących na CD, po ustaleniu jego bioróżnorod-
ności na podstawie analiz nukleotydowych sekwencji 
genu 16S rRNA, wykazano, że jest on znacznie uboż-
szy w gatunki bakterii niż biofilm pochodzący od osób 
zdrowych. Badacze podejrzewają, że powodem niskiego 
poziomu różnorodności mikro<ory przylegającej do 
śluzówki są zakłócające równowagę mikrobiologiczną 
przemiany metaboliczne [36]. 

Porównano także stan mikrobiologiczny bioptatów 
pochodzących z tkanek osób zdrowych i tkanek osób 
chorych: tych dotkniętych stanem zapalnym oraz bez 
stanu zapalnego. Najwyższy poziom różnorodności 
mikro biologicznej wykazuje zdrowa tkanka osoby 
chorej a najniższy – tkanka, w której rozwinął się stan 
zapalny. Sugeruje to, że wraz z rozwojem odpowiedzi 
immunologicznej skład mikro<ory ulega zubożeniu, 
mimo, że pierwsze zmiany patologiczne wywoływały 
wzrost różnorodności mikrobiologicznej. S e p h e r i 
i  wsp. interpretując przedzapalny etap podniesienia 
poziomu różnorodności, wskazują na rekrutację przej-
ściowej populacji mikroorganizmów, które mogą mieć 
kluczowe znaczenie w patogenezie CD [46].

Pierwsze dane eksperymentalne wskazują na obniże-
nie liczby komórek także innych gatunków drobnoustro-
jów zaobserwowany u chorych na CD. Należą 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 także wzrost liczby bakterii przed-
stawicieli typów Proteobacteria, Actinobacteria [12], 
rodziny Enterobacteriaceae, oraz gatunków Eubacterium 
halii, E. cylindroides [53] i Ruminicoccus gnavus [22].

Bezwzględnie, analizując zmiany dysbiotyczne mi kro- 
 <ory chorych na CD należy uwzględnić zmiany składu 
drobnoustrojów w czasie. Wykazano, że mikro<ora osób 
chorych na CD jest mniej stabilna niż osób zdrowych. 
Badacze koncentrują się w szczególności na analizie 
zmian liczby bakterii rodzajów Clostridium i Bactero-
ides. Porównanie kompozycji mikro<ory osób z aktywną 

chorobą do składu mikro<ory osób z jej remisją możne 
ułatwić identyfikację grup bakterii mających istotny 
udział w rozwoju stanu zapalnego [43].

Kilka grup badawczych w sposób niezależny udo-
kumentowało ostatnio, że rozwój CD może być zwią-
zany z występowaniem niektórych szczepów gatunku 
E. coli [29, 52], co znalazło potwierdzenie w analizach 
metagenomowych (identyfikacja 16S rDNA E. coli) 
[4]. Analiza bioptatów okrężnicy pobranych od osób 
dotkniętych CD wykazała obecność wielu drobnoustro-
jów wewnątrz warstwy śluzówkowej, z czego ponad 50% 
stanowiły bakterie gatunku E. coli [29]. U osób zdro-
wych ten gatunek drobnoustrojów stanowi mniej niż 
1% ogólnej mikro<ory jelitowej [40]. Dodatkowo, zna-
czenie E. coli w przebiegu CD potwierdza fakt znacznie 
podwyższonego poziomu przeciwciał skierowanych 
przeciwko <agelinie tego mikroorganizmu u osób cho-
rych [48]. E. coli wykrywana w tkankach pacjentów 
cierpiących na CD należy do grupy filogenetycznej B2 
i D [25] i charakteryzuje się wieloma nietypowymi wła-
ściwościami fenotypowymi/genotypowymi. Biorąc pod 
uwagę nietypowe patogenne właściwości tej bakterii, 
nadano jej nazwę AIEC (adherent-invasive Escherichia 
coli) i  uznano ją za nowy patotyp gatunku E. coli [5]. 
Komórki tego wiro/patotypu E. coli są zdolne do adhe-
zji i inwazji do komórek nabłonka śluzówki na drodze 
makropinocytozy. W procesach adhezji i inwazyjności 
istotną rolę odgrywają dwa receptory komórek nabłon-
kowych, białko CEACAM6 (carcinoembrionic antigen-
-related cell-adhesion molecule) i  białko opiekuńcze 
GP96, oraz wytwarzane pęcherzyki błony zewnętrz-
nej OMV (outer membrane vesicles) dostarczające do 
komórek nabłonkowych białka bakteryjne. Nadekspre-
sja genu kodującego CEACAM6 może być cechą pre-
dysponująca do wystąpienia CD [42]. Po indukcji lizy 
błony endosomu bakterie namnażają się w cytoplazmie 
komórek gospodarza. AIEC E. coli pokonuje barierę 
śluzówki jelit także przez komórki M kępek Peyera [40] 
a pierwsze uszkodzenia tkanek w CD dotykają właśnie 
rejonu kępek Peyera [14]. W warstwie podśluzówkowej, 
komórki bakteryjne dokonują inwazji makrofagów i bez 
przeszkód proliferują w  ich wnętrzu –  zademonstro-
wano tę ich cechę zarówno w eksperymentach wykona-
nych in vitro [6] jak i in vivo [26]. Inwazja nie powoduje 
apoptozy wspomnianych komórek żernych, jednakże 
charakteryzują się one zaburzoną sekrecją cytokiny 
prozapalnej TNF-α (tumour necrosis factor alpha), pod-
wyższonym poziomem wydzielania IL-23 i obniżonym 
IL-10. Zmiany te mogą mieć udział w  wywoływaniu 
stanu zapalnego [7]. Szczepy AIEC prawdopodobnie 
odgrywają rolę w początkowych stadiach rozwoju cho-
roby [46], można je więc uznać za pierwotny czynnik 
etiologiczny CD. Wielu nowych informacji dostarczyła 
pełna sekwencja nukleotydowa genomu AIEC, na który 
składa się chromosom o wielkości 4.77 Mb i plazmid 
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o wielkości 108 Kb. Organizacja genomu tego patotypu 
jest podobna do genomów innych patotypów E. coli 
– głównie do genomu szczepów APEC (avian pathogenic 
E. coli). Genom AIEC zawiera cztery wyspy patogenności 
(PAI I–IV), które kodują m.in. białka systemu sekrecji 
typu IV, białka fimrbiopodobne, adhezynę FimH, prote-
azy serynowe, białka wykorzystywane w procesie inwazji, 
czynnik specyficzny dla kępek Peyera (Peyer’s patch-
-specific factor) oraz białka o niepoznanej funkcji [33]. 
Przeprowadzone ostatnio eksperymenty porównawczej 
genomiki dostarczyły odmiennych danych dotyczących 
wirotypów E. coli kolonizujących jelita pacjentów cho-
rych na CD. Autorzy porównali metodami hybrydyza-
cji genomy trzynastu szczepów E. coli izolowanych od 
pacjentów ze stanami zapalnymi jelit (IBD – in<amma-
tory bowel disease), w tym CD, z sekwencjami nukleoty-
dowymi trzydziestu jeden komensalnych i patogennych 
E. coli o zsekwencjonowanych genomach. Wyniki ekspe-
rymentów wskazują na heterogenność populacji E. coli 
izolowanych od chorych, co może oznaczać trudności 
w  identyfikacji markerów genetycznych przydatnych 
w diagnozie choroby [61].

Nie tylko adherento-inwazyjne szczepy E. coli znaj-
dują się na liście potencjalnych czynników etiologicznych 
CD. Wśród innych wymienić można Listeria monocyto-
genes, Helicobacter pylori [11], Chlamydia pneumoniae 
[8]. Kontrowersyjne są dane eksperymentalne doty-
czące udziału fakultatywnego wewnątrzkomórkowego 
patogenu Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 
w indukcji CD. W zależności od grupy badawczej i zasto-
sowanej techniki wykrywania patogenu stwierdzano jego 
obecność lub brak u osób chorych [1]. Dodać też można, 
że pomimo niekiedy bardzo silnych korelacji obecności 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis z wystę-
powaniem CD, terapie skierowane przeciwko tej bakterii 
nie przynoszą poprawy zdrowia pacjentów [58]. Z dru-
giej strony udokumentowano wysoki poziom przeciwciał 
specyficznych w stosunku do antygenów tego gatunku 
bakterii w surowicy chorych[34]. 

Pomimo wielu wnikliwych badań dotyczących dys-
biozy, nadal trudno jest jednoznacznie stwierdzić, czy 
jest ona przyczyną stanu zapalnego, czy też jedynie 
wtórnym efektem zmian chorobowych [57]. Badania, 
wykazujące zmiany dysbiotyczne u osób zdrowych spo-
krewnionych z chorymi na CD [22] zdają się przechy-
lać szalę wagi na korzyść teorii, mówiącej o dysbiozie 
jako przyczynie choroby i świadczą o wpływie czynni-
ków genetycznych bądź środowiskowych na jej rozwój 
[57], aczkolwiek pełne wyjaśnienie problemu wymaga 
dalszych badań. Jak dotąd udało się stwierdzić, że: 
a)  skomplikowana, ale zrównoważona pod względem 
składu gatunkowego mikro<ora, której kompozycja 
ulega zaburzeniu, wykazuje zakłócone relacje pomię-
dzy specyficznymi grupami bakteryjnymi; redukcja 
pewnej grupy bakterii pociąga za sobą wzrost liczby 

bakterii innej grupy, co może mieć negatywny wpływ 
na zdrowie gospodarza, b) nieprawidłowe ilości (niedo-
bór lub nadmiar) pewnych substancji produkowanych 
przez mikroorganizmy jelitowe mają wpływ na organizm 
gospodarza, c) anomalie w zwykle stabilnej kompozy-
cji mikro<ory utrudniają gospodarzowi rozpoznawanie 
mikroorganizmów jako „swoich”, d) zmiany dysbiotyczne 
charakterystyczne dla CD zdają się również dotyczyć 
wzrostu liczby bakterii o wzmożonej sile oddziaływania 
na układ immunologiczny. Jednocześnie, obserwuje się 
spadek liczby bakterii, które posiadają właściwości łago-
dzące w odniesieniu do stanu zapalnego.

Dalsze badania powinny także ustalić czy rzeczy-
wiście konkretny patogen może indukować zmiany 
dysbiotyczne w normalnej mikro<orze. Najbardziej 
wiarygodną wydaje się hipoteza wskazująca na adhe-
rento-inwazyjne szczepy E. coli jako istotny czynnik 
etiologiczny rozwoju CD.

3.2. Organizacja przestrzenna mikroorganizmów
 &ory jelit

Żeby dokładnie scharakteryzować mikro<orę jeli-
tową, wiedzę o jej kompozycji warto dopełnić informa-
cją o usytuowaniu poszczególnych grup mikroorganiz-
mów w przestrzeni. 

Techniki, które pozwalają na takie badania wymagają 
przeprowadzenia na próbce biopsyjnej FISH (Fluore-
scent In Situ Hybridization), wizualizacji za pomocą 
barwnika DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole), foto-
dokumentacji i kwantyfikacji. Dzięki użyciu wielu sond 
specyficznie wykrywających przedstawicieli różnych 
grup bakteryjnych i odpowiednio przygotowanego biop-
tatu, można z łatwością określić miejsce bytowania danej 
grupy bakterii. Co więcej – równoczesne użycie dodat-
kowych barwników obok DAPI, daje możliwość zbada-
nia relacji przestrzennych pomiędzy danymi grupami 
mikroorganizmów, jak również pozwala na porównanie 
ich rozmieszczenia w stosunku do makroskopowych 
zmian tkankowych [53, 55].

U cierpiących na CD istotne znaczenie ma analiza 
biofilmu, jako że bakterie tworzące biofilm bezpośred-
nio oddziałują z żywą tkanką. Porównanie danych eks-
perymentalnych otrzymanych z użyciem metody FISH 
ze zmianami makroskopowymi, wykazało, że integral-
ność i  grubość biofilmu wzrastały wraz ze wzrostem 
koncentracji bakterii śluzówkowych [52]. Ponadto, 
sygnały sond wykrywających przedstawicieli grupy Bac-
teroides w biofilmie stanowiły nawet do 80% wszystkich 
sygnałów wykrywających bakterie zaadherowane do 
śluzówki, z czego najczęściej pojawiającym się mikro-
organizmem był gatunek Bacteroides fragilis [55] – mikro-
organizm podejrzany o udział w wywoływaniu CD 
[38]. Wykazano również obecność adherentnych E. coli, 
które występowały w postaci miejscowych, niemalże 
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jednorodnych prążków (ang. band) – jednakże tylko 
u niektórych pacjentów. W obrębie biofilmu pojawiały 
się także w mniejszych, ale nadal znaczących ilościach 
takie gatunki bakterii jak Eubacterium rectale, Entero-
coccus faecalis i Faecalibacterium prausnitzii (dawniej 
Fusobacterium prausnitzii) [55]. 

Bazując na technice FISH, S w i d s i n s k i  i wsp. 
odkryli wiele interesujących różnic pomiędzy dystalną 
a  proksymalną częścią okrężnicy zdrowych myszy, co 
może mieć znaczenie przy badaniu chorób zapalnych 
jelita grubego [53]. Mikroorganizmy obu regionów róż-
nią się między sobą przede wszystkim położeniem wzglę-
dem ścianki jelita. O ile w proksymalnej części okrężnicy 
drobnoustroje komensalne cechuje bezpośredni kontakt 
ze ścianką, tak w części dystalnej sytuacja jest odwrotna. 
Wziąwszy pod uwagę fakt, iż zapalenie jelita grubego 
częściej dotyka regionu dystalnego okrężnicy [21], 
wysunięto przypuszczenie, że owa styczność mikroorga-
nizmów do ścianki jelita jest czynnikiem wpływającym 
na wytworzenie tolerancji organizmu gospodarza [53].

Skład mikro<ory fekalnej i zasocjowanej ze śluzówką 
różni się nie tylko pod względem kompozycji jakościo-
wej, ale również ilościowo. Technika FISH z  użyciem 
sond uniwersalnych (wykrywających z założenia 16S 
rRNA wszystkich bakterii), wykazała wyższą koncentra-
cję komórek bakteryjnych przylegających do śluzówki 
u pacjentów z CD w porównaniu do grupy kontrolnej 
[52, 55], w  dodatku zwiększającą się wraz z stanem 
zaawansowania odczynu zapalnego [52]. Przeciwne zja-
wisko, tj. zmniejszenie liczby bakterii, zaobserwowano 
przy szacowaniu liczby komórek bakteryjnych masy 
fekalnej okrężnicy [53].

4. Przyszłość metagenomiki w badaniu CD

Całościowe analizy materiału genetycznego danego 
środowiska, czyli metagenomika, bez wątpienia dostar-
czyły cennych danych dotyczących mikro<ory jelit 
dotkniętych stanem zapalnym, a jej przyszły wkład 
w zrozumienie procesów indukcji choroby bez wątpie-
nia może okazać się znaczący. Niżej podano przyszłe 
cele badań metagenomowych mogących przyczynić się 
do zrozumieniu patogenezy CD [25, 37]. Obejmują one: 
a) zdefiniowanie na różnych poziomach rozdzielczości 
lokalizacji mikroorganizmów w jelitach; przeprowadze-
nie badań porównawczych zmian przestrzennego roz-
mieszczenia mikroorganizmów, b) opracowanie strategii 
badania ludzkiej mikro<ory przeniesionej do jelit gno-
tobiotycznych myszy, c) przeprowadzenie systemowych 
analiz meta-proteomicznych, meta-transkryptomicz-
nych i meta-metabolomicznych populacji mikroorga-
nizmów jelita, e)  przeprowadzenie badań mikro<ory 
bliźniąt jednojajowych różniących się występowaniem 
nieswoistej choroby zapalnej jelita, f)  identyfikacja 

biomarkerów różnych stadiów CD i wykorzystanie ich 
w ocenie ryzyka zapadalności na CD, określaniu fazy 
choroby, przewidywaniu i indywidualizacji terapii.

5. Podsumowanie

Ogólnym celem badań dotyczących przebiegu pato- 
genezy CD jest zrozumienie interakcji bakterii z gospo-
darzem. Istotnym elementem tych badań jest charakte-
rystyka mikro<ory w stanie dysbiozy jelitowej i połą-
czenie tych zmian z dysfunkcją nabłonka, zaburzonym 
usuwaniem bakterii i zmianami genotypu gospodarza 
skutkującymi zachwianiem procesów immunoregula-
cyjnych. Należy także wyjaśnić, czy pierwotnym inicja-
torem choroby są bakterie czy nieprawidłowo funkcjo-
nujący układ immunologiczny. Innowacyjność podejścia 
metagenomicznego w badaniach nad patogenezą tego 
schorzenia polega na ucieczce od tradycyjnego zawęża-
nia uwagi do jednego gatunku bakterii (głównie pato-
gennych), stanowiących czynnik etiologiczny danej 
choroby, na rzecz złożonych badań ekologicznych całej 
populacji mikroorganizmów. Patologiczne zmiany są 
bowiem wypadkową interakcji w obrębie mikro<ory, 
obejmującej zarówno gatunki drobnoustrojów komen-
salnych jak i patogennych, oraz statusu immunologicz-
nego i genetycznego gospodarza.

Poznanie sekwencji nukleotydowych materiału gene - 
 tycznego jelitowych populacji mikroorganizmów nie 
tylko umożliwia zidentyfikowanie poszczególnych szcze- 
bli taksonomicznych prokariotów, ale również daje oka-
zję do stworzenia katalogu genów i  odpowiadającym 
im funkcji. Wielowymiarowość badań z  pewnością 
poszerza możliwość skorelowania zmian dysbiotycznych 
z funkcjami mikroorganizmów, lokalizacją danej popu-
lacji bakterii, jak również pozwoli prowadzić badania 
stabilność mikro<ory. 

Skoro genom w całości determinuje fenotyp danego 
organizmu, czyż metagenomika nie stanowi idealnego 
klucza do niezwykle dokładnego i  wszechstronnego 
opisu ludzkiej mikro<ory? Bez cienia wątpliwości 
można powiedzieć, że to prawda, choć jednocześnie 
trzeba mieć na uwadze fakt, że dziedzina ta znajduje 
się dopiero na początku swej fascynującej drogi, która 
niewątpliwie przyczyni się do rozwoju nauki, w tym 
lepszego zrozumienia wpływu mikroorganizmów na 
stan zdrowia człowieka. 
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