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Staphylococcus prettenkoferi — wtasciwosci biochemiczne, metody
identyfikacji gatunku i znaczenie kliniczne

Staphylococcus prettenkoferi — biochemical properties, methods of species
identification and clinical significance

Kinga Markowska, Marta Kierzkowska®, Dariusz Kawecki, Anna Majewska

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Staphylococcus pettenkoferi wyizolowano po raz pierwszy z posiewu krwi
od 25-letniego chorego, u ktérego wystepowala goraczka o nieustalonej
etiologii. Na podstawie analizy piSmiennictwa mozna uznaé, ze jest drob-
noustrojem oportunistycznym, skladnikiem mikrobiomu czlowieka oraz
wystepuje w Srodowisku szpitalnym. Powoduje zakaZenia lozyska naczy-
niowego. Wykazano jego zwiazek etiologiczny z zakazeniem koSci i szpiku
kostnego. Gatunek ten izolowano réwniez od zwierzat i ich otoczenia.

Stowa kluczowe: bakteriemia, gronkowce koagulazo-ujemne, spektrometria masowa,
Staphylococcus pettenkoferi,

ABSTRACT
Staphylococcus pettenkoferi was first isolated from blood culture a 25-years-old patient
with fever of unknown etiology. Based on the literature analysis, it was found that it is
an opportunistic microorganism. It causes blood stream infections and was an causative
agent of osteomyelitis. Staphylococcus pettenkoferi is a component of the human
microbiome, was found in a hospital environment and was also isolated from animals and
their surroundings.

Key words: bacteremia, coagulase-negative staphylococcus, mass spectrometry,
Staphylococcus pettenkoferi,

* Autor korespondujacy
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WSTEP

Gronkowce koagulazo-ujemne (CNS) to licznie reprezentowana grupa Gram-
-dodatnich ziarenkowcow, ktore powszechnie wystepuja w Srodowisku. Wiele gatun-
kéw kolonizuje zwierzeta oraz stanowi mikrobiom czltowieka. CNS zasiedlajg skore
i blony $§luzowe, zwlaszcza w jamie nosowo-gardtowej i w okolicy odbytu, wystepuja
takze w przewodzie pokarmowym i pochwie. Uznawane sg za bakterie o niskim po-
tencjale patogennym, ale w okreslonych warunkach (zaleznych od gospodarza, zjadli-
wosci szczepu, czy tez w przypadku translokacji poza miejsce naturalnego bytowania,
np. po przerwaniu cigglo$ci tkanek) moga wywolywaé zakazenia oportunistyczne (16).
W przebiegu zakazen u ludzi najczesciej izolowane sg nastepujace gatunki CNS: S. epi-
dermidis, S. saprophyticus, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. auricularis, S. capitis, S. ha-
emolyticus, S. hominis, S. simulans 1 S. warneri. CNS moga by¢ etiologicznie zwigzane
z zapaleniem wsierdzia, drég moczowych, zapaleniem kosci i szpiku, opon moézgowych,
ptuc, ucha, wnetrza gatki ocznej, zakazeniem rany. Translokacja bakterii do tozyska na-
czyniowego moze spowodowac bakteriemi¢ i seps¢. W patologii tymi drobnoustrojami
nalezy uwzgledni¢ takze zakazenie zwigzane z obecnoscia cewnikow naczyniowych (cat-
heter-related bloodstream infection; CR-BSI) (3, 12, 16, 23). Oddzielnym zagadnieniem
jest wladciwa interpretacja wyniku badania probek krwi, z ktérych wyhodowano CNS.
Wykazanie kontaminacji probki materiatu biologicznego lub uznanie CNS za czynnik
etiologiczny zakazenia wymaga uwzglednienia klinicznych i mikrobiologicznych zale-
cen ekspertéow z Centrum Kontroli i Prewencji Chorob (Centers for Disease Control and
Prevention; CDC) oraz trzeciej migdzynarodowej definicji sepsy 1 wstrzasu septycznego
(5, 24, 28).

CNS charakteryzuja si¢ relatywnie niska patogennos$cia, jednak zdolno$¢ do nie-
swoistej adhezji umozliwia kolonizacj¢ i zakazenie zwigzane z obecnos$cig biomateriatu
tj. protezy, implantu, sztucznych zastawek, cewnika oraz rozrusznika (10, 16). Bakterie
te szczegolnie czesto sg przyczyna zakazen u pacjentéw ze skrajnych grup wiekowych
(wezesniakoéw, noworodkow, osob starszych), osob z obnizong odpornoscia, czy tez cho-
rych leczonych w oddziatach intensywnej terapii (16).

Niektore gatunki CNS wystepuja u zwierzat towarzyszacych cztowiekowi (psy, koty)
i zwierzat hodowlanych oraz moga by¢ przeniesione na cztowieka wywotujac zooantro-
ponozy. Co wigcej, patogeny zwierzece sg rezerwuarem genow, ktoérych produkty moga
powodowac ograniczong wrazliwo$¢ lub oporno$¢ na leki przeciwdrobnoustrojowe (10).

Celem pracy jest podsumowanie wiedzy na temat Staphylococcus pettenkoferi — ga-
tunku koagulazo-ujemnego gronkowca, opisanego po raz pierwszy przez Triilzsch i wsp.
(32) w 2002 roku i nazwanego na cze$¢ niemieckiego pioniera w dziedzinie higieny
i zdrowia publicznego Maxa von Pettenkofera (1818—1901).

CHARAKTERYSTYKA S. PETTENKOFERI

Wiasciwosci biochemiczne S. pettenkoferi 1 metody identyfikacji gatunku. Staphy-
lococcus pettenkoferi to fakultatywnie beztlenowa, mezofilna, Gram-dodatnia bakteria.
Na podtozach mikrobiologicznych (np. Columbia agar) wzrasta w ciaggu 1-2 dni tworzac
kolonie, ktore moga wytwarzac zotty pigment. Komorki, o okraglym ksztalcie, wystepuja
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pojedynczo, w parach lub skupiskach. Kolonie sg gtadkie, nieprzezroczyste, opalizujace,
o rownych brzegach i wielkos$ci 1-2 mm. Identyfikacja bakterii tego gatunku na podsta-
wie wlasciwosci biochemicznych jest istotnie utrudniona ze wzgledu na niskg aktywnosé
drobnoustroju (Tabela I), wykrywana w testach komercyjnych (np. API ID 32 Staph, bio-
Me¢érieux Francja). S. pettenkoferi nie wytwarza czynnika skupiania (clumping factor; CF)
i koagulazy. Aktywno$¢ enzymatyczna polega na wytwarzaniu katalazy oraz fosfatazy
zasadowej. S. pettenkoferi nie wytwarza oksydazy cytochromu c (25, 30, 32). Pod wzgle-
dem wtasciwos$ci fenotypowych, S. pettenkoferi wykazuje podobienstwo do Staphylococ-
cus capitis, Staphylococcus conii, Staphylococcus auricularis, Staphylococcus warneri (6,
14, 17, 19, 25, 29, 32). Szczepy tego gatunku btednie klasyfikowano jako Kocuria varians
(6, 17, 29), Micrococcus Iylae (17), a nawet Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris (14).
Stosujac fluorometryczne i kolorometryczne testy w systemie Vitek 2 (bioMérieux, Mar-
cy I’Etoile, France) uzyskano nieprawidtowa identyfikacje S. pettenkoferi jako S. auricu-
laris (93-95%) 1 S. warneri (95%) (25). Wigksze mozliwo$ci prawidlowego rozpoznania
gatunku uzyskano, stosujac badania oparte na analizie biatek, chociaz technika spektro-
metrii masowej Vitek MS IVD wersja 2.0 (bioMérieux) nie zidentyfikowala izolatu, badz
btednie okreslita S. pettenkoferi jako S. capitis lub S. auricularis. Prawdopodobienstwo
zgodnos$ci wynosilo dla obu gatunkéw odpowiednio 96,3% 1 99% (25). Uaktualnienie
bazy gatunkow bakterii w systemie Vitek MS IVD do wersji 3.0 umozliwilo precyzyjna
identyfikacje gatunku (zgodnos$¢ na poziomie 99,9%) (14). Podobnie, zastosowanie anali-
zatora MALDI BioTyper 2.3 (Bruker, Germany) i zaktualizowanej bazy systemu (wersje
3.013.1) pozwolity na uzyskanie prawidtowego rozpoznania gatunku na poziomie 1,904-
2,252 (11, 25, 33). Wyniki identyfikacji oparte na analizie biatek potwierdzono w bada-
niu metoda sekwencjonowania 16S rRNA z zastosowaniem primeréw: 1492R 5°-TAC
GGY TAC CTT GTT ACG ACTT-3’, 27F 5-AGA GTT TGA TC[A/C] TGG CTC AG-3’

Tabela 1. Wiasciwos$ci fenotypowe S. pettenkoferi w badaniu metoda API ID 32 STAPH
[30, 31, 32].

APIID 32 STAPH

URE 635 ESC | GLU | FRU | MNE | LAC | TRE | MAN | RAF | RIB | NIT
-1+ - - +/- +/- - - - - - - +
VP | OS% | ArgA | Pal | PyrA [ NOV | SAC | NAG | TUR | ARA | Beta GUR
- - - + + - +/- - - -

Legenda: URE; wytwarzanie ureazy; ADH; wytwarzanie dihydrolazy argininowej, ESC;
hydroliza eskuliny, GLU; fermentacja glukozy, FRU; fermentacja fruktozy, MNE; fer-
mentacja mannozy, LAC; fermentacja laktozy, TRE; fermentacja trechalozy, MAN; fer-
mentacja mannitolu, RAF; fermentacja rafinozy, RIB; fermentacja rybozy, NIT; redukcja
azotanow, VP; wytwarzanie pirogronianu sodu, beta GAL; wytwarzanie 3-galaktozydazy,
ArgA; wytwarzanie arylamidazy L-argininy, Pal; wytwarzanie fosforanu B-naftylu, PyrA;
wytwarzanie arylamidazy kwasu piroglutaminowego, NOV; wrazliwos¢ na nowobiocyne,
SAC; fermentacja sacharozy, NAG; fermentacja N-acetyloglukozaminy, TUR; fermenta-
cja turanozy; ARA; fermentacja arabinozy, Beta GUR; wytwarzanie B-glukuronidazy
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(19, 25) oraz 5-CTACGGGAGGCAGCAGTGGG-3', 5-GGATTAGATACCCTGGTA-
CTC-3, 5-GAGTACCAGGGTATCTAATCC-3, 5-GTGCCAGCAGCCGCGGTA-3/,
5"TACCGCGGCTGCTGGCAC-3', 5'-GGATTAGATACCCTGGTAGTC-3' (32). Identy-
fikacja szczepu mozliwa jest rowniez na podstawie charakterystyki molekularnej, wyko-
nanej metoda amplifikacji genow SodA (6), genu tuf (23) oraz rpoB (17).

Znaczenie kliniczne S. pettenkoferi. S. pettenkoferi wyizolowano po raz pierwszy
z posiewu krwi od 25-letniego chorego, u ktérego wystepowala goragczka o nieustalo-
nej etiologii. U pacjenta ostatecznie zdiagnozowano gruzlice pozaptucng i skutecznie
wyleczono ryfampicyna, pirazynamidem i etambutolem. Wyizolowanie S. pettenkoferi
z probki krwi ostatecznie uznano za jej kontaminacj¢ (31, 32). Korzystajac z elektronicz-
nej, medycznej bazy Pubmed znaleziono publikacje, opisujace znaczenie tego gatunku
w zakazeniach ludzi oraz wrazliwo$¢ na antybiotyki. Autorzy wskazali na udziat drob-
noustroju w zakazeniach lozyska naczyniowego oraz w zapaleniu kosci i szpiku kostnego
(Tabela IT). Krytyczna ocena przypadkow klinicznych pozwala sadzié, ze S. pettenkoferi
jest drobnoustrojem oportunistycznym. Infekcje wystepowaty u osob starszych, zwtasz-
cza z chorobami wspotistniejacymi (np. cukrzyca, nadcisnienie, zapalenie ptuc, immuno-
supresja) (11, 12, 19, 23, 25, 33). Opisano takze przypadki, kiedy z pobranych probek krwi
od 0s6b chorych, wyizolowano S. pettenkoferi, jednak po analizie:

Tabela II. Opisy przypadkow zakazen z udziatem S. pettenkoferi [11, 17, 19, 20, 23, 25,
33].

Obraz kliniczny oraz metoda identyfikacji S. pettenkoferi Ref.
88-letnia kobieta przyjeta do oddziatu ratunkowego po upadku Vecchia M.
z objawami duszno$ci i goraczka (39,2°). W wywiadzie ostry zawat 2018

migénia sercowego, wszczepienie bajpasow i sztucznego stymulatora serca
(stymulacja dwukomorowa). Chora dementywna z przewlekta obturacyjna
chorobg ptuc (POCHP).

W badaniu obrazowym zageszczenia migzszowe. W skali gSOFA
przyznano 2 punkty (prawdopodobne rozpoznanie-sepsa). Z 3/4 probek
krwi wyhodowano S. pettenkoferi (MRCNS). Nie zidentyfikowano zrodta
zakazenia.

Metoda identyfikacji: MALDI BioTyper wersja 2.3 (Bruker).

75-letnia kobieta przyjeta do oddziatu ratunkowego po upadku Hashi A.
w mieszkaniu. W wywiadzie ustalono, ze u chorej wystepuje 2015
nadci$nienie, cukrzyca typu 2, tuszczyca, dyslipidemia. Chora po zabiegu
endoprotezoplastyki prawego kolana. W badaniu przedmiotowym
stwierdzono wysypke plamisto-grudkowa na klatce piersiowej, rekach

i nogach, a takze dodatni wynik testu Dix-Hallpike.

Zatozono cewnik do zyty obwodowej. Po 12 godzinach wystapita
goraczka. W miejscu wprowadzenia cewnika pojawit si¢ rumien. Z dwu
pobranych z oddzielnych miejsc probek krwi wyhodowano wrazliwy na
oksacyling S. pettenkoferi (MSCNS). Oceniono, ze bakteriemia zwigzana
byta z obecnym cewnikiem naczyniowym i translokacja S. pettenkoferi

z powierzchni skory do tozyska naczyniowego.

Metoda identyfikacji: MALDI BioTyper (wersja 3.1) (Bruker).
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49-letni mezczyzna przyjety do OIT w celu leczenia operacyjnego
pourazowego wodogtowia. Pacjent w §pigczce, zywiony za pomoca
endoskopowej gastrostomii. Wykonano tracheostomi¢. Wszczepiono
system zastawkowy komorowo-otrzewnowy (ventriculo-peritoneal shunt;
VPD), ktory zastapiono zewnetrzna komorg dziesie¢ dni poézniej. Po
kilku dniach rozpoznano wstrzas septyczny. S. pettenkoferi (MRCNS)
wyizolowano z posiewow dwu probek krwi, na tej podstawie rozpoznano
zakazenie krwi. Nie wykazano alternatywnych przyczyn zakazenia (brak
kolonizacji na zastawkach). Pacjent zmarl w skutek zatrzymania akcji
serca.

Metoda identyfikacji: sekwencjonowanie genu 16S rRNA.

Mammina C.
2011

Megzczyzna 72 lat, w wywiadzie choroba alkoholowa, nadci$nienie,
cukrzyca. Rozpoznano aspiracyjne zapalenie ptuc, wstrzas septyczny.
Z dwu sposrod trzech pobranych z oddzielnych wktu¢ probek krwi (2/3)
wyizolowano S. pettenkoferi (MSCNS).

Metoda identyfikacji: sekwencjonowanie genu 16S rRNA, MALDI
BioTyper (Bruker).

Park S.
2015

Megzczyzna 45 lat, zakazony HIV, z rozpoznanym potpascem

i wirusowym zapaleniem watroby typu C (HCV) oraz toksoplazmoza
mozgowa w wywiadzie. Chory zaintubowany, z zatozonym centralnym
cewnikiem naczyniowym. Pobrano 2 probki krwi, z obu (2/2)
wyizolowano S. pettenkoferi. Pacjent zmart.

Metoda identyfikacji: sekwencjonowanie genu 16S rRNA oraz fuf'i sodA.

Morfin-Otero R.
2012

Mezczyzna 63 lat, chory na cukrzyce, od 2 lat obserwowany w kierunku
przewleklego zakazenia stopy cukrzycowej. Przyjety na oddziat
ortopedyczny z powodu nasilenia miejscowych objawdw septycznych.
Badanie obrazowe okolicy stawu potwierdzito rozpoznanie zapalenia
kosci i szpiku. Wykonano amputacj¢ Choparta. Podczas zabiegu pobrano
materiat z biopsji kosci. W 4(4/6) probkach krwi uzyskano wzrost S.
pettenkoferi (monokultura).

Metoda identyfikacji: sekwencjonowanie 16S oraz rpoB.

Loiez C.
2007

Megzczyzna 85 lat przyjety na oddzial ratunkowy z pogorszeniem stanu
ogolnego.

oraz me¢zczyzna 75 lat, z przewlekla biataczka limfocytowa przyjety na
oddziat zakazny z powodu goraczki neutropeniczne;.

U obu chorych pobrano cztery probki krwi, z dwu wyizolowano S.
pettenkoferi (MRCNS).

Metoda identyfikacji: MALDI BioTyper (wersja 3.1) (Bruker).

Mansson E.
2017

Legenda: OIT; oddziatl intensywnej terapii, qSOFA; skala niewydolno$ci narzadoéw zwia-
zanej z sepsa (quick Sepsis-related Organ Failure Assessment), MRCNS; metycylinoo-
porny, koagulozo-ujemny szczep bakterii rodzaju Staphylococcus, methicyllin-resistant
coagulase-negative Staphylococcus; MSCNS, metycylinowrazliwy, koagulozo-ujemny
szczep bakterii rodzaju Staphylococcus, methicyllin-sensitive coagulase-negative Stap-

hylococcus

— wyniku badania mikrobiologicznego uwzgledniajacego, np. liczbe pobranych probek
krwi oraz liczbe probek dodatnich i/lub jednoczesne wyhodowanie innych drobno-

ustrojow (mikroflora mieszana) oraz

— kryteridow klinicznych rozpoznania zakazenia (na podstawie zalecen CDC oraz trze-

ciej definicji sepsy i wstrzasu septycznego)
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wykluczono udziat S. pettenkoferi w zakazeniu i oceniono, ze wyhodowanie bakterii
byto nastepstwem zanieczyszczenia probki szczepem kolonizujagcym chorego albo wyste-
pujacym w $rodowisku (3, 6, 8, 13, 20, 21, 29).

Uzupelieniem przytoczonych danych z piSmiennictwa sg wlasne obserwacje autorow.
W 2019 rokuw czasierutynowej diagnostyki mikrobiologicznej z probek krwi pobranych od
dwoch pacjentéw przyjetych do Szpitalnego Oddziatu Ratunkowego (SOR) wyizolowano
S. pettenkoferi. Na podstawie danych klinicznych oraz liczby badanych probek i czasu
wyhodowania bakterii mozna uznaé, ze w obu przypadkach, z duzym prawdopodobien-
stwem, S. pettenkoferi uczestniczyt w etiologii choroby.

Opisy przypadkow:

1. Kobieta w wieku 97 lat zostala przyjeta do SOR z rozpoznanym zapaleniem ptuc.
Chora z przewlekla (schytkowa) niewydolno$cig nerek, dializowana. Pobrano jedng préb-
ke krwi do badania mikrobiologicznego i wprowadzono do dwoch podtéz hodowlanych
systemu BacT/ALERT (bioMérieux, Francja) bulion tryptozowo-sojowy; (TBS umozli-
wia wzrost bakterii beztlenowych, a suplementowany TBS umozliwia wzrost bakterii
tlenowych). Uzyskano wzrost drobnoustroju w pierwszej dobie od pobrania, w jednym
podiozu hodowlanym. Wyhodowany izolat zidentyfikowano za pomoca techniki spek-
trometrii masowej (MALDI-TOF MS wersja 3.0; bioMérieux) jako S. pettenkoferi. Z re-
guty inokulum patogenu odpowiedzialnego za bakteriemie z klinicznymi jej nastepstwa-
mi jest wyzsze, a czas od rozpoczecia hodowli do otrzymania wyniku dodatniego (time
to positivity; TTP) jest krotki (do okoto 24-36 godz.). Pojedyncze pobranie probki krwi
utrudnia wlasciwg interpretacje wyniku badania. Istotnym uzupelnieniem, sugerujagcym
wzrost patogennego drobnoustroju, moze by¢ zatem szybka detekcja wzrostu bakterii
(z powodu duzego inokulum w tozysku naczyniowym) oraz brak alternatywnych przy-
czyn zakazenia. Wyhodowany szczep byt oporny na oksacyling (MIC >4 ) i cefoksytyne
(MRCNS; metycylino-oporny szczep gronkowca koagulazo-ujemnego). Dodatkowo wy-
kazywatl oporno$¢ na klindamycyne (MIC=0,5), ciprofloksacyne (MIC=8), lewofloksa-
cyne (MIC>8). Byt wrazliwy na trimetoprim/sulfametoksazol (MIC<10) i glikopeptydy,
tj. wankomycyne (MIC=1) i teikoplaning (MIC=2). U chorej rozpoznano zespot ostrej
niewydolnos$ci oddechowej (acute respiratory distress syndrome; ARDS). Chora zmarta
w 2 dobie od przyjecia na SOR.

2. Mezczyzna w wieku 77 lat przyjety na SOR z rozpoznaniem zapalenia ptuc. W ba-
daniu obrazowym stwierdzono drobnoplamiste zageszczenia, zwtdknienie i rozedme
ptuc. Chory z przewlekla obturacyjng choroba ptuc (POCHP), przewlekta niewydol-
no$cig nerek, dializowany. W dniu przyjecia pobrano prébke krwi do badania mikro-
biologicznego. Wyhodowano S. pettenkoferi z obydwu podtdéz hodowlanych. Izolat byt
oporny na oksacyling (MIC=0,5; MRCNS). Zgodnie z wynikiem antybiogramu wykaza-
no wrazliwo$¢ szczepu na tigecykling (MIC<0,12), tetracykling (MIC<1), gentamicyn¢
(MIC<0,5), erytromycyne (MIC=1,0), klindamycyng¢ (MIC<0,25), trimetoprim/sulfame-
toksazol (MIC<10), ciprofloksacyne (MIC<0,5), wankomycyne (MIC<0,5), teikoplaning
(MIC=1,0), lewofloksacyng¢ (MIC=0,5). Wyniki hodowli krwi pobranej po 48 i 72 godzi-
nach byly ujemne. W obu badaniach antybiogram zostal wykonany z wykorzystaniem
automatycznego systemu do oceny lekowrazliwo$ci drobnoustrojéw (Vitek 2, bioMérie-
ux). Oznaczono najmniejsze stezeniu antybiotyku lub chemioterapeutyku (mg/1) hamu-
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jace wzrost szczepu bakterii (minimum inhibitory concentration; MIC) z interpretacja
wg. rekomendacji Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; EUCAST) (2).

Z opublikowanych doniesien wynika, ze S. pettenkoferi izolowano rowniez ze $rodo-
wiska oraz od zwierzat. Wykazano obecnos¢ S. pettenkoferi w pomieszczeniach szpital-
nych (9, 20, 29), na §rubach uzywanych do zespolenia kregostupa (1) oraz w srodowisku
domowym (18, 22). Wielolekooporny szczep S. pettenkoferi wystepowat w ptynie z jamy
brzusznej pobranym od kota z zapaleniem otrzewnej (7). Drobnoustréj izolowano réwniez
z jamy ustnej krélikow, psa, kotow (15, 26). Weif3 (34) wyizolowal dwa szczepy S. petten-
koferi ze srodowiska zwierzat (miska do karmienia i koc w klatce kota). Obydwa izola-
ty posiadaty kasete SCCmec typu I'V. Szczepy byly oporne na antybiotyki f-laktamowe
(obecnosé gendéw blaZ i mecA) na makrolidy i linkozamidy (ermC), spektynomycyne
(spc) 1 na enrofloksacyng. Jeden z izolatéw byl rowniez oporny na trimetoprim/sulfame-
toksazol 1 zawieral geny opornosci na trimetoprim (dfrS1) i (dfrK) (34). S. pettenkoferi
obecny byl rowniez w probkach pobranych na fermie trzody chlewnej (9). Nalezy za-
uwazy¢, ze ryzyko przenoszenia mikroorganizméw ze zwierzat na ludzi jest problemem
ogblnoswiatowym (15).

Lekowrazliwos¢. W ostatnich latach obserwowane jest narastanie opornosci ga-
tunkéw CNS na antybiotyki, a opcje leczenia przeciwbakteryjnego moga by¢ znacznie

Tabela II1. Wyniki lekowrazliwosci 71 izolatow S. pettenkoferi [8, 14, 20, 21, 25, 35].

Ref Eke U. | Kang H. Ma?son Park S. XuZ. Mihaila
’ 2020 2019 2017 2014 2018 L.2012
Liczba izolatow

S. pettenkoferi 35 2 16 6 3 ?
oksacylina 65,7% 100% nb 83,3% 0% nb

ofloksacyna nb nb nb nb nb 100%

» metycylina nb nb nb nb nb 100%
%‘ cefoksytyna nb nb 18,75% nb nb nb
é amoksycylina nb nb nb nb 33% nb
‘g penicylina nb nb nb 83,3% 33% nb

8 erytromycyna 34,3% 50% 18,75% 83,3% 0% 100%

5 klindamycyna 25,7% 50% 12% 33,3% 0% 100%

E linezolid nb nb nb 0% nb 100%
§ kwas fusydynowy nb nb 18,75% nb 67% nb
% ryfampicyna 0% nb 0% nb nb nb
g|  trimetoprim/ nb 0% | 625% | 33,3% nb nb

9 sulfametoksazol

2 norfloksacyna nb nb 6,25% nb nb nb
% ciprofloksacyna nb 50% nb 83,3% nb nb
é wankomycyna 0% 0% nb 0% nb nb
teikoplanina nb nb nb 0% nb nb
gentamicyna 0% 0% 0% 0% 0% nb
streptomycyna nb nb nb nb 67% nb

Legenda: nb; nie badano
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ograniczone. Wyniki przeprowadzone w réznych osrodkach dotyczace opornosci 71
izolatow S. pettenkoferi na antybiotyki przedstawiono w Tabeli III. Dodatkowo, Mihaila
i wsp. (21) scharakteryzowali 9 szczepéw wyizolowanych w latach 2007-2010 z probek
krwi pacjentow z chorobami watroby (hepatektomia, marsko$¢ watroby, ostre zapalenie
watroby, zakazenie HCV) hospitalizowanych we Francji w oddziale intensywnej tera-
pii. Chorzy, przed ujawnieniem si¢ klinicznie potwierdzonej bakteriemii lub zakazenia
zwiazanego z linig naczyniowsa, otrzymywali linezolid (600 mg/2 x dziennie). Wszyst-
kie opisane szczepy byly oporne na ten antybiotyk (MIC linezolidu 16 mg/l; LR-CNS).
Mansson i wsp. (20) wyizolowali 16 szczepoéw S. pettenkoferi z krwi pacjentéw. Tylko
12,5% izolatéw bylo wrazliwych na wigcej, niz trzy antybiotyki. Wszystkie szczepy cha-
rakteryzowatly si¢ wrazliwo$cig na ryfampicyne oraz gentamycyne. Savini i wsp. (27)
w 2014 roku wyizolowali z probki krwi 86-letniego chorego (po 24 godzinach inkubacji
w automatycznym systemie BacT/Alert) oporny na daptomycyne szczep S. pettenkoferi.
Wrazliwo$¢ S. pettenkoferi na antybiotyki nie odbiega istotnie od profilu lekowrazliwosci
innych gatunkéw reprezentujacych grupg CNS (4, 25). Najbardziej powszechna jest opor-
no$¢ na antybiotyki f-laktamowe, erytromycyne i klindamycyne.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionych wynikéw badan oraz wlasnych do$wiadczen mozna
stwierdzi¢, ze S. pettenkoferi jest gatunkiem oportunistycznym. Jest sktadnikiem mikro-
biomu czlowieka, wystgpuje w sSrodowisku szpitalnym oraz u zwierzat. Dotychczas u lu-
dzi opisano zwigzek etiologiczny S. pettenkoferi z zakazeniami tozyska naczyniowego
(czgsto od 0s6b z zapaleniem ptuc) oraz jeden przypadek zakazenia kosci i szpiku. Iden-
tyfikacja tego gatunku jest mozliwa dzigki zastosowaniu w laboratoriach medycznych
metod diagnostycznych, innych niz opartych na analizie profilu biochemicznego bakterii.
Innowacja ostatnich kilkunastu lat jest spektrometria masowa, ktéra identyfikuje drobno-
ustroje na podstawie analizy bialek rybosomalnych. Obecnie technika analityczna MAL-
DI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry)
dostepna jest w systemie MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) oraz VITEK MS (bio-
Meérieux). Z uwagi na wysokie odsetki opornych na antybiotyki gronkowcdéw koagulazo-
-ujemnych, wskazane jest rutynowe monitorowanie lekowrazliwos$ci i stosowanie terapii
celowanej na podstawie wyniku antybiogramu. Nade wszystko, istotne jest wlasciwe in-
terpretowanie wyniku badania mikrobiologicznego oceniajace rzeczywisty udziat S. pet-
tenkoferi w zakazeniu lub kontaminacje¢ probki materiatu biologicznego szczepem CNS.

PISMIENNICTWO

1. Agarwal A, Lin B, Wang JC i inni. Efficacy of intraoperative implant prophylaxis in
reducing intraoperative microbial contamination. Global Spine J 2019; 9: 62-6.

2. Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST (2021). Clinical breakpoints for bac-
teria, Version 11.0. https://www.eucast.org/clinical breakpoints/ (Access 20.06.2021).

3. Argemi X, Hansmann Y, Prola K, i inni. Coagulase-Negative Staphylococci pathog-
enomics. Int ] Mol Sci 2019; 20: 1215.



Nr 1-4 Charakterystyka biochemiczna i kliniczna S. prettenkoferi 13

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Barbier F, Ruppé E, Hernandez D i inni. Methicillin-resistant coagulase-negative
Staphylococci in the community: high homology of SCCmec IVa between Staphylo-
coccus epidermidis and major clones of methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
J Infect Dis 2010; 202: 270-81.

Centers for Disease Control and Prevention. Collecting cultures: a clinician guide.
https:/wwwcdcgov/antibiotic-use/core-elements/collecting-cultureshtml,  (Access
20.06.2021).

d’Azevedo PA, Comin G, Cantarelli V. Characterization of a new coagulase-negative
Staphylococcus species (Staphylococcus pettenkoferi) isolated from blood cultures from
a hospitalized patient in Porto Alegre, Brazil. Rev Soc Bras Med Trop 2010; 43: 331-2.
Dutta TK, Chakraborty S, Das M i inni. Multidrug-resistant Staphylococcus petten-
koferi isolated from cat in India. Vet World 2018; 11: 1380-4.

Eke UA, Fairfax MR, Mitchell R i inni. Staphylococcus pettenkoferi-positive blood
cultures in hospitalized patients in a multi-site tertiary center. Diagn Microbiol Infect
Dis 2021; 99: 115284.

Feld L, Bay H, Angen @, i inni. Survival of LA-MRSA in dust from swine farms. Ann
Work Expo Health 2018; 62: 147-56.

Franga A, Gaio V, Lopes N, i inni. Virulence factors in coagulase-negative Staphylo-
cocci. Pathogens 2021; 10: 170.

Hashi AA, Delport JA, Elsayed S, 1 inni. Staphylococcus pettenkoferi bacteremia:
A case report and review of the literature. Can J Infect Dis Med Microbiol 2015; 26:
319-22.

Heilmann C, Ziebuhr W, Becker K. Are coagulase-negative staphylococci virulent?
Clin Microbiol Infect 2019; 25: 1071-80.

Hitzenbichler F, Simon M, Salzberger B, i inni. Clinical significance of coagulase-
negative staphylococci other than S. epidermidis blood stream isolates at a tertiary
care hospital. Infection 2017; 45: 179-86.

Kang H, Ryoo N. Identification of Staphylococcus pettenkoferi isolated from blood
culture. Clin Microbiol 2019; 22: 77.

Kaspar U, von Liitzau A, Schlattmann A, i inni. Zoonotic multidrug-resistant microor-
ganisms among small companion animals in Germany. PLoS One 2018; 13: €0208364.
Lisowska-Lysiak K, Lauterbach R, Miedzobrodzki J, 1 inni. Epidemiology and patho-
genesis of Staphylococcus bloodstream infections in humans: a review. Pol J Micro-
biol 2021; 70: 13-23.

Loiez C, Wallet F, Pischedda P, i inni. First case of osteomyelitis caused by Staphylo-
coccus pettenkoferi. J Clin Microbiol 2007; 45: 1069-71.

Madsen AM, Moslehi-Jenabian S, Islam MZ, i inni. Concentrations of Staphylococ-
cus species in indoor air as associated with other bacteria, season, relative humidity,
air change rate, and S. aureus-positive occupants. Environ Res 2018; 160: 282-91.
Mammina C, Bonura C, Verde MS, i inni. A fatal bloodstream infection by Staphylo-
coccus pettenkoferi in an intensive care unit patient. Case Rep Crit Care 2011: 612732.
Mdnsson E, Hellmark B, Stegger M, i inni. Genomic relatedness of Staphylococcus
pettenkoferi isolates of different origins. J Med Microbiol 2017; 66: 601-8.



14

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

3s.

K. Markowska i inni Nr 1-4

Mihaila L, Defrance G, Levesque E, iinni. A dual outbreak of bloodstream infections
with linezolid-resistant Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus pettenkoferi
in a liver Intensive Care Unit. Int J Antimicrob Agents 2012; 40: 472-4.

Mkrtchyan HV, Russell CA, Wang N, i inni. Could public restrooms be an environ-
ment for bacterial resistomes? PLoS One 2013; 8: €54223.

Morfin-Otero R, Martinez-Vazquez MA, Lopez D, 1 inni. Isolation of rare coagulase-
negative isolates in immunocompromised patients: Staphylococcus gallinarum,
Staphylococcus pettenkoferi and Staphylococcus pasteuri. Ann Clin Lab Sci 2012;
42: 182-5.

Osaki S, Kikuchi K, Moritoki Y, 1 inni. Distinguishing coagulase-negative Staphylo-
coccus bacteremia from contamination using blood-culture positive bottle detection
pattern and time to positivity. J Infect Chemother 2020; 26: 672-5.

Park S, Chung H, Lee M. Clinical and microbiological characteristics of six Staphylo-
coccus pettenkoferi isolates from blood samples. Ann Lab Med 2015; 35: 250-3.
Rossi CC, da Silva Dias I, Muniz IM, i inni. The oral microbiota of domestic cats har-
bors a wide variety of Staphylococcus species with zoonotic potential. Vet Microbiol
2017; 201: 136-40.

Savini V, Kosecka M, Siegwart E, 1 inni. Daptomycin-resistant Staphylococcus petten-
koferi of human origin. Acta Biochim Pol 2016; 63: 297-301.

Singer M, Deutschman CS, Seymour CW, i inni. The Third International Consensus
Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA 2016; 315: 801-10.

Song SH, Park JS, Kwon HR, i inni. Human bloodstream infection caused by Staphy-
lococcus pettenkoferi. ] Med Microbiol 2009; 58: 270-2.

Staphylococcus pettenkoferi B3117. BacDive, https:/bacdive.dsmz.de/strain/14671
(Access 20.06.2021).

Triilzsch K, Grabein B, Schumann P, i inni. Staphylococcus pettenkoferi sp. nov.,
a novel coagulase-negative staphylococcal species isolated from human clinical spec-
imens. Int J Syst Evol Microbiol 2007; 57: 1543-8.

Triilzsch K, Rinder H, Trcek J, i inni. Staphylococcus pettenkoferi. a novel staphylo-
coccal species isolated from clinical specimens. Diagn Microbiol Infect Dis 2002; 43:
175-82.

Vecchia M, Lombardi A, Zuccaro V, 1 inni. A clinical case of sepsis due to Staphylo-
coccus pettenkoferi. Infez Med 2018; 26: 369-73.

Weiss S, Kadlec K, Fessler AT, 1 inni. Identification and characterization of methi-
cillin-resistant Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus and Staphylococcus pettenkoferi from a small animal clinic. Vet Micro-
biol 2013; 167: 680-5.

Xu Z, Shah HN, Misra R, i inni. The prevalence, antibiotic resistance and mecA char-
acterization of coagulase negative staphylococci recovered from non-healthcare set-
tings in London, UK. Antimicrob Resist Infect Control 2018; 7: 73.

Otrzymano: 2 VI 2021

Adres Autora: 02-004 Warszawa, ul. Chatubinskiego 5, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekar-
skiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny

e-mail: marta.kierzkowska@wum.edu.pl, tel. (22) 622 00 28



MED. DOSW. MIKROBIOL., 2021,73: 15-23 https://doi.org/10.32394/mdm.73.02

Ocena wystepowania genetycznych determinant warunkujacych
wielolekooporno$¢ wsrdd szczepow z gatunku Acinetobacter baumannii

Evaluation of the occurrence of genetic determinants of multi-drug
resistance among Acinetobacter baumannii strains
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Badaniom poddano 30 wielolekoopornych szczepoéw Acinetobacter bau-
mannii. Wykazano obecno$¢ genow bla,,,, »; .. oraz bla, , ,, .. 0dpowied-
nio u 10% oraz 90% szczepow. Wsrod wszystkich badanych szczepow po-
twierdzono wystepowanie genetycznych determinant dla pompy AdeABC,
sekwencji insercyjnej (IS4bal) oraz genu zwiazanego z produkcja biofil-
mu (abal). Analiza pokrewienstwa badanych szczepow z uzyciem metody
RAPD-PCR wykazala ich zr6znicowane podobienstwo genetyczne.

Stowa kluczowe: Acinetobacter baumannii, wielolekoopornosé, genotypowanie, RAPD-
PCR, pompy efflux, sekwencje insercyjne, biofilm

ABSTRACT

Introduction: The aim of the study was the analysis of occurrence of genetic determinants
of multi-drug resistance and the assessment of genetic relationship among Acinetobacter
baumannii strains.

Methods: Multiplex-PCR method was performed in order to: (1) confirm the phenotypic
identification and (2) detect the presence of CHDL oxacillinases in the group of thirty 4.
baumannii strains. Further PCR studies included the analysis of the occurrence of genetic
determinants associated with efflux pump, insertion sequence and biofilm formation. The
relationship between bacterial strains was assayed using 6 primers in RAPD-PCR method.
Results: Detection of the bla,y, s, ;.. gene confirmed that the strains belong to the A.
baumannii species. In the multiplex-PCR, the presence of the bla,,, »; . and bla,y, .
e genes was detected in 3 (10%) and 27 (90%) isolates, respectively. Moreover, some
strains showed the coexistence of the bla,y, 5, 1. and blayy, ;. genes (10%, n=3) or

* Autor korespondujacy
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blayy, sie and blayy, 0., (90%, n=27). In the group of analysed strains the presence of
the efflux pump gene (adeA) and the insertion sequence IS4bal were demonstrated in all
tested isolates. Biofilm-related genes (abal, csuE) were found in 100% and 97% (n=29)
tested strains adequately. The RAPD-PCR studies revealed the presence of 10 unrelated
genotypes.

Conclusions: The obtained results suggest that the phenomenon of multi-drug resistance
in the studied 4. baumannii strains could be attributed to the occurrence of CHDL
oxacillinases, AdeABC efflux pump, insertion sequence [SAbal and the biofilm formation.

Key words: Acinetobacter baumannii, multi-drug resistance, genotyping, RAPD-PCR,
efflux pump, insertion sequence, biofilm

WSTEP

Bakterie z gatunku A. baumannii charakteryzuja si¢ duza opornoscig na dziatanie
srodkéw dezynfekcyjnych, promieniowania UV, a takze zdolnos$cig do tworzenia biofil-
mu. Wymienione wyzej cechy predysponuja szczepy z tego gatunku do przetrwania i roz-
przestrzeniania si¢ w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych (m.in. w $rodowisku
szpitalnym). W warunkach szpitalnych patogen ten moze zasiedla¢ wilgotne przestrzenie
— krany, prysznice, uj$cia zlewow, w konsekwencji bedac przyczyna kontaminacji apara-
tury medycznej oraz kolonizacji naskorka pracownikéw placéwek medycznych. Moze to
stanowi¢ zrodlo szerzenia si¢ zakazen szpitalnych o etiologii A. baumannii wérdd pacjen-
tow hospitalizowanych w danej jednostce opieki medycznej (1,20).

Zakazenia o etiologii A. baumannii stanowia wyzwanie terapeutyczne ze wzgledu
na duzg naturalng opornos¢, jak i duzg zdolnos¢ do nabywania opornosci na leki (9).
W raporcie CDC (ang. Centers for Disease Control and Prevention) dotyczacym zagro-
zen zwigzanych z antybiotykoopornoscia w Stanach Zjednoczonych (,,Antibiotic Re-
sistance Threats in the United States™) gatunek A. baumannii oporny na karbapenemy
umieszczono na pierwszym miejscu wsrod lekoopornych drobnoustrojow, stanowiacych
obecnie najwigksze zagrozenie (6). Sposrod wielu wspotwystepujacych u 4. baumannii
czynnikéw odgrywajacych wazng role w zjawisku lekoopornosci do najbardziej istot-
nych klinicznie naleza: (1) produkcja beta-laktamaz; (2) obecno§¢ pomp aktywnego wy-
rzutu lekéw; (3) wystgpowanie sekwencji insercyjnych (pelnigcych role promotora dla
gendéw warunkujacych opornosé) oraz (4) zdolnos¢ do wytwarzania biofilmu (4, 10, 21).
Szczepy z gatunku A. baumannii moga pozyskac¢ oporno$¢ na penicyliny i karbapene-
my poprzez nabycie genow bla ,,  kodujacych beta-laktamazy szczegolnie w przypadku
ich wspotwystgpowania z sekwencjami insercyjnymi lub przy jednoczesnej nadekspres;ji
pomp aktywnego wyrzutu lekow (3, 21). Operon adeABC koduje jeden z systemdéw pomp
aktywnego wyrzutu lekow u szczepow z gatunku A. baumannii. Nadekspresja tego ope-
ronu warunkowana jest m. in. poprzez poprzedzenie jego sekwencji sekwencja insercyjna
IS4bal i moze skutkowa¢ wyksztalceniem oporno$ci na wiele grup lekow przeciwdrobno-
ustrojowych (21). Obecnos¢ szczepow A. baumannii tworzacych biofilm na powierzchni
sprzetu medycznego moze by¢ jedna z przyczyn zakazen szpitalnych zwigzanych z wy-
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korzystaniem biomaterialow w lecznictwie (20). Ze wzgledu na swoja wysoka opornosé
na leki, A. baumannii pozostaje jednym z najistotniejszych czynnikow etiologicznych za-
kazen szpitalnych — odrespiratorowego zapalenia ptuc, zakazen krwi zwigzanych z linia
centralng, zakazen drég moczowych oraz zakazen ran (8).

Jednym z istotnych elementdw strategii zwigzanych z wykrywaniem, zapobieganiem
oraz zwalczaniem zakazen szpitalnych jest okreslenie stopnia pokrewienstwa szczepow
bakteryjnych, izolowanych od pacjentéw danej placowki ochrony zdrowia. Zastosowanie
badan molekularnych umozliwia wykrycie klonéw epidemicznych, ustalenie ich zrodta
i drog szerzenia si¢, a takze okreslenie obszaru, na ktéorym wystepuja. Narastajaca le-
koopornos¢ bakterii czyni typowanie szczepow coraz wazniejszym zadaniem w docho-
dzeniach epidemiologicznych. Do najistotniejszych metod genotypowania szczepow
bakteryjnych nalezg: REA-PFGE (ang. Restriction Enzyme Analysis — Pulsed Field Gel
Electrophoresis), AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism), RFLP (ang.
Restriction Fragments Length Polymorphism), RAPD-PCR (ang. Random Amplification
of Polymorphic DNA), MLVA (ang. Multi Locus VNTR Analysis), mikromacierze oraz
metody oparte na technologii sekwencjonowania, w tym sekwencjonowania nowej gene-
racji (5).

Celem niniejszej pracy byla ocena wspotwystepowania genetycznych determinant
wielolekoopornosci (bla oxp adeA, 1SAbal, abal, csuFE) oraz analiza stopnia pokrewien-
stwa wsrod klinicznych szczepow z gatunku Acinetobacter baumannii.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. Material stanowito 30 wielolekoopornych szczepdw klinicznych
z gatunku A. baumannii wyizolowanych w 2017 roku od pacjentéw hospitalizowanych
w réznych oddziatach Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Wykorzystane w bada-
niach izolaty zostaty zidentyfikowane oraz okreslono dla nich lekowrazliwo$¢ z zasto-
sowaniem systemu automatycznego VITEK 2 (bioMerieux) w ramach rutynowej pracy
Zaktadu Mikrobiologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Wszystkie badane szcze-
py charakteryzowaty si¢ opornoscia wobec lekdw z grup: penicylin (piperacylina, pipera-
cylina/tazobaktam), cefalosporyn III i IV generacji (ceftazydym, cefepim), karbapene-
méw (imipenem, meropenem) oraz fluorochinolonéw (ciprofloksacyna, lewofloksacyna).
Stwierdzono réwniez wysoki odsetek szczepéw opornych na aminoglikozydy (amika-
cyna — 80%, n=24; gentamycyna — 63%, n=19; tobramycyna — 77%, n=23; netylmycyna
— 87%, n=26). Zdecydowana wigkszo$¢ szczepoéw (93%, n=28) cechowala si¢ natomiast
wrazliwoscia na kolistyng. Wybrane do badan szczepy 4. baumannii bylty przechowywa-
ne w temperaturze -80°C z zastosowaniem systemu Microorganism Preservation System
- Protect (TSC Technical Service Consultants Ltd).

Genetyczna identyfikacja gatunku oraz wykrywanie obecno$ci genéw nabytych ok-
sacylinaz metodg multiplex-PCR. Procedure izolacji genomowego DNA badanych izola-
tow przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology),
zgodnie ze zmodyfikowana metodyka producenta. W reakcji multipleks-PCR dokona-
no identyfikacji gatunkowej, poprzez potwierdzenie obecnosci genu spokrewnionego
z bla,,, ., .., a takze wykrycia obecnosci genéw wybranych nabytych oksacylinaz:

bla,,, e Poxs s0.m. OT3Z bla, o . Powyzszg reakcj¢ przeprowadzano w oparciu
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o zmodyfikowang metodyke opisana przez Woodforda i wsp. [25]. Dokonano oceny obec-
nosci oraz wielkosci produktow amplifikacji przeprowadzajac rozdziat elektroforetyczny
w 2% zelu agarozowym barwionym roztworem bromku etydyny. Wielko$¢ produktow
poréwnywano wobec markeréw wielko§ci DNA Thermo Fisher Scientific GeneRuler
DNA Ladder (50 pz i 100 pz). Dokonano wizualizacji produktéw reakcji PCR w $wietle
UVv.

Wykrywanie obecnosci pozostatych genetycznych determinant opornosci oraz ge-
néw zwigzanych z produkcja biofilmu. W badanej grupie szczepdw przeprowadzono
4 niezalezne reakcje PCR celem wykrycia genu strukturalnego pompy wyrzutu lekow
AdeABC (adeA) (15), fragmentu sekwencji insercyjnej ISAbal (22) oraz genéw zwiaza-
nych z produkcja biofilmu — csuE i abal (16). Reakcje PCR przeprowadzano przy zasto-
sowaniu starteréw opisanych przez odpowiednio Li i wsp, Segal i wsp. oraz Liu 1 wsp.
Rozdzial oraz wizualizacje produktow reakcji PCR przeprowadzono zgodnie z procedura
przedstawiona powyzej dla reakcji multipleks-PCR.

Ocena stopnia pokrewienstwa badanych szczepow. Przeprowadzono 6 oddzielnych
reakcji RAPD-PCR w odpowiednich warunkach amplifikacji z wykorzystaniem starte-
row: 208, 272 (17), 1247 (19), ERIC-2 (24), M13 (23), PAL-2 (18) o sekwencjach opisanych
przez odpowiednio Mahenthiralingam i wsp., Mathis i wsp., Yang 1 wsp., Ravi i wsp. oraz
Matar i wsp. Po zakonczeniu reakcji amplifikacji dokonywano rozdziatu elektroforetycz-
nego produktow reakcji w 2% zelu agarozowym barwionym roztworem bromku etydy-
ny. Wielko$¢ produktéw poréwnywano wobec markerow wielkosci A&A Biotechnology
DNA Marker 3 (100-3000 pz) oraz Thermo Fisher Scientific GeneRuler DNA Ladder (100
pz). Produkty reakcji PCR uwidoczniono w $wietle UV i sfotografowano.

Uzyskane produkty amplifikacji analizowano przy uzyciu oprogramowania Gel
Compare II (Applied Maths) z wykorzystaniem analizy skupien metodg $rednich pota-
czen (UPGMA, ang. Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean). Dokonano
zbiorczej analizy prazkéw otrzymanych po elektroforezie dla poszczegélnych szczepow,
uwzgledniajac wszystkie 6 starterow. Szczepy o 100% homologii uznano za nierozréznialne
pod wzgledem genetycznym w metodzie RAPD-PCR. Podobienstwo w zakresie 99-80%
wyznaczalo szczepy o bardzo bliskim stopniu pokrewienstwa, a szczepy o homologii na po-
ziomie 79-50% klasyfikowano jako spokrewnione w umiarkowanym stopniu. Natomiast za
szczepy ze soba niespokrewnione uznano te, ktore wykazywaty mniej niz 50% homologii.

WYNIKI

W niniejszej pracy poddano badaniom 30 wielolekoopornych szczepoéw z gatunku
A. baumannii, pochodzacych z réznych oddzialow Szpitala Uniwersyteckiego w Krako-
wie. Przynalezno$¢ do gatunku potwierdzono u wszystkich izolatoéw (100%, n=30) po-
przez wykrycie genow spokrewnionych z bla ,, , ., . w reakeji multipleks-PCR. Ponadto,
z zastosowaniem powyzszej reakcji amplifikacji dokonano takze analizy obecnos$ci wy-
branych genetycznych determinant nabytych karbapenemaz z grupy OXA. Wykazano wy-
stgpowanie genoéw spokrewnionych z bla,,, ., . orazbla,,, .. . uodpowiednio 27 (90%)
oraz 3 (10%) szczepoéw. Gen spokrewniony z bla,,,, ., .. nie zostal wykryty u zadnego ze

. . ' N
szczepow. U wybranych szczepow geny spokrewnione z bla,,,, ;. orazbla, ., .. (90%,
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n=27) lub bla,,, , . oraz bla,, .. . (10%, n=3) wystepowaly jednoczesnie. Zaden z ba-
danych szczepdw nie wykazatl wspotwystepowania trzech wyzej wymienionych genow.

Kolejnym etapem badan byla ocena obecnosci genetycznych determinant opornosci.
Wsrod wszystkich szczepéw poddanych badaniom gen adeA, bedacy sktadowa operonu
adeABC, ktory koduje pompeg wyrzutu lekéw z rodziny RND oraz sekwencja insercyjna
ISAbal, ktorej wystepowanie moze powodowac nadekspresje gendow zwiagzanych z leko-
opornos$cia zostalty wykryte u wszystkich badanych szczepéw. Podobnie geny zwigzane
z produkcja biofilmu, reprezentowane przez abal, kodujacy syntaze autoinduktora oraz
csuE, kodujacy biatka fimbrii, wykryto odpowiednio u 100% oraz 97% (n=29) analizo-
wanych szczepow.

W dalszej kolejnosci dokonano genetycznej oceny stopnia pokrewienstwa analizowa-
nych szczepow, przeprowadzonej przy pomocy szeregu reakcji RAPD-PCR oraz zbiorczej
analizy uzyskanych wzorow prazkowych. Wykazano obecno$¢ 10 réznych genotypow.
W obrebie tych genotypoéw szczepy byty nierozrdznialne pod wzgledem genetycznym lub
o bardzo bliskim stopniu pokrewiefistwa w metodzie RAPD-PCR (homologia w zakresie
80-100%). Natomiast pomigdzy genotypami szczepy wykazywaly umiarkowany stopien
podobienstwa genetycznego lub nie byty spokrewnione — ich homologia wynosita mnie;j
niz 80%. Zestawienie szczepow z uwzglednieniem stopnia homologii w ramach danego
genotypu oraz pomie¢dzy nimi przedstawiono w formie dendrogramu (drzewa pokrewien-
stwa) na Ryc. 1.
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Ryc. 1 Dendrogram zbiorczy, przedstawiajacy stopien pokrewienstwa 30 badanych szcze-
poéw A. baumannii w metodzie RAPD-PCR (Gel Compare II, UPGMA).

G, I — genotyp pierwszy, G, I — genotyp drugi, G, I1I — genotyp trzeci, G, IV — geno-
typ czwarty, G,V — genotyp pigty, G, VI — genotyp szosty, G, VII — genotyp siodmy,
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G, ,VIII — genotyp 6smy, G, IX — genotyp dziewigty, G, X — genotyp dziesigty.
* linig przerywang zaznaczono warto$¢ odciecia dla wyznaczenia genotypow, stanowiaca 80%

DYSKUSJA

Acinetobacter baumannii to jeden z najistotniejszych czynnikéw etiologicznych in-
fekcji zwigzanych z opieka medyczng. Narastajacy problem zakazen szpitalnych stanowi
obecnie wyzwanie dla wspdlczesnej medycyny.

W badaniach wlasnych w grupie 30 wielolekoopornych izolatow klinicznych, po-
chodzacych od pacjentéw z réznych oddziatow Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie,
potwierdzono przynalezno$¢ do gatunku A. baumannii wykrywajac gen spokrewniony
zbla u wszystkich szczepdw. Nastepnie dokonano analizy obecnosci gendw trzech

OXA-51-like
nabytych oksacylinaz. Geny spokrewnione z bla oraz bla wykryto u odpo-

wiednio 27 (90%) oraz 3 (10%) szczepow. Naton;)i):siolilk;adnego Z%X/;?c;képéw nie wykaza-
no obecnosci genu spokrewnionego z bla . W badaniach Kuo i wsp. wykryto geny
spokrewnionezbla,, . .. u52,6%,zbla,,, ., . ul0,6%,azbla,,, . . ul1%badanych
szczepOw A. baumannii (n=555). Szczepy te wyizolowane byly od pacjentow leczonych
w 26 szpitalach z 4 regiondw Tajwanu (12). Z kolei w pracy Leungtongkam i wsp. badano
obecnos¢ genoéw spokrewnionych z bla,,, . . ., bla, .. . oraz bla,, . . iwykazano
ich obecnos¢ u odpowiednio 82,6%, 6,5% oraz 0,3% szczepéw w badanej grupie. W cy-
towanej pracy analizom poddano izolaty (n=339) pochodzace z oddzialéw szpitalnych
jednostek opieki medycznej w Tajlandii (14). Réznice w czesto$ci wystgpowania gene-
tycznych determinant nabytych karbapenemaz z grupy OXA wérdd badanych szczepow
w poszczegdlnych pracach moga wynika¢ z: réznic w ich pokrewienstwie, zréznicowania
pod katem charakterystyki szpitali i oddzialow, z ktoérych pochodza, a takze lokalnej sy-
tuacji epidemiologicznej oraz czgsto$ci wystepowania zakazen o etiologii A. baumannii.

W badaniach wtasnych analizowano réwniez wystepowanie gendéw zwigzanych
z pompa wyrzutu lekdéw, sekwencja insercyjng oraz produkcja biofilmu u szczepow z ga-
tunku A. baumannii.

Obecno$¢ genu aded, kodujacego jedna ze sktadowych pompy aktywnego wyrzutu
lekéw, wykazano u wszystkich (100%) badanych wielolekoopornych szczepdéw A. bau-
mannii. Szacuje sig, ze operon adeABC wystepuje Srednio u 53-97% izolatéw, biorac pod
uwagg globalna populacje szczepow z tego gatunku (7). W pracy Coyne i wsp. wykazano
najwieksza zalezno§¢ pomiedzy wystepowaniem opornosci wielolekowej, a wykryciem
obecnosci genu adeA (7).

W niniejszej pracy sekwencje insercyjna ISAbal, ktdrej wystepowanie moze powo-
dowac¢ nadekspresje genéw zwigzanych z lekoopornoscia np. operonu adeABC, wykryto
u wszystkich (100%) badanych szczepéw A. baumannii. Podobnie w badaniach Kobs
1 wsp. wszystkie badane szczepy 4. baumannii (n=78), wyizolowane od pacjentdéw z jed-
nego szpitala w potudniowej Brazylii, posiadaty element IS4bal (13).

W badaniach wlasnych wykryto takze obecno$¢ genéw zwigzanych z produkcja bio-
filmu — genu abal, kodujacego syntaze autoinduktora oraz genu csuF, kodujacego biatka
fimbrii. Obecnos¢ tych genéw wykazano odpowiednio u 100% oraz 97% (n=29) analizo-
wanych szczepow A. baumannii. W pracy Azizi i wsp. wérdd szczepow MDR 4. bauman-
nii (n=65), pochodzacych od pacjentéw hospitalizowanych na oddziatach intensywnej

OXA-58-like
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terapii dwoch iranskich szpitali, sprawdzano obecno$¢ genéw zwigzanych z produkcja
biofilmu. Gen csuE byl obecny u wszystkich szczepow (100%) poddanych analizie (3).
Z kolei w badaniach Liu i wsp. poszukiwano m.in. genow abal oraz csuE. Geny te wy-
kryto u 59,8% (73/122) badanych wielolekoopornych szczepow A. baumannii, wyizolo-
wanych z materiatow klinicznych pochodzacych z infekeji dolnych drog oddechowych
w szpitalu w Chinach (16).

W kontekscie zakazen szpitalnych szczegoélnie niebezpieczne jest klonalne szerzenie
si¢ drobnoustrojow, zwlaszcza szczepow cechujacych sie wielolekoopornos$cia. Typowanie
drobnoustrojow odgrywa istotng role w epidemiologii, stanowi bowiem pomocne narzg-
dzie w profilaktyce i monitorowaniu zakazen szpitalnych. W badaniach wtasnych w gru-
pie 30 szczepow z gatunku A. baumannii dokonano oceny stopnia pokrewienstwa stosujac
metod¢ RAPD-PCR oraz 6 starteréw. Jako punkt odcigcia dla wyznaczenia genotypow
przyjeto wartos¢ 80%. Zbiorcza analiza uwzgledniajaca wszystkie uzyte w badaniu star-
tery pozwolita na wykazanie obecnosci 10 genotypow (G, I-G, X). W obrgbie genotypu
G, I zgromadzonych zostato najwigcej szczepow (n=8). Najwigksza konserwatywnos¢
pod wzgledem oddziatu szpitalnego, z ktérego izolowane byly szczepy, cechowata przed-
stawicieli genotypu G, JIII — 7 z 8 (87,5%) szczepoéw pochodzito z Oddziatu Intensywnej
Terapii. Natomiast genotypy G, I oraz G, IV byly pod tym katem najbardziej zr6zni-
cowane — kazdy ze szczepdw w obrebie danego genotypu pochodzit z innego oddzia-
hu szpitalnego. Ze wzgledu na niskie koszty i tatwo§¢ wykonania metoda RAPD-PCR
znajduje zastosowanie w genetycznym roéznicowaniu wielu gatunkéw mikroorganizmow,
w tym takze jednego z najistotniejszych czynnikow etiologicznych zakazen szpitalnych —
A. baumannii (2). W badaniach Karthika i wsp. przeprowadzonych w grupie 48 szczepow
A. baumannii, pochodzacych od pacjentdéw leczonych w réznych oddziatach jednego ze
szpitali uniwersyteckich w Egipcie, wyodrgbniono 6 genotypdw wykorzystujac metode
RAPD-PCR (11). Roznice w stopniu pokrewienstwa badanych szczepow oraz w liczbie
wyodregbnionych genotypdw moga wynika¢ ze zréznicowania pod katem liczby i charak-
terystyki szpitali oraz oddziatéw, z ktorych pochodzg izolaty w poszczegdlnych pracach,
a takze czesto$ci wystepowania zakazen powodowanych przez 4. baumannii. Wptyw na
uzyskane wyniki mogg mie¢ réwniez lokalna sytuacja epidemiologiczna oraz szpitalne
strategie dotyczace profilaktyki i zwalczania zakazen szpitalnych. Wprowadzenie do ru-
tynowej diagnostyki mikrobiologicznej metod biologii molekularnej moze przyczynic si¢
do ograniczenia zjawiska zakazen szpitalnych zaréwno w kontekscie szybkiej identyfika-
cji, okreslenia lekoopornosci, czynnikéw wirulenciji, jak i typowania epidemiologicznego.

PODSUMOWANIE

Za zjawisko wielolekoopornosci w grupie badanych szczepodw A. baumannii moga
by¢ odpowiedzialne: oksacylinazy CHDL, pompa wyrzutu lekéw AdeABC, obecnosé
sekwencji insercyjnej ISAbal oraz zdolno$¢ do produkcji biofilmu.

Badane szczepy wykazywaly zréznicowane podobiefistwo genetyczne wzgledem
siebie. Pomimo wyodrebnienia 10 genotypoéw, wynikajacych z réznic w pokrewienstwie
w metodzie RAPD-PCR, wyzej wymienione determinanty genetyczne wystepowaty po-
wszechnie w badanej grupie szczepow.
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Ocena przydatnosci szybkich, kasetkowych testow
immunochromatograficznych w serologicznej diagnostyce COVID-19

Evaluation of rapid, cassette immunochromatographic tests
in the serological diagnosis of COVID-19

Waldemar Rastawicki, Klaudia Plaza, Adam Pietrusinski

'Zaktad Bakteriologii i Zwalczania Skazen Biologicznych, Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego PZH — Panistwowy Instytut Badawczy w Warszawie

Oceniono przydatno$¢ siedmiu kasetkowych testow immunochromato-
graficznych w serodiagnostyce COVID-19. Do badan wykorzystano 107
prébek surowicy uzyskanych od 74 oséb z aktualnym zakaZeniem wiru-
sem SARS-CoV-2 potwierdzonym badaniem metoda RT-PCR. Najwiekszy
odsetek wynikow dodatnich uzyskano podczas poszukiwania przeciwcial
klasy IgG zestawem NOVAtest (40,6%) oraz DIAGNOSIS (39,2%). Wykry-
walno$¢ w przypadku zastosowania zestawu VAZYME wynosila 36,4%,
zestawu BIOSENSOR -35,0%, zestawu ACCU-TELL - 31,3%, zestawu IN-
GEZIM (IgA/G/M) - 30,0% oraz zestawu firmy PCL - 25,5%. Wykrywal-
nos¢ przeciweial klasy IgM we wszystkich zestawach byla znacznie nizsza
niz przeciwcial klasy IgG. Najwyzsza czulo$cia w klasie IgG, w stosunku
do zestawu ELISA firmy Euroimmun, charakteryzowatl si¢ zestaw firmy
DIAGNOSIS (64,5%), najnizsza za$ zestaw firmy PCL (38,7%). Swoistos¢
wszystkich testéw immunochromatograficznych byla bardzo wysoka.

Stowa kluczowe: testy immunochromatograficzne, SARS-CoV-2, COVID-19, serodiag-
nostyka, przeciwciala

ABSTRACT
Introduction: Lateral flow assays (LFIA) are the technology behind low-cost, simple,
rapid and portable detection devices popular in biomedicine. Lately, they are very common
used in serodiagnosis of SARS-CoV-2 infections. The aim of the presented study was to
assess the usefulness of selected LFIA in serological diagnosis of COVID-19.
Methods: The usefulness of seven lateral flow assays in the serodiagnosis of COVID-19
was evaluated (VAZYME, DIAGNOSIS, PCL, INGEZIM, BIOSENSOR, ACCU-TELL,
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NOVAtest). The study used 107 serum samples obtained from 74 individuals with current
SARS-CoV-2 infection confirmed by RT-PCR. The ELISA-IgG (Euroimmun) was used as
the reference assay for sensitivity and specificity testing.

Results: The highest percentage of positive results was obtained when searching for
IgG antibodies with the NOVAtest (40.6%) and DIAGNOSIS (39.2%) sets and the lowest
detection for the PCL set - 25.5%. In the case of searching for IgM antibodies in all
sets, significantly lower percentages of positive results compared to the IgG class were
recorded. In general, all lateral flow assays showed low sensitivity in relation to the
Euroimmun ELISA-IgG. The DIAGNOSIS kit (64.5%) was characterized by the highest
sensitivity, and the PCL kit was the lowest (38.7%). On the other hand, the specificity of
all kits was very high, almost 100% in almost all cases.

Conclusions: Lateral flow assays due to their low sensitivity are not suitable for quick
diagnosis of the current SARS-CoV-2 infections and cannot be an alternative to genetic
or even antigen tests. They may be used only to retrospectively test the presence of IgG
antibodies. However, a negative results of LFTA in suspected disease or after vaccination
should be confirmed by more sensitive serological tests.

Key words: Lateral-Flow Immunochromatographic Assay, SARS-CoV-2, COVID-19,
serodiagnosis, antibodies

WSTEP

W serodiagnostyce COVID-19 mozna wykorzystywac rozne metody diagnostyczne,
pozwalajace na wykrycie swoistych przeciwcial wytworzonych przez organizm cztowie-
ka po kontakcie z antygenami wirusa (4,7,10). Przydatnosc¢ testow serologicznych wykry-
wajacych przeciwciata w diagnostyce COVID-19 uwarunkowana jest jednak dynamika
pojawiania si¢ odpowiedzi humoralnej. Wykrycie diagnostycznego poziomu swoistych
przeciwciat anty-SARS-CoV-2 klasy IgM jest mozliwe najwczesniej po okoto 7-10 dniach
od momentu wystapienia pierwszych objawow klinicznych zakazenia, natomiast prze-
ciwciat klasy IgG jeszcze pozniej (9,11). Dodatkowo, trzeba pamigtac takze o duzych roz-
nicach osobniczych, zwiazanych z intensywnoscia przebiegu choroby oraz stanem uktadu
immunologicznego, a takze o ograniczonej swoistosci testow serologicznych (1).

Wiele sposrod dostepnych na rynku komercyjnych testow stuzacych do serodiagno-
styki COVID-19 to tzw. szybkie testy ,,kasetkowe” oparte na technice immunochromato-
grafii z przeplywem bocznym (lateral-flow, LFIA). Zasada dziatania tych testow polega
na reakcji obecnych w probce surowicy, osocza badz petnej krwi przeciwciat ze znako-
wanymi, np. czasteczkami ztota, antygenami wirusa. Powstaty kompleks migruje przez
membrang nitrocelulozowa pod wptywem dziatania sit kapilarnych i jest ostatecznie wy-
chwytywany przez przyczepione na membranie przeciwciata dla ludzkich immunoglobu-
lin, tworzac czerwong lini¢. Zaletg tych testow jest prostota wykonania (nie sa potrzeb-
ne zadne dodatkowe odczynniki czy tez wyposazenie do odczytu wyniku) oraz bardzo
krotki czas uzyskania wyniku (zazwyczaj 10-15 minut). O wyniku dodatnim $wiadczy
pojawienie si¢ linii testowych oraz linii kontrolnej. W przypadku braku linii kontrolne;j
badanie nalezy powtorzy¢ (12,13). Badania te moga by¢ wykonane w kazdym ambulato-
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rium szpitalnym czy nawet w warunkach terenowych. Ze wzgledu na dostepnosé, prostote
wykonania i szybko$¢ uzyskania wyniku testy kasetkowe cieszg si¢ duzg popularnoscia.
Nie mniej jednak, w przypadku niektorych testow, dostepne sg jedynie dane producenta,
okreslajace zazwyczaj na bardzo wysokim poziomie, czuto$¢ i swoistos¢ diagnostyczna
wyprodukowanych zestawow. Tak wiec, szybkie testy, przed wprowadzeniem do rutyno-
wej diagnostyki w danym kraju, powinny zosta¢ wczesniej zwalidowane (9).

Celem prezentowanej pracy byta ocena przydatnosci wybranych kasetkowych testow
immunochromatograficznych w serologicznej diagnostyce COVID-19

MATERIAL I METODY

1. Badane probki surowicy. Probki surowicy uzyskano od 74 osob z COVID-19
z zakazeniem wirusem SARS-CoV-2 potwierdzonym badaniem metodg RT-PCR. Od
33 0s6b uzyskano po dwie probki surowicy w odstepie kilku-kilkunastu dni. Lacznie
do badan wykorzystano 107 probek surowicy, z tym, ze liczba badanych probek w po-
szczegolnych zestawach byta rézna (Tabela 1.). Dodatkowo, w celu oceny swoistosci
zestawu firmy VAZYME, wykorzystano 69 probek surowicy uzyskanych przed
epidemig SARS-CoV-2 od 0s6b z mykoplazmoza, krztuscem, legionelloza, jersinioza
i chlamydioza.

2. Szybkie kasetkowe testy immunochromatograficzne. Wszystkie badania wykony-
wano zgodnie z instrukcjami producentéw odczytujac wynik po 10-15 minutach.
W przeciwienstwie jednak do podanych instrukeji, w ktorych we wszystkich zestawach
przyjeto dwustopniowa skale oceny (brak prazka = wynik ujemny, obecnos¢ prazka =
wynik dodatni) na potrzeby niniejszego badania rozszerzono skale subiektywnej oceny
intensywnosci prazka do czterech stopni (,,-” brak prazka = wynik ujemny, ,;+/-” =
wynik watpliwy, ,;+” = wynik stabo dodatni, ,;++” = wynik silnie dodatni). Na rycinie
1 przedstawiono przyktadowe wyniki uzyskane w réznych testach kasetkowych.

Ryc.1. Przyktadowe wyniki uzyskane w réznych, kasetkowych testach immunochroma-
tograficznych.
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W badaniach wykorzystano siedem testéw immunochromatograficznych réznych
producentow:

2.1. Test VAZYME - 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) IgG/IgM Detection Kit
(Colloidal Gold-Based), Version3.0, nr kat. C6603C.

2.2. Test DIAGNOSIS — COVID-19 (SARS-CoV-2) IgM/IgG Antibody Test Kit, nr
kat. SA-2-D.

2.3. Test PCL — PCL COVIDI19 IgG/IgM Rapid Gold, nr kat. COV03.

2.4. Test INGEZIM® COVID 19 CROM nr kat. 50.CoV.K41 firmy Ingenasa. Test
wykrywa tacznie przeciwciata klasy IgA, IgG i IgM.

2.5. Test BIOSENSOR Standard Q COVID-19 IgM/IgG Duo nr ref. Q-NCOV-01D.

2.6. Test ACCU-TELL® COVID-19 IgG/IgM Cassette nr kat. ABT-IDT-B352 firmy
AccuBiotech Co., Ltd.

2.7. Test NOVAtest® COVID-19 IgM/IgG Antibody test (Colloidal Gold) nr kat.
nCov-497.

3. Test immunoenzymatyczny ELISA. Jako test referencyjny do oceny czuto$ci
1 swoisto$ci testow kasetkowych zastosowano zestaw ELISA IgG firmy Euroimmun
nr kat. EI 2606-9601. W zestawie producent jako antygen zastosowal biatko S1 wiru-
sa SARS-CoV-2.

WYNIKIIDYSKUSJA

W tabeli I przedstawiono wyniki oznaczania szybkimi, kasetkowymi testami im-
munochromatograficznymi obecnosci przeciwciat dla wirusa SARS-CoV-2 w probkach
surowicy osob z COVID-19. Najwickszy odsetek wynikéw dodatnich (ocenionych na +
lub na ++) uzyskano podczas poszukiwania przeciwcial klasy IgG zestawem NOVAtest
(40,6%) oraz DIAGNOSIS (39,2%). Wykrywalno$¢ przeciwciat klasy IgG w pozostatych
testach byla nieco nizsza i wynosita odpowiednio: w przypadku zastosowania zestawu
VAZYME - 36,4%, zestawu BIOSENSOR - 35,0%, zestawu ACCU-TELL - 31,3%, zesta-
wu INGEZIM (IgA/G/M) - 30,0% oraz zestawu firmy PCL - 25,5%. Na szczeg6lna uwa-
ge zastuguje fakt, ze w przypadku poszukiwania przeciwciat klasy IgM we wszystkich
zestawach zanotowano zdecydowanie nizsze odsetki wynikéw dodatnich w poréwnaniu
do klasy IgG. Najwyzszy odsetek wynikow dodatnich w klasie IgM wystepowal podczas
stosowania zestawu firmy NOVAtest (34,4%), najnizszy za$ zestawu firmy BIOSENSOR
(2,5%) oraz PCL (7,8%).

Trzeba mie¢ na uwadze, ze w tabeli I przedstawiono tylko og6lna proporcje wynikdéw
ocenionych w czterostopniowej skali w poszczegodlnych zestawach. Na wynik badania
serologicznego duzy wplyw ma okres choroby w ktérym pobrano do badania probke
surowicy. Swoiste przeciwciala pojawiajg si¢ zazwyczaj okoto 10 dni od wystapienia
pierwszych objawéw klinicznych COVID-19. Tak wigc, zbyt wczesne pobranie krwi do
badan serologicznych moze skutkowa¢ fatszywie ujemnym wynikiem badania, zwtasz-
cza w klasie IgG. Z drugiej strony, w miar¢ uplywu czasu, najszybciej obniza si¢ poziom
przeciwciat klasy IgM oraz IgA a w surowicy mozemy wykry¢ jedynie przeciwciata kla-
sy IgG. W prezentowanej pracy wykorzystano do badania probki surowicy uzyskane od
kilku do kilkunastu dni od poczatku objawdéw klinicznych COVID-19. Co wigcej, nie
we wszystkich ocenianych zestawach immunochromatograficznych do badania obecnosci
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Tabela I. Wyniki oznaczania szybkimi, kasetkowymi testami immunochromatogra-
ficznymi obecnosci przeciwcial dla wirusa SARS-CoV-2 w probkach surowicy osob
z COVID-19.

Test ngzba Klasa Ig Liczba (odsetek) probek z wynikiem:
probek ++ + +/- -
IgG 6 (5,6%) 33 (30,8%) 12 (11,2%) 56 (52,3%)
VAZYME 107 IgM 2 (1,9%) 10 (9,3%) 5 (4,7%) 90 (84,1%)
IeG 11 (21,6%) 9 (17,6%) 6 (11,8%) 25 (49,0%)
DIA | 1

GNOSIS > IgM 2 (3,9%) 12 (23,5%) 13 (25,5%) 24 (47,1%)
PCL 51 IeG 3 (5,9%) 10 (19,6%) 4 (7,8%) 34 (66,7%)
IgM 1(2,0) 3 (5,9%) 6 (11,8%) 41 (80,4%)
1gG 5 (15,6%) 5 (15,6%) 3 (9,4%) 19 (59,4%)
ACCUTELL | 32 IgM - 3 (9,4%) 11 (34,4%) 18 (56,3%)
IgG 1 (3,1%) 12 (37,5%) 5 (15,6%) 14 (43,8%)
NOVATEST 32 IgM 1 (3,1%) 10 (31,3%) 5 (15,6%) 16 (50,0%)
IgG 5 (12,5%) 9 (22,5%) 6 (15,0%) 20 (50,0%)
BIOSENSOR |~ 40 IgM - 1(2,5%) 11 (27,5%) | 28(70,0%)
INGEZIM 30 IgA/G/M | 4 (13,35) 5 (16,7%) 6 (20,0%) 15 (50,0%)

przeciwciat dla wirusa SARS-CoV-2 wykorzystano doktadnie takg sama liczbg probek
surowicy uzyskanych od tych samych chorych. W takim uktadzie nie mozna poréwny-
wac wprost czulo$ci diagnostycznej poszczegolnych zestawow. Majac jednak na uwadze
fakt, ze jednym z najwazniejszych parametrow testow diagnostycznych okreslajacych
ich przydatno$¢ do rutynowych badan jest czulo$¢ i swoisto§¢ postanowiono poréwnac
wyniki uzyskane w kazdym zestawie immunochromatograficznym z wynikami odczy-
nu ELISA firmy Euroimmun. Zestaw ELISA, oparty na biatku S1 wirusa SARS-CoV-2,
charakteryzujacy si¢ wysoka czutoscia i swoisto$cig, potraktowano jako test odniesienia
(test referencyjny). Ze wzgledu na fakt, ze wykrywalno$¢ przeciwciat klasy IgG w testach
kasetkowych byta duzo wyzsza niz przeciwciat klasy IgM postanowiono okresli¢ czutosé
i swoisto$¢ wylacznie dla tej klasy immunoglobulin.

Przeprowadzone badania wykazaly niska czulo$¢ w stosunku do zestawu ELISA
firmy Euroimmun wszystkich zestawéw immunochromatograficznych (Tabela II). Naj-
wyzsza czuto$cig charakteryzowat si¢ zestaw firmy DIAGNOSIS (64,5%), najnizsza za$
zestaw firmy PCL (38,7%). Z drugiej strony swoisto§¢ wszystkich zestawow byta bardzo
wysoka, wynoszaca w prawie wszystkich przypadkach 100%.

Wzajemne relacje wynikéw uzyskanych w poszczegolnych zestawach immunochro-
matograficznych, osobno w klasie IgG i IgM, przedstawiono w tabelach III-IV. Przy-
ktadowo, warto zwrdci¢ uwage na porownanie wynikow uzyskanych zestawem firmy
DIAGNOSIS z wynikami uzyskanymi pozostatymi zestawami. W przypadku poszuki-
wania przeciwcial klasy IgG zestawem VAZYME uzyskano 82,4% wynikow zgodnych,
zestawem firmy PCL 78,4%, zestawem firmy ACCU-TELL 84,4%, zestawem firmy NO-
VAtest 75,0%, zestawem firmy BIOSENSOR 80,0% i zestawem firmy INGEZIM 86,7%
wynikow zgodnych z zestawem DIAGNOSIS (Tabela I1I). W przypadku poszukiwania
przeciwciat klasy IgM zestawem VAZYME uzyskano 72,5% wynikow zgodnych, zesta-
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Tabela II. Porownanie wynikoéw oznaczania szybkimi, kasetkowymi testami immuno-
chromatograficznymi oraz testem ELISA firmy Euroimmun (test referencyjny) obecnos$ci
przeciwciat klasy IgG dla wirusa SARS-CoV-2 w probkach surowicy oséb z COVID-19
(test INGEZIM klasy IgA/G/M).

Odczyn ELISA Liczba
Test Klasa Euroimmun IgG (odsetek) ,, s
o Czutosé Swoistos¢
kasetkowy IgG wynikow
+ - zgodnych
+ 35 1
VAZYME o = 68 (70,8%) 56,5% 97,1%
+ 20 -
DIAGNOSIS 0 = 37 (77,1%) 64,5% 100%
+ 12 -
PCL o 3 30 (61,2%) 38,7% 100%
+ 10 -
ACCU-TELL . 5 19 (63,3%) 47,6% 100%
+ 12 -
NOVATEST 5 5 21 (70,0%) 57,1% 100%
+ 13 -
BIOSENSOR 0 5 26 (68,4%) 52,0% 100%
INGEZIM ’ 2 - 21 (75,0%) 56,3% 100%
(IgA/IgM) - 7 12 ’ '

wem firmy PCL 70,6%, zestawem firmy ACCU-TELL 71,9%, zestawem firmy NOVAtest
78,1%, zestawem firmy BIOSENSOR 80% i zestawem firmy INGEZIM 83,3% wynikow
zgodnych z zestawem DIAGNOSIS (Tabela IV).

W tabeli V przedstawiono wybrane wyniki uzyskane w poszczegoélnych zestawach
immunochromatograficznych podczas badania probek surowicy uzyskanych dwukrotnie
od szpitalnych pacjentéw chorych na COVID-19. W wiekszosci przypadkow, badajac
pierwsza probke surowicy, uzyskang zazwyczaj w ciggu kilku pierwszych dni od po-
czatku objawow klinicznych, uzyskano wynik ujemny zaré6wno w klasie IgG jak i IgM.
W drugiej probce surowicy, uzyskanej po 6 dniach od pierwszej, wida¢ wyraznie przyrost
poziomu przeciwciat klasy IgG objawiajacy sie w zestawach immunochromatograficz-
nych jako prazek oceniany na plus (+) lub nawet dwa plusy (++). Na uwagg zastuguje
fakt stabej wykrywalnosci w badanych probkach surowicy przeciwciat klasy IgM. Najle-
piej pod tym wzgledem wypadtly zestawy firmy NOVAtest oraz DIAGNOSIS, w ktérych
wykryto przeciwciata klasy IgM odpowiednio w 7 i 6 probkach na 20 badanych. W po-
zostalych zestawach przeciwciata klasy IgM wykrywano sporadycznie. Czg$ciej wynik
interpretowany byt jako watpliwy, oceniany na +/-. Ciekawie wygladaja wyniki uzyskane
podczas badania probek surowicy uzyskanych od pacjenta z nr 10. W pierwszej probce
surowicy wynik dodatni, oceniony co wigcej na dwa plusy, uzyskano tylko w zestawie
firmy INGEZIM, wykrywajacym wszystkie trzy klasy przeciwcial IgA, IgG i IgM. Jak
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wykazaly dalsze badania przeprowadzone odczynem ELISA, za wynik dodatni w ze-
stawie INZGEZIM, odpowiedzialne byly przeciwciata klasy IgA, obecne na wysokim
poziomie w obydwu probkach surowicy.

Waznych informacji dostarczyla rdwniez analiza cz¢sto$ci wystepowania wynikow
dodatnich w zalezno$ci od okresu choroby pacjentow z COVID-19, w ktorym uzyska-
no probki surowicy do badania (Tabela VI). Przeciwciala klasy IgG znaczaco czgsciej
wykrywano, wszystkimi ocenianymi testami, w probkach surowicy uzyskanych po co
najmniej tygodniu od poczatku objawdw klinicznych. Co ciekawe, w przypadku poszu-
kiwania przeciwciat klasy IgM, uznawanej za pierwsze indukowane immunoglobuliny
w przebiegu zakazenia, tylko w zestawie VAZYME wykrywano je czgsciej w probkach
surowicy uzyskanych w ostrej fazie choroby. W pozostatych testach, przeciwciata klasy
IgM wyraznie cze¢$ciej wykrywano w probkach surowicy uzyskanych po kolejnych kilku
czy kilkunastu dniach trwania choroby.

Badanie swoisto$ci diagnostycznej przy uzyciu probek surowicy uzyskanych od oséb
z grupy kontrolnej przeprowadzono tylko w przypadku zestawu immunochromatogra-
ficznego firmy VAZYME. Do tego celu wykorzystano tacznie 69 probek surowicy osob
z mykoplazmoza, krztu§cem, legionelloza, jersiniozg czy tez z chlamydiozg. Przeprowa-
dzone badania wykazaty obecno$¢ przeciwciat klasy IgM dla wirusa SARS-CoV-2 tylko
w jednej probce, natomiast przeciwcial klasy IgG w ani jednej probce surowicy (odpo-
wiednio swoisto$¢ 98,6% oraz 100%).

W dostepnym pismiennictwie jest duzo opracowan dotyczacych przydatnosci testow
immunochromatograficznych w serodiagnostyce COVID-19. Ponizej przedstawiono tyl-
ko kilka wybranych.

Krone i wsp. (5) poréwnali wyniki uzyskane w trzech immunochromatograficznych
testach serologicznych (Abbott PanBio COVID-19 IgG/IgM, Nadal COVID-19 IgG/IgM,
Cleartest Corona 2019-nCOV IgG/IgM) z wynikami testu neutralizacji (PRNT50), ktory
przyjeli za test odniesienia (ztoty standard). Generalnie czuto$¢ wszystkich trzech testow
byta znacznie wyzsza przy poszukiwaniu przeciwciat klasy IgG niz klasy IgM i wynosita
w przypadku testu Abbott odpowiednio 84,2% i 7,0%, w przypadku testu Nadal 86,0%
166,7% oraz w przypadku testu Cleartest §9,5% 1 21,1%. Swoisto$¢ testow Abbott 1 Nadal
wynosita 100%, natomiast testu Cleartest powyzej 90%. W badaniach autoréw testy im-
munoenzymatyczne ELISA byty czulsze niz szybkie testy kasetkowe.

de Almeida i wsp. (3) ocenili przydatnos¢ w serodiagnostyce COVID-19 czterech roz-
nych testow immunochromatograficznych: MedTest IgG/IgM (MedLevensohn, Brazil),
ECO Test IgG/IgM (Ecodiagnostica, Brazil), Camtech Test [gM/IgG (Camtech Diagno-
stics Pte Ltd, Singapore) oraz Wondfo IgA/G/M (Biotech Co., China). Najwyzsza czutos-
cig i swoisto$cig w stosunku do testu RT-PCR charakteryzowat si¢ test Wondfo (odpo-
wiednio 86,59% oraz 100%), najnizszg za§ ECO Test (odpowiednio 81,71% oraz 78,38%).
Wedtug autordéw szybkie testy immunochromatograficzne nie moga zastapic testow gene-
tycznych, ale mogg by¢ przydatne w diagnostyce zakazen SARS-CoV-2.

W badaniach prowadzonych przez Villarreal i wsp. (12) warto$¢ PPA (Positive Per-
cent Agrement) testu immunochromatograficznego z testem RT-PCR podczas badania
hospitalizowanych 0s6b chorych na COVID-19 zalezna byla od czasu jaki uptynal od
poczatku objawow klinicznych. Przypadku prébek uzyskanych w ciggu pierwszych 7 dni
zgodnos$¢ wynosita 36,4%, w ciagu 8-14 dni 76,2% i powyzej 14 dni az 87%.
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Tabela VI. Wyniki oznaczania szybkimi, kasetkowymi testami immunochromatograficz-
nymi obecnosci przeciwciat dla wirusa SARS-CoV-2 w probkach surowicy uzyskanych
w r6znych okresach choroby od os6b z COVID-19

Liczba dni Liczba prébek Liczba _(quetek) prél?ek
Test od poczatku Si rovI:/icy z wynikiem dodatnim
objawow 1eG TeM
VAZYME <7 dni 72 20 (27,8%) 10 (13,9%)
>7 dni 35 19 (54,3%) 2 (5,7%)
DIAGNOSIS <7 dni 25 5 (20,0%) 3 (12,0%)
>7 dni 26 15 (57,7%) 11 (42,3%)
<7 dni 25 5(20,0%) -
PCL :
>7 dni 26 8 (30,8%) 4 (15,4%)
ACCU-TELL <7 dni 16 3 (18,8%) 1 (6,3%)
>7 dni 16 7 (43,8%) 2 (12,5%)
NOVATEST <7 dni 16 3 (18,8%) 3 (18,8%)
>7 dni 16 10 (62,5%) 8 (50,0%)
<7 dni 19 4 (21,1%) -
BIOSENSOR -
>7 dni 22 11 (50,0%) 1 (4,5%)
INGEZIM <7 dni 15 3 (20,0%)
>7 dni 15 6 (40,0%)

Pecoraro i wsp. (8) w swoich badaniach wykorzystali dwa testy immunochroma-
tograficzne: COVID-19 IgG/IgM Rapid Test Prima Lab SA oraz Techno Genetics KHB
Group—Shangai. Czuto$¢ testow u objawowych pacjentow z COVID-19 wynosita od-
powiednio 85,4% i 78,6%, a swoisto§¢ odpowiednio 89% i 94%. Autorzy konkluduja, ze
mozna poszukiwaé przy uzyciu testow kasetkowych przeciwciat klasy IgG juz 6 dni od
poczatku objawow klinicznych. Czuto$¢ testow w przypadku poszukiwania przeciwciat
klasy IgM byt niska.

Kuna 1 wsp. (6) ocenili przydatno$¢ osSmiu réznych testow serologicznych, w tym
trzech testow immunochromatograficznych, w serodiagnostyce COVID-19. Wykazali
wysoka zgodnos¢ uzyskanych wynikow pomiedzy réznymi testami tylko w przypadku
poszukiwania przeciwciat klasy IgG. Czuto$¢ ocenianych testow immunochromatogra-
ficznych wynosita ponad 85%, ale zalezna byla w duzej mierze od okresu choroby. Przy-
ktadowo, czulos¢ testu Encode COVID-19 IgM/IgG podczas badania probek uzyskanych
1-3 dni od poczatku objawoéw klinicznych wynosita w klasie IgM 1 IgG 16%, podczas
badania prébek uzyskanych w ciagu 4-7 dni odpowiednio 87% 1 92,8% i podczas badania
probek uzyskanych powyzej 8 dni 90%.

Podsumowujac uzyskane w prezentowanej pracy rezultaty, nalezy zwréoci¢ uwage na
duze rozbiezno$ci pomiedzy wynikami testéw genetycznych RT-PCR i szybkich, kaset-
kowych testow immunochromatograficznych. Jest to w gtownej mierze zwigzane z kine-
tyka odpowiedzi humoralnej w przebiegu zakazenia wirusem SARS-CoV-2, co ogranicza
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przydatnos¢ testow wykrywajacych przeciwciata do badania wylacznie probek uzyska-
nych w pézniejszej fazie choroby. Powaznym ograniczeniem stosowania testow serolo-
gicznych do diagnostyki COVID-19 jest réwniez staba stymulacja przeciwcial u osob,
ktorzy przebyli zakazenie bezobjawowo lub z bardzo stabo wyrazonymi objawami kli-
nicznymi. Co wigcej, jak wykazaty badania wilasne i1 innych autorow, testy kasetkowe
odbiegaja dodatkowo czuto$cig od testow immunoenzymatycznych ELISA czy tez testow
CLIA. Istotne sg rowniez spore réznice pomi¢dzy przydatnoscia testdw immunochroma-
tograficznych réznych producentéw do rutynowej diagnostyki. Osobnym problemem jest
takze generalnie bardzo niska czulo$¢ testow kasetkowych w przypadku poszukiwania
przeciwciat klasy IgM. Z powyzszych wzgledow testy kasetkowe nie nadaja si¢ szybkiej
diagnostyki aktualnie trwajacego zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i nie mogg by¢ alter-
natywa dla testow genetycznych czy nawet antygenowych. Ze wzgledu na dostepnose,
prostot¢ wykonania i szybko$¢ uzyskania wyniku testy kasetkowe moga by¢ jednak wy-
korzystane do retrospektywnego badania obecnos$ci przeciwciat klasy IgG u osob, ktére
przeszty chorobe badz zostaty zaszczepione przeciwko COVID-19. Z powodu wysokiej
swoisto$ci, uzyskanie wyniku dodatniego §wiadczy o kontakcie uktadu immunologicz-
nego z antygenami wirusa. Ujemny wynik testu kasetkowego, w przypadku podejrzenia
przebycia choroby lub po szczepieniu, powinien by¢ jednak potwierdzony bardziej czu-
lymi testami serologicznymi.
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Ocena przydatnosci testu immunoenzymatycznego ELISA opracowanego
we wlasnym zakresie (in-house ELISA) oraz 11 komercyjnych zestawow
ELISA w serologicznej diagnostyce COVID-19

Evaluation of in-house ELISA and 11 commercial ELISA kits in the
serological diagnosis of COVID-19

Waldemar Rastawicki, Klaudia Plaza, Adam Pietrusinski

1Zaktad Bakteriologii i Zwalczania Skazen Biologicznych, Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego PZH — Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie

Oceniono przydatnos¢ testu in-house ELISA oraz 11 komercyjnych zesta-
wéw ELISA w serodiagnostyce COVID-19. Do badan wykorzystano 237
prébek surowicy uzyskanych od 165 oséb z potwierdzonym w RT-PCR za-
kazeniem wirusem SARS-CoV-2. Wykrywalno$¢ przeciwcial w poszcze-
gblnych testach réznila si¢ dos¢ istotnie i byla zalezna od okresu choroby
w ktérym uzyskano do badania prébke surowicy, od klasy poszukiwanych
immunoglobulin i rodzaju zastosowanego antygenu. Przeprowadzone ba-
dania wykazaly wysoka czulo$¢ (81,0%) oraz swoistos$¢ (97,2%) opraco-
wanego zestawu in-house w stosunku do metody RT-PCR. Czulo$¢ testu
in-house znaczaco wzrosta (98,1%) kiedy badano wylacznie ozdrowiencow
- osoby co najmniej 3 tygodnie po przebytym COVID-19. Komercyjnymi
zestawami ELISA najczeSciej, zwlaszcza w probkach uzyskanych w poz-
niejszym okresie choroby, wykrywano przeciwciala klasy I1gG (od 44,9%
do 89,4%), najrzadziej za$ przeciwciala klasy IgM (od 4,2% do 42,4%).

Stowa kluczowe: testy immunoenzymatyczne ELISA, SARS-CoV-2, COVID-19, serodiag-
nostyka, przeciwciala

ABSTRACT
Introduction: ELISA-Immunoassays can complement the molecular diagnostic methods,
and can be one of the important tools of sero-surveillance and vaccine evaluation. The
aim of the presented study was to develop in-house ELISA and evaluate 11 commercial

Praca wykonana w ramach realizacji projektu badan wiasnych nr 1BBBW/2020 oraz planu naukowego
nr BB-3/2021 NIZP PZH - PIB na rok 2021
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ELISA tests for detection of anti-SARS-CoV-2 antibodies in serum samples collected
from COVID patients.

Methods: In total, 237 serum samples obtained from 165 people with COVID-19 with
RT-PCR confirmed SARS-CoV-2 virus infection were used for the study. The specificity
of the developed in-house ELISA kit was tested using 170 serum samples obtained from
patients with various bacterial and viral infections. The study used an in-house ELISA
and 11 commercial ELISA kits developed by various manufacturers.

Results: The presented study showed high sensitivity (81.0%) and specificity (97.2%) of
the developed in-house kit in relation to the RT-PCR method. The sensitivity of the in-
house test significantly increased (98.1%) when only convalescents - persons at least 3
weeks after COVID-19 were examined. Commercial ELISA kits most frequently detected
IgG antibodies (from 44.9% to 89.4%), especially in samples obtained later in the disease,
and the least frequent detection of IgM antibodies (from 4.2% to 42.4%)).

Conclusions: All the presented ELISA kits may be used in serodiagnosis of COVID-19
however the detection of antibodies in individual tests differed quite significantly and
was dependent on the period of the disease, on the class of immunoglobulins and the
type of antigen used. The sensitivity of serological tests in the IgG class is clearly higher
when examining samples obtained at least 2-3 weeks from the onset of clinical symptoms.
Searching for IgA antibodies may be useful mainly in the early phase of the disease while
IgM antibodies does not provide significant additional information. In the case of asymp-
tomatic or mild infection, the level of antibodies is low which may be the cause problems
with the correct interpretation of epidemiological surveys.

Key words: ELISA, SARS-CoV-2, COVID-19, serodiagnosis, antibodies

WSTEP

W serodiagnostyce COVID-19 wykorzystywane sg rozne testy wykrywajgce w prob-
kach surowicy badanych os6b obecnosé swoistych przeciwciat dla wirusa SARS-CoV-2
(1, 2, 12, 14, 18). Badania przeprowadzone uprzednio w NIZP PZH-PIB wykazaty ogra-
niczong przydatno$¢ szybkich, kasetkowych testow immunochromatograficznych do ba-
dania 0sdb chorych. Zasugerowano wigc, ze ujemny wynik szybkiego testu kasetkowego,
w przypadku podejrzenia przebycia choroby lub po szczepieniu, powinien by¢ potwier-
dzony bardziej czutymi testami serologicznymi, takimi chociazby jak testy immunoen-
zymatyczne ELISA (16).

Celem prezentowanej pracy byla ocena przydatnosci testu immunoenzymatycznego
ELISA opracowanego we wlasnym zakresie (in-house ELISA) oraz 11 wybranych, ko-
mercyjnych testow ELISA réznych producentow, do poszukiwania przeciwciat dla wirusa
SARS-CoV-2.

MATERIAL I METODY

1. Badane prébki surowicy. Ogotem do badan wykorzystano 237 probek surowicy uzy-
skanych od 165 os6b z COVID-19 z potwierdzonym w RT-PCR zakazeniem wiru-
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sem SARS-CoV-2. Probki te uzyskano w okresie od kilku dni do kilkunastu tygodni
od poczatku objawow klinicznych. Od 70 pacjentdow szpitalnych uzyskano po dwie
probki surowicy w odstepie kilku dni. Liczba badanych probek surowicy w poszcze-
gblnych zestawach ELISA byla r6zna (Tabela I). Dodatkowo, w celu wyznaczenia
diagnostycznie znamiennego poziomu przeciwcial w zestawie in-house ELISA wy-
korzystano 84 prébki surowicy uzyskane od krwiodawcow. Poziom ten wyznaczono
na wysokosci $redniej arytmetycznej wartosci OD,, ., powigkszonej o trzy odchy-
lenia standardowe. Swoisto$¢ opracowanego zestawu in-house ELISA badano przy
uzyciu 170 prébek surowicy uzyskanych od oséb z réznymi zakazeniami bakteryj-
nymi i wirusowymi, w tym: z krztuscem (N=30), legioneloza (N=23), mykoplazmo-
za (N=27), grypa (N=37), odra (N=17), zakazeniem C. pneumoniae (N=20) i HCV

(N=16). Wszystkie surowice od 0séb z grup kontrolnych uzyskano przed wybuchem

epidemii SARS-CoV-2.

Testy immunoenzymatyczne ELISA. W badaniach wykorzystano test in-house ELI-

SA opracowany we wlasnym zakresie oraz 11 komercyjnych zestawdéw ELISA opra-

cowanych przez réznych producentéw. Metodyke badania zestawem in-house podano

ponizej natomiast badania komercyjnymi testami ELISA wykonywano zgodnie z in-
strukcjami producentow.

2.1. Test in-house ELISA. Zastosowano opracowany we wlasnym zakresie w NIZP
PZH-PIB pos$redni test immunoenzymatyczny ELISA. W badaniach nad opra-
cowaniem testu wykorzystano dwa preparaty antygenowe firmy NativeAntigen
oparte o rekombinowane biatko S1 wirusa (SARS-CoV-2 Spike Glycoprotein
(S1), Sheep Fc-Tag (HEK293; numer katalogowy REC31806) oraz rekombino-
wane biatko N wirusa (SARS-CoV-2 Nucleoprotein, HIS-Tag E. coli, numer
katalogowy REC31851). Na wstegpnym etapie pracy ustalono st¢zenie bialek Sl
i N oraz opracowano metodyke przeprowadzania testu z okres§leniem rozcien-
czenia badanych prébek surowicy, koniugatow (IgA, IgG), chromogenu, spo-
sobu odczytu absorbancji oraz czasu przeprowadzania poszczeg6élnych etapow
odczynu. Po analizie wstepnych badan z zastosowaniem osobno obydwu pre-
paratéw biatkowych przyjeto, ze studzienki ptytki metapleksowej MAXISORP
firmy NUNC (nr kat. 449824) beda docelowo optaszczane mieszaning obydwu
biatek. Po calonocnej inkubacji optaszczonych ptytek w temperaturze 4-8°C
oraz 2-krotnym plukaniu roztworem PBS+Tween, receptorowe powierzchnie
dotkow blokowano przez 1 godzing 5% roztworem odttuszczonego mleka. Po
ponownym 2-krotnym plukaniu, badane probki surowicy oraz trzy surowice
kontrolne (ujemna, cut-off i dodatnia) rozcienczano w stosunku 1:101 w bufo-
rze PBS-0,5% roztwor mleka, dodawano do dotkow plytki i inkubowano przez
60 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie, po kolejnym 4-krotnym ptukaniu,
dodawano do dotkéw roztwdr odpowiednich koniugatéow: Anti-Human IgG
Fc (Goat) Antibody Peroxidase Conjugated firmy Rockland (nr kat. 609-1303)
w rozcienczeniu 1/40.000 oraz Polyclonal Rabbit Anti-Human IgA/HRP fir-
my Dako (nr kat. P0216) w rozcienczeniu 1/1.200. Po 30 minutowej inkuba-
cji w temperaturze 37°C i 6-krotnym ptukaniu do dotkéw dodawano nastepnie
chromogen TMB-Complete 2 ref. TMBOLI firmy testLine. Reakcj¢ barwna
przerywano po 10 minutach dodajac 1 N roztwoér kwasu siarkowego. Pomiaru
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intensywnosci reakcji barwnej (OD) dokonywano w czytniku Infinite F50 firmy
TECAN przy dlugosci fali 450 nm i fali referencyjnej 620 nm. W celu wyzna-
czenia indeksu poziomu przeciwcial wartos¢ OD ;. badanej probki dzielono
przez warto$¢ OD . o surowicy cut-off i mnozono przez 10. Za wynik dodatni
testu przyjmowano indeks przeciwciat >12, za wynik watpliwy 8-12 i za wynik
ujemny indeks <8.

Test firmy Euroimmun. W badaniach wykorzystano potilo§ciowy zestaw ELI-
SA IgG/IgA firmy Euroimmun nr kat. EI 2606-9601. W zestawie producent
jako antygen zastosowal bialko S1 wirusa SARS-CoV-2. Za wynik dodatni
uznawano warto$¢ >1,1 za wynik watpliwy 0,8-1,1 NTU, a za wynik ujemny
<0,8 NTU.

Test firmy NovaTec Immunodiagnostica (Niemcy) — NovaLisa SARS-CoV-2
(Covid-19) IgA, IgG, IgM, nr kat. COV A/G/M 0940. W zestawie producent
jako antygen zastosowatl nukleokapsyd (biatko N) wirusa SARS-CoV-2. Za wy-
nik dodatni uznawano warto$¢ >11 NTU (NovaTec Units), za wynik watpliwy
9-11 NTU, a za wynik ujemny <9 NTU.

Test firmy TestLine Clinical Diagnostics (Czechy) - EIA COVID-19 NP IgA/
IgG/IgM, nr kat. CoNA/G/M96. W zestawie wykorzystano jako antygen nu-
kleokapsyd (biatko N) wirusa SARS-CoV-2. Zastosowano cztery kontrolne ka-
libratory, odpowiednio o poziomie przeciwciat 5 U/ml, 20 U/ml (cut-off), 80
U/ml oraz 320 U/ml. Warto$¢ indeksu przeciwciat powyzej 1,1 uznawano za
wynik dodatni, 0,9-1,1 za wynik watpliwy i ponizej 0,9 na ujemny.

Test firmy Epitope Diagnostics (USA)-EDI Novel Coronavirus COVID-19 IgG/
IgM ELISA Kit, nr kat. KT-1032. Producent zastosowat jako antygen komplet-
ny nukleokapsyd (biatko N) wirusa SARS-CoV-2. Warto$¢ cut-off (dodatnia
iujemna) wyznaczana jest kazdorazowo wobec kontroli ujemne;j.

Test firmy FAMID Biomedical Technology (Tianjin, Chiny) - COVID-19 IgG/
IgM ELISA Kit, nr kat. F3022/F3023. Producent nie podaje jaki zastosowat
antygen. Absorbancja surowicy kontrolnej ujemnej > 1 §wiadczy o wyniku do-
datnim.

Test firmy Vircell (Hiszpania) - COVID-19 ELISA IgG, nr kat. G1032. W zesta-
wie zastosowano mieszaning antygenow S oraz N. Wedlug danych producenta
indeks przeciwcial ponizej 4 §wiadczy o wyniku ujemnym, indeks 4-6 o wyni-
ku watpliwym, natomiast powyzej 6 o wyniku dodatnim.

Test firmy Generic Assays GmbH (Niemcy) — GA CoV-2 IgG, nr kat. 3920. Jako
antygen producent zastosowal biatka N, S1 i S2. Indeks przeciwcial na poziomie
1,1 — 3,0 $wiadczy o wyniku stabo dodatni, za§ na poziomie >3 o dodatnim.
Test Actim Medix Biochemica (Finlandia) — SARS-CoV-2 IgG ELISA kit, pro-
duct code 35530ETAC. Ptytki w zestawie ELISA zostaty oplaszczone rekombi-
nowanym biatkiem S1. Zastosowano 6 kalibratoré6w od 0,0 do 1,137 pg/ml. Za
kliniczne znamienne producent przyjal poziom przeciwcial w badanych préb-
kach surowicy na poziomie >0,5 pg/ml.

Test firmy BIO-RAD - Platelia SARS-CoV-2 Total Ab, nr kat. 72710. Test stuzy
do wykrywania przeciwciat tacznych klas IgM/IgA/IgG dla nukleokapsydu wi-
rusa (biatko N) SARS-CoV-2 w probkach surowicy lub osocza.
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2.11. Test INgezim®COVID 19 DR 50.CoV.KO firmy Eurofins Ingenasa (Hiszpania).
W zestawie dotki metapleksowej ptytki optaszczono biatkiem nukleokapsydu
(biatko N). Po inkubacji z badang surowicg w kolejnym etapie zamiast koniuga-
tu przeciwcial z enzymem dodawano biatko N sprzezone z peroksydaza chrza-
nowa. Test wykrywa obecno$¢ wszystkich klas przeciwciat swoistych dla biatka
N wirusa SARS-CoV-2.

2.12. Test Wantai SARS-CoV-2 IgG ELISA (Chiny), nr kat. WS-1396. Producent nie
podaje jaki zastosowat antygen. Jest to test ilo§ciowy, w ktérym poziom prze-
ciwcial okreslany jest w jednostkach Wantai. Jednostki te sa wystandaryzowane
wobec standardu NIBSC 20/136. Producent podaje, ze 1 Wantai U/ml réwna
si¢ 5,4 TU/ml NIBSC 20/136. W prezentowanej pracy za wynik dodatni przyjeto
wartos$¢ 1,85 Wantai U/ml (10 TU/ml NIBSC 20/136).

WYNIKIIDYSKUSJA

W tabeli I zestawiono wyniki uzyskane w 12 réznych zestawach ELISA podczas
poszukiwania przeciwcial swoistych dla wirusa SARS-CoV-2 w probkach surowicy
0s6b z COVID-19. Tylko testem in-house ELISA i komercyjnym testem firmy Euroim-
mun w klasie IgA i IgG zbadano wszystkie 237 probek surowicy. Przeciwciata klasy IgA
wykrywano testem Euroimmun znaczaco czg¢sciej (82,7%) niz testem in-house ELISA
(57,4%). Przeciwciala klasy IgG w obydwu testach wykrywano w prawie identycznym
odsetku prébek (73,0%-73,8%). Analizujac facznie obydwie klasy immunoglobulin, czu-
o$¢ zestawu in-house ELISA wynosita 81,0%, natomiast swoisto§¢ 97,2% w stosunku do
metody RT-PCR. Trzeba podkresli¢, ze wyniki watpliwe uzyskane w tescie nie wtaczono
do obliczen czulosci i swoisto$ci.

Odsetek wynikow dodatnich w klasie IgA oraz IgG w pozostatych testach komercyj-
nych obliczono badajac znacznie mniejszg liczbe surowic. Przeciwciata klasy IgA w te$cie
firmy Novatec wykryto w 55,4%, a w tescie firmy TestLine w 43,3% probek surowicy.
Najczesciej przeciwciala klasy IgG dla wirusa SARS-CoV-2 wykrywano zestawem firmy
ACTIM (89,5%), Vircell (80,8%) oraz Generic (79,5%), najrzadziej za$ testem Epitope
(44,9%), TestLine (56,7%) i Novatec (59,5%). W przypadku testu BIO-RAD oraz Ingezim
poszukiwano w badanych probkach przeciwciat w tacznych klasach IgA/G/M. Na szcze-
g6lng uwage zastuguja wyniki badania przeciwciat klasy IgM. We wszystkich testach
przeciwciata tej klasy wykrywano znaczaco rzadziej niz przeciwciata klasy IgG i IgA.
W skrajnych przypadkach, np. testem firmy Famid czy Novatec, przeciwciata klasy IgM
wykrywano tylko w pojedynczych prébkach surowicy uzyskanych od os6b z COVID-19.

Trzeba pamigtaé, ze poziom wykrywanych przeciwcial w duzej mierze zalezny jest
od okresu choroby, w ktérym pobrano do badania probke krwi. W poszczegdlnych ze-
stawach ELISA badano rézna liczbg probek surowicy, uzyskanych w réznym czasie od
poczatku objawdw klinicznych, co mogto w przypadku niektorych testéw mie¢ wptyw na
obserwowane réznice w wykrywalnosci przeciwciat.

Analizujac wptyw okresu choroby na poziom wykrywanych przeciwcial w poszcze-
golnych klasach immunoglobulin w tabeli II poréwnano wyniki poszczeg6élnych testow
ELISA podczas badania probek surowicy uzyskanych dwukrotnie, w odstepie kilku dni,
od tych samych hospitalizowanych oséb. Przeprowadzone badania wykazaty we wszyst-
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Tabela I. Wyniki uzyskane w 12 réznych zestawach ELISA podczas poszukiwania prze-
ciwcial swoistych dla wirusa SARS-CoV-2 w probkach surowicy os6b z COVID-19.

i Liczba (odsetek) wynikow
Zestaw ELISA Klasa L1gzba - ¢ - )Wy -
probek Dodatnim | Watpliwym Ujemnym
. IgA 237 136 (57,4%) 20 (8,4%) 81 (34,2%)
in-house ELISA
IgG 237 175 (73,8%) 9 (3,8%) 53 (22,4%)
IgA 237 196 (82,7%) 18 (7,6%) 23 (9,7%)
Euroimmun IgG 237 173 (73,0%) 12 (5,1%) 52 (21,9%)
IgM 85 36 (42,4%) 4 (4,7%) 45 (52,9%)
IgA 74 41 (55,4%) 5 (6,8%) 28 (37,8%)
Novatec IgG 74 44 (59,5%) 9(12,2%) | 21 (28,4%)
IgM 74 6 (8,1%) 2 (2,7%) 66 (89,2%)
IgA 60 26 (43,3%) 1 (1,7%) 33 (55,0%)
Testline IgG 60 34 (56,7%) 3 (5,0%) 23 (38,3%)
IgM 60 22 (36,7%) 2 (3,3%) 36 (60,0%)
. IgG 107 48 (44,9%) 15 (14,0%) 44 (41,1%)
Epitope
IgM 107 42 (39,3%) 10 (9,3%) 55 (51,4%)
. IgG 72 45 (62,5%) - 27 (37,5%)
Famid
IgM 72 3 (4,2%) - 69 (95,8%)
Vircell IgG 73 59 (80,8%) 1 (1,4%) 13 (17,8%)
Generic IgG 73 58 (79,5%) 2 (2,7%) 13 (17,8%)
ACTIM IgG 142 127 (89,4%) - 15 (10,6%)
Wantai IgG 82 62 (75,6%) - 20 (24,4%)
BIO-RAD IgA/G/M 132 106 (80,3%) 3(2,3%) 23 (17,4%)
Ingezim IgA/G/M 48 29 (60,4%) 6 (12,5%) 13 (27,1%)

kich testach wyzszy odsetek wynikéw dodatnich podczas badania probek uzyskanych
powtornie po kilku dniach. Co ciekawe, zalezno$¢ ta dotyczyta nie tylko przeciwciat kla-
sy IgG, ale rowniez przeciwcial klasy IgA i IgM, ktore uwazane sa za immunoglobuliny
pojawiajace si¢ dos¢ szybko w przebiegu zakazenia. I tak, przyktadowo, w tescie ELISA
firmy Euroimmun odsetek wynikéw dodatnich wzrést z 40,0% do 90,0% podczas badania
przeciwciat klasy IgG, z 70,0% do 95,7% podczas badania przeciwciat klasy IgA oraz
7 38,1% do 47,6% podczas badania przeciwcial klasy IgM. Jak mozna tatwo zauwazy¢ na
przyktadzie tego zestawu, w probkach surowicy uzyskanych we wezesnym okresie choro-
by, zdecydowanie czgsciej wykrywano przeciwciata klasy IgA niz klasy IgG.

Tabela II. Porownanie wynikow uzyskanych w 12 roznych zestawach ELISA podczas
poszukiwania przeciwciat swoistych dla wirusa SARS-CoV-2 w probkach surowicy uzy-
skanych dwukrotnie w roznych okresach (ponizej i powyzej 7 dni od poczatku objawow
klinicznych) od hospitalizowanych os6b z COVID-19.
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Liczba (odsetek) wynikow
Zestaw ELISA Klasa Liczba osob dodatnich
<7 dni >7 dni
. IgA 70 37 (52,9%) 54 (77,1%)
in-house ELISA
1gG 70 32 (45,7%) 61 (87,1%)
IgA 70 49 (70,0%) 67 (95,7%)
Euroimmun IgG 70 28 (40,0%) 63 (90,0%)
IgM 42 16 (38,1%) 20 (47,6%)
IgA 23 10 (43,5%) 16 (69,6%)
Novatec IgG 23 11 (47,8%) 19 (82,6%)
IgM 23 - 2 (8,7%)
IgA 27 11 (40,7%) 12 (44,4%)
Testline IgG 27 11 (40,7%) 19 (70,4%)
IgM 27 8 (29,6%) 12 (44,4%)
. IeG 32 7 (21,9%) 19 (59,4%)
Epitope
IgM 32 9 (28,1%) 17 (53,1%)
. IeG 29 13 (44,8%) 23 (79,3%)
Famid
IgM 29 - 1 (3,4%)
Vircell IgG 26 16 (61,5%) 26 (100%)
Generic IeG 26 14 (53,8%) 26 (100%)
ACTIM IgG 47 36 (76,6%) 43 (91,5%)
Wantai IgG 29 20 (69,0%) 27 (93,1%)
BIO-RAD IgA/G/M 39 27 (69,2%) 38 (97,4%)
Ingezim IgA/G/M 23 10 (43,5%) 18 (78,3%)

Jak istotny na czuto$¢ testu jest odpowiednio dtugi czas potrzebny na produkcje prze-
ciwcial klasy IgG po kontakcie z patogenem moga §wiadczy¢ wyniki badania 53 probek
surowicy uzyskanych od ozdrowiencow, tj. 0sob z przebytym COVID-19 co najmniej trzy
tygodnie wczesniej. Odsetek wynikéw dodatnich w klasie IgG zaréwno w tescie in-house
ELISA jak i tescie firmy Euroimmun podczas badania ozdrowiencéw byt znaczaco wyz-
szy niz wyliczony dla wszystkich badanych osob chorych i wynosit odpowiednio 98,1%
196,2%.

Ciekawych obserwacji dokonano poréwnujac nie tylko wptyw okresu choroby czy
tez klasy immunoglobulin ale takze rodzaju zastosowanego w zestawie ELISA antyge-
nu na poziom wykrywanych przeciwciat dla wirusa SARS-CoV-2 (Tabela III). Na po-
trzeby tej analizy przedstawiono szczegotowe wyniki badania dwoch probek surowicy
uzyskanych od 54-letniej pacjentki z COVID-19, rozszerzone o zastosowanie w zestawie
in-house ELISA osobno dwoch rekombinowanych antygendw: biatka S1 i biatka N. Prze-
prowadzone badania pierwszej probki surowicy wykazaty, ze odczynem in-house ELISA
wykryto na diagnostycznie znamiennym poziomie przeciwciata klasy IgA i IgG wylacz-
nie dla nukleokapsydu (biatko N). Réwniez zestawy komercyjne oparte na tym antygenie
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(np. firmy Novatec czy Testline) juz w pierwszej probce surowicy wykryty bardzo wysoki
poziom przeciwcial klasy IgA i IgG. Z drugiej strony, zestawy oparte wylacznie na biat-
ku S1 (np. zestawu firmy Euroimmun czy tez generalnie bardzo czutego zestawu firmy
ACTIM) nie wykryly w pierwszej probce surowicy uzyskanej od tej pacjentki przeciwcial
klasy IgG na diagnostycznie znamiennym poziomie. Co wiecej, doktadna analiza wyni-
kéw uzyskanych podcezas wstepnych badan nad opracowaniem zestawu in-house ELISA
wykazala, ze przeciwciala dla biatka N wykrywano generalnie czgéciej niz dla biatka S.
Z drugiej strony, stwierdzano jednak przypadki, w ktérych wykrywano obecno$¢ prze-

Tabela II1. Wyniki uzyskane w réznych zestawach ELISA podczas poszukiwania prze-
ciwcial swoistych dla wirusa SARS-CoV-2 w probkach surowicy uzyskanych dwukrotnie
od hospitalizowanej pacjentki w wieku 54 lat z COVID-19. W przypadku zestawu in-
-house ELISA zastosowano trzy rozne preparaty antygenowe.

Zestaw ELISA Klasa przeciwciat Probka nr 1 (1'0 dr’u od | Probka nr 2 (1.6 dr,n od
poczatku objawow) poczatku objawow)
in-house ELISA IgA 2,3() 72 ()
(antygen SI) IgG 2,0 () 10,1 (-
in-house ELISA IgA 29,5 (+) 100 (+)
(antygen N) IgG 46,6 (+) 58,8 ()
in-house ELISA (mix IgA 16,1 (+) 81,8 (1)
SI+N) IgG 247 (4) 32,4 ()
IgA 18 () 8,1 (1)
Euroimmun IeG 0.70) 62
IgM 2,7 () 3.0
IgA 26,0 () 48,0 (+)
Novatec IgG 27,0 (+) 32,0 ()
IgM 7,34 (-) 4,7 (-)
IgA 2,5 11,0 (H)
Testline IgG ~10® 10
IgM 0,9 (-) 2,5
) IgG nie badano nie badano
Epitope - -
IgM nie badano nie badano
. IgG 6,3 () 6,7 ()
Famid
IgM 032 (_) 032 (_)
Vircell 1gG 8,6 () 9,2(+)
Generic IgG 1,5 (1) 2,0 (+)
ACTIM IgG 0,7 (+/-) >1,0 ()
Wantai 1gG 25,9 (+) 11,9 (+)
BIO-RAD IgA/G/M >5,0 (+) >5,0 (+)
Ingezim IgA/G/M 50,6 (+) 53,8 (1)
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ciwcial wylacznie dla biatka S. Z tego zreszta powodu zdecydowano si¢ zastosowac jako
antygen w zestawie in-house ELISA mieszanine obydwu rekombinowanych bialek. Takze
w przypadku infekcji wywotywanych przez koronawirusy przeciwciata w klasie IgM sa
w wigkszosci skierowane przeciwko biatku N. Takie wyniki mogg §wiadczy¢, ze prze-
ciwciala skierowane dla biatka N sa intensywniej produkowane i pojawiaja si¢ szybciej
w przebiegu choroby niz przeciwciata dla biatka S.

W tabeli IV poréwnano zgodno$¢ wynikow uzyskanych w tescie in-house oraz w po-
szczeg6lnych komercyjnych zestawach ELISA. Generalnie, zgodno$¢ uzyskanych wy-
nikoéw byta wysoka. Podczas poszukiwania przeciwciat klasy IgG najwyzsza zgodnosé
wynikoéw z opracowanym przez nas testem uzyskano w zestawie firmy Test-Line (96,0%)
i Novatec (91,8%), najnizszg za§ w tescie firmy Wantai (70,1%) i Famid (75,4%). W przy-
padku badania przeciwciat klasy IgA zgodno$¢ wynikoéw testu in-house i testow Nova-
tec oraz TestLine wynosita odpowiednio 83,6% oraz 82,4%. Bardzo duza wykrywalnos¢
przeciwciat klasy IgA przez zestaw firmy Euroimmun byta przyczyna niskiej zgodnosci
wynikéw z testem in-house przy poszukiwaniu tej klasy immunoglobulin (67,6%). Trzeba
pamigtaé, ze obserwowane réznice w uzyskiwanych w poszczeg6lnych zestawach wyni-
kach moga zaleze¢ nie tylko od uzytego preparatu antygenowego ale réwniez od przyje-
tego przez producenta poziomu cut-off.

W celu okreslenia swoistos$ci opracowanego zestawu in-house, badaniom poddano
probki surowicy uzyskane od 170 0séb z r6znymi zakazeniami bakteryjnymi i wirusowy-
mi. Przeprowadzone badania wykazaly bardzo wysoka swoisto$¢ opracowanego zestawu
in-house, odpowiednio 98,0% w klasie IgA oraz 97,6% w klasie IgG. W prezentowanej
pracy nie sprawdzano swoisto$ci komercyjnych zestawow ELISA przy uzyciu probek
surowicy osob z grupy kontrolnej. Wyjatek stanowilo wybranych 21 prébek surowicy
o podwyzszonym poziomie nieswoistych przeciwcial wykrytych w tescie in-house, ktore
postanowiono sprawdzi¢ rowniez w odczynie ELISA firmy Euroimmun. Badania wyka-
zaly obecno$¢ nieswoistych reakcji az w 9 przypadkach (7 wynikéw dodatnich i 2 wat-
pliwe) w klasie IgA oraz 5 przypadkach (4 wyniki dodatnie i 1 watpliwy) w klasie IgG.
Tak wigc, nie jest wykluczone, ze niektore dodatnie wyniki uzyskane testem Euroimmun
IgA w naszych badaniach podczas badania os6b z COVID-19 moga by¢ nieswoiste. Prob-
lem ograniczonej swoisto$ci testu zauwazyt zresztag sam producent podajac, ze pomimo
zastosowania swoistego antygenu cze¢$¢ probek od zdrowych dawcow krwi pobranych
przed pandemiag COVID-19 data pozytywne wyniki w tescie ELISA Anty-SARS-CoV-2
(IgA) podczas badan wewnetrznych (do 12,7%). Producent zaleca, aby nie stosowac testu
ELISA Anty-SARS-CoV-2 (IgA) do badan przesiewowych osdb bez objawow, ale jedynie
do $ledzenia odpowiedzi immunologicznej u pacjentéw z potwierdzonymi zakazeniami
SARS-CoV-2 (4). Aktualnie producent zastosowatl nowy rodzaj buforu do rozcienczania
probek, ktory ma zminimalizowaé wystepowanie nieswoistych reakcji.

Obecne na rynku testy ELISA, w zalezno$ci od zastosowanego preparatu antygeno-
wego, wykrywaja zazwyczaj przeciwciata dla dwoch réznych antygenoéw wirusa SARS-
-CoV-2: biatka nukleokapsydu (biatko N) lub biatka kolca (biatko S). U o0séb zakazonych,
chorych na COVID-19, obecne sa w surowicy przeciwciata zar6wno dla biatka N jak
i biatka S. U 0s6b szczepionych produkowane sg tylko przeciwciata dla biatka S. Z tego
powodu do badania odpowiedzi poszczepiennej moga by¢ wykorzystane wylacznie testy,



48 W. Rastawicki, K. Plaza, A. Pietrusinski Nr 1-4

Tabela IV. Poréwnanie czegsto$ci wykrywania przeciwciat klasy IgA i IgG dla wirusa
SARS-CoV-2 zestawem in-house ELISA opracowanym we wlasnym zakresie oraz ze-
stawami komercyjnymi. W tabeli nie uwzglgdniono wynikow watpliwych. W przypadku
zestawu firmy Bio-Rad i Ingezim wyniki w tacznych klasach Ig A/G/M poréwnano do
wynikow w klasie I[gG w zestawie in-house ELISA.

Zestaw in-house ELISA .
. Liczba (%)
Zestaw ELISA komercyjny TgA 1eG wynikéw
N i N i zgodnych
+ 131 72 NB NB
IgA 161 67,6%
. - 5 30 NB NB
Euroimmun
+ NB NB 163 7
IgG 221 89,8%
- NB NB 18 58
+ 32 5 NB NB
IgA 51 83,6%
- 5 19 NB NB
Novatec
+ NB NB 39 4
IgG 56 91,8%
- NB NB 1 17
+ 24 2 NB NB
IgA 47 82,4%
) - 8 23 NB NB
Test-Line
+ NB NB 31 -
IgG 48 96,0%
- NB NB 2 17
) + NB NB 33 6
Famid 1gG 49 75,4%
- NB NB 10 16
) + NB NB 48 -
Epitope IgG 75 84,3%
- NB NB 14 27
. + NB NB 47 9
Vircell IgG 58 80,6%
- NB NB 5 11
) + NB NB 49 6
Generic 1gG 62 84,9%
- NB NB 5 13
+ NB NB 100 19
ACTIM 1gG 113 85,0%
- NB NB 1 13
) + NB NB 46 13
Wantai IgG 54 (70,1%)
- NB NB 10 8
O-RA Ig + NB NB 87 14 107 87.0°
BIO-RAD A/G/M i NB NB 5 20 7 87,0%
I ) Ig + NB NB 21 4 2
ngezim A/GM i NB NB - m 33 89,2%
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w ktorych producent zastosowat jako preparat antygenowy biatko S. Uzycie testow z biat-
kiem N u 0s6b szczepionych, ktérzy nie przeszli zakazenia, da wynik ujemny (16).

Testy serologiczne, w ktorych jako antygen wykorzystano podjednostke S1 biatka
S, cechuja si¢ wysoka swoisto$cig, poniewaz podjednostka S1 cechuje si¢ najnizsza ho-
mologia z analogicznymi regionami innych patogennych dla cztowieka koronawirusow.
Dodatkowo, podjednostka S1 stanowi gtéwny cel wigzania przeciwcial neutralizujacych,
petniacych kluczowa role w mechanizmach odpornosci przeciwko SARS-CoV-2. W pod-
jednostce S1 obecna jest réwniez domena wigzaca receptor (ang. receptor-binding do-
main, RBD), aktywna podczas fuzji SARS-CoV-2 z komorka gospodarza. RBD poprzez
zwigzanie docelowego receptora umozliwia inwazj¢ wiruséw do wnetrza komorek na-
btonka gornych drog oddechowych, a to rozpoczyna kaskade reakcji, ktora prowadzi do
rozwoju COVID-19 (4, 5, 10).

Generalnie, testy ELISA wykrywajace przeciwciala dla wirusa SARS-CoV-2 mozna
podzieli¢ na testy polilosciowe (podajace poziom przeciwciat w jednostkach arbitralnych,
przyjetych przez konkretnego producenta) oraz testy iloSciowe (poziom przeciwcial po-
dawany jest w ujednoliconych migdzynarodowych jednostkach BAU/ml). Ze wzgledu na
fakt, ze badania rozpoczgto jeszcze przed wprowadzeniem testow ilosciowych w kierun-
ku COVID-19, w aktualnie prezentowanej pracy wykorzystano testy potilosciowe. Trzeba
mie¢ jednak na uwadze, ze trudno jest porownywaé pomigdzy sobg wyniki uzyskane
réznymi testami potilosciowymi. Testy ilo§ciowe, wykazujace wysoka korelacj¢ z mate-
rialem referencyjnym WHO (NIBSC code: 20/136), umozliwiajag porownanie wynikow
uzyskanych w réznych laboratoriach oraz na ocen¢ dynamiki zmian stg¢zenia przeciwcial
klasy IgG w czasie.

Aktualnie w diagnostyce COVID-19 uzywanych jest bardzo duzo réznych zestawow
ELISA, zar6wno komercyjnych jak i opracowanych samodzielnie przez poszczegodlne la-
boratoria. Celem prezentowanej pracy nie jest omawianie wynikéw badan przeprowa-
dzonych przez innych autoréw, nie mniej jednak chcieliSmy zwrdci¢ uwage na pewne
charakterystyczne, powtarzajace si¢ cechy. Czutos¢ testow ELISA w badaniach prowa-
dzonych przez Dorschug i wsp. (3) wahata si¢ od 21,0% do 74,3% w przypadku poszu-
kiwania przeciwciat klasy IgA oraz od 63,0% do 81,0% w przypadku przeciwciat klasy
IgG. Podczas badania przeciwciat klasy IgM zestawem firmy Virotech czuto$¢ ta wy-
niosta zaledwie 17,0%. Swoisto$¢ zestawdéw ELISA byta wysoka i wahata si¢ od 84,3%
do 100%. Autorzy stwierdzili silng zalezno$¢ poziomu wykrywanych przeciwcial kla-
sy IgG od okresu choroby, w ktérym uzyskano probke do badah. Harritshaj LH 1 wsp.
(6) okreslili czulos¢ i swoisto$¢ zestawu ELISA firmy Euroimmun IgG odpowiednio na
78,0% oraz 99,2%. Wicksza czultoscig i swoistoscia charakteryzowat si¢ zestaw ELISA
Wantai — Total Ab, odpowiednio 96,7% oraz 99,5%. Tak jak w innych badaniach, wy-
krywalno$¢ przeciwcial byla skorelowana z momentem pobrania probki do badan oraz
z cigzko$cig objawow klinicznych choroby. Autorzy konkluduja, Ze testy serologiczne
maja niska czutos¢ podczas badania probek uzyskanych ponizej 3 tygodni od poczatku
objawow klinicznych, zwlaszcza od osob z lekko przebiegajaca chorobg. W innych ba-
daniach, przeprowadzonych przez Krone i wsp. (8) czuto$¢ testu ELISA firmy Mikrogen
wynosita 31,6% w klasie IgA 1 79,0% w klasie IgG, testu ELISA firmy Euroimmun 91,2%
w klasie IgA 1 IgG i testu ELISA Virion/Serion 82,5% w klasie IgA i 98,3% w klasie IgG.
Badania autorow wykazaly wyzsza czuto$¢ testow ELISA w poréwnaniu do szybkich
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testow immunchromatograficznych. Niska przydatnos¢ poszukiwania przeciwcial klasy
IgM dla wirusa SARS-CoV-2 opisywana przez wielu autordw zostata rowniez potwier-
dzona przez Kuna i wsp. (9). W badaniach tych autoré6w nie byto ani jednego przypadku
dodatniego w klasie IgM i ujemnego w klasach IgA/IgG. Kohmer wsp. (7) badajac probki
uzyskane 5-9 dni od poczatku objawow klinicznych od pacjentéw z COVID-19 okreslili
czulo$¢ testu ELISA- IgG firmy Euroimmun na 58,8%, natomiast testu ELISA-IgG firmy
Vircel na 70,6%. Czuto$¢ obydwu testow wzrosta w przypadku badania probek surowi-
cy uzyskanych w okresie 10-18 dni od poczatku objawoéw klinicznych do odpowiednio
93,8% oraz 100%. Wyzsza czutos$¢ testu Vircell moze by¢ zwigzana z zastosowaniem
w tym zestawie jako antygenu nie jednego biatka S1, jak w zestawie firmy Euroimmun,
ale dwoch biatek, tzn. biatka S1 i biatka N. Nicholson i wsp. (11) badajac probki uzyskane
powyzej 14 dni od poczatku objawdw klinicznych najwyzsza czuto§¢ uzyskali w przy-
padku zastosowania testu ELISA firmy Wantai total Ab (100%) a nastg¢pnie testu firmy
Euroimmun NCP-IgG z biatkiem nukleokapsydu (93,1%), testu firmy Euroimmun S1-IgG
z biatkiem szczytowym S1(90,3%), testu firmy Euroimmun S1-IgA (88,9%) i testu Wantai
IgM (83,3%). Jak mozna zauwazy¢ z tego krotkiego przegladu piSmiennictwa, wyniki
uzyskane tymi samymi testami w poszczegdlnych badaniach potrafig r6znic si¢ od siebie
dos¢ istotnie. Gléwna tego przyczyna sa rdéznice w doborze probek surowicy od pacjen-
tow z COVID-19.

Podsumowujac, opracowany w NIZP PZH-PIB zestaw in-house ELISA wykazat si¢
wysoka czuloécig i swoisto$cia w poszukiwaniu przeciwcial dla wirusa SARS-CoV-2
i nie odbiega przydatnos$cia diagnostyczng od komercyjnych zestawdéw wiodacych produ-
centow. W zestawie tym, podobnie zreszta jak w wielu innych (np. firmy Vircell czy Ge-
neric) zastosowano mieszaning dwoch rekombinowanych biatek: biatka szczytowego Sl
i biatka nukleokapsydu (N). Pozwolito to na zwigkszenie czuto$ci podczas badania pro-
bek surowicy uzyskanych zwlaszcza we wezesnym okresie choroby, a takze umozliwilto
badanie przeciwcial poszczepiennych, skierowanych wytacznie dla biatka S (15). Uzyska-
ne w prezentowanej pracy wyniki dobrze koresponduja z wynikami innych autoréw. Czu-
1o$¢ testow serologicznych w klasie IgG jest wyraznie wyzsza podczas badania probek
uzyskanych co najmniej 2-3 tygodnie od poczatku objawow klinicznych niz uzyskanych
w poczatkowej fazie choroby. Poszukiwanie przeciwciat klasy IgA moze by¢ przydatne
gtéwnie we wczesnej fazie choroby, kiedy nie mozna oczekiwaé jeszcze znamiennego
poziomu przeciwciat klasy IgG. Z przeprowadzonych przez nas badan, jak réwniez badan
innych autorow wynika, ze poszukiwanie przeciwcial klasy IgM, zaréwno testami kaset-
kowymi jak i testami ELISA, nie wnosi istotnych, dodatkowych informacji w poréwnaniu
do badania przeciwcial klasy IgA i IgG. Inna, bardzo istotng cecha, jest wyrazna zalez-
no$¢ pomiedzy poziomem wykrywanych przeciwcial dla wirusa SARS-CoV-2 a obrazem
objawow klinicznych. W przypadku bezobjawowo lub lekko przebiegajacego zakazenia
poziom generowanych przez organizm przeciwciat jest niski (13, 17, 19). Wiasciwos$¢ ta
moze stwarza¢ problem w serologicznych badaniach epidemiologicznych, majacych na
celu poznanie czgstosci wystepowania zakazefn, w tym bezobjawowych, w danej popu-
lacji.
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Cefalosporynazy AmpC u Escherichia coli

AmpC cephalosporinases in Escherichia coli
Magdalena Anna Nowakowska

'Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego PZH — Panstwowy Instytut Badawczy,
Zaktad Bakteriologii i Zwalczania Skazen Biologicznych, Warszawa

Paleczki Escherichia coli stanowig istotny czynnik etiologiczny zakazen
szpitalnych. Znaczacym problemem w terapii zakazen wywolywanych
przez te drobnoustroje jest ich narastajaca oporno$¢ na antybiotyki z
grupy B-laktaméw. Jednym z najistotniejszych mechanizméw opornosci
na antybiotyki p-laktamowe jest wytwarzanie B-laktamaz. Opornos$¢ na
cefalosporyny III generacji jest gléwnie warunkowana wytwarzaniem
przez szczep B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym — ESBL
i/lub cefalosporynaz AmpC. Wytwarzanie cefalosporynaz AmpC moze by¢
uwarunkowane obecnos$cig genéw ampC chromosomowych jak i kodowa-
nych plazmidowo. U E. coli ekspresja genéw ampC moze by¢ warunkowana
konstytutywna ekspresja chromosomowych genéw ampC na niskim pozio-
mie. Szczepy te nadal pozostaja wrazliwe na antybiotyki p—laktamowe.
Jednak, na skutek pojawienia si¢ mutacji w rejonie promotorowym ampC,
coraz czeSciej pojawiaja sie szczepy E. coli, u ktorych dochodzi do podwyz-
szenia poziomu ekspresji chromosomowych genéw ampC. Wzrasta takze
znaczenie kodowanych plazmidowo cefalosporynaz typu AmpC - pAmpC
(ang. plasmid-mediated AmpC f—lactamase). Ten mechanizm opornosci jest
istotny ze wzgledu na potencjal szybkiego rozprzestrzeniania, poniewaz
kodujgce je geny sq zwykle przenoszone na ruchomych elementach gene-
tycznych takich jak plazmidy. W pracy podjeto probe przegladu i charak-
terystyki mechanizméw opornosci zwiazanych z wytwarzaniem cefalospo-
rynaz typu AmpC u klinicznych izolatéw E. coli.

Stowa kluczowe: Escherichia coli, chromosomalnie kodowane cefalosporynazy typu
AmpC, plazmidowo-kodowane cefalosporynazy typu AmpC

ABSTRACT
Escherichia coli is an important pathogen causing nosocomial infections. A significant
problem in the treatment of infections caused by these microorganisms is their increasing
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resistance to B-lactam antibiotics, including third and fourth generation cephalosporins.
The production of B-lactamases enzymes such as extended-spectrum [-lactamases
(ESBLs) and AmpC B-lactamases is among the main mechanisms for resistance to
third generation cephalosporins. The genes encoding AmpC cephalosporinases are
chromosomal (cAmpC) or plasmid-mediated (pAmpC). In E. coli, the expression of
the ampC genes may be conditioned by the constitutive expression of low level ampC
chromosomal genes. These strains remain susceptible to B-lactam antibiotics. However,
mutations in the promoter region of the ampC may result in increased level of expression
of chromosomal ampC genes. This can leads to resistance to cephalosporins. Resistance
to cephalosporins in E. coli can be also associated with plasmid-mediated AmpC
B—lactamases (pAmpC). In E. coli the presence of one or more plasmid-mediated AmpC
B—lactamases along with the neglible expression of chromosomal encoded AmpC enzyme
can leads to resistance to broad-spectrum cephalosporins. This review is focused on
a resistance mechanisms associated with the production of AmpC cephalosporinases in
clinical E. coli isolates.

Key words: Escherichia coli, chromosomal encoded cephalosporinases AmpC, plasmid-
mediated AmpC f—lactamases

WSTEP

Escherichia coli, pateczka okre¢znicy, stanowi element flory fizjologiczne;j jelit czto-
wieka i zwierzat, u ktorych moze wywolywaé zakazenia oportunistyczne. Jest jednym
z dominujacych czynnikdéw etiologicznych zakazen zarowno szpitalnych, jak i pozaszpi-
talnych. E. coli jest jednym z glownych czynnikéw wywotujacych zakazenia uktadu po-
karmowego u ludzi. Ponadto, E. coli jest jednym z gtownych czynnikéow etiologicznych
wywotujacych zakazenia uktadu moczowego. Szacuje sie, ze jest odpowiedzialna za
ok. 70% - 80% zakazen uktadu moczowego — UTI (10, 59, 88). U chorych hospitalizo-
wanych, E. coli moze by¢ czynnikiem etiologicznym zapalenia ptuc, zapalenia otrzew-
nej, zapalenia drog zotciowych oraz zakazenia ran. W warunkach szpitalnych, pateczki
E. coli moga by¢ przyczyna zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych u noworodkow. Po-
nadto, u os6b hospitalizowanych, paleczki E. coli moga wywotywa¢ ciezkie zakazenia
szpitalne tj. bakteriemia oraz posocznica (27, 50).

Jak wynika z danych zgromadzonych przez EARS-Net, znaczacym problemem w te-
rapii zakazen wywotywanych przez pateczki Enterobacterales, w tym E. coli, jest ich na-
rastajaca oporno$¢ m.in. na antybiotyki f—laktamowe (28). Badania prowadzone w wielu
krajach wskazuja, ze wraz ze wzrostem stosowania w lecznictwie antybiotykow p—lak-
tamowych, obserwuje si¢ wzrost czesto$ci wystepowania pateczek Enterobacterales wy-
twarzajacych f—laktamazy. W pracy podjeto probe przegladu i charakterystyki mechani-
zmoéw oporno$ci zwigzanych z wytwarzaniem cefalosporynaz typu AmpC u klinicznych
izolatow E. coli.
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ANTYBIOTYKI STOSOWANE W ZAKAZENIACH PALECZKAMI E. COLI

W praktyce klinicznej w leczeniu zakazen pateczkami E. coli najczesciej stosowane
sg antybiotyki B-laktamowe, aminoglikozydy, glicylcykliny (tygecyklina), sulfonamidy,
polimyksyny (kolistyna), fluorochinolony, fosfomycyna (27).

Antybiotyki f—laktamowe stanowia najliczniejszg i najbardziej zréznicowang gru-
pe antybiotykdéw stosowang w terapii niemal wszystkich rodzajow zakazen o rozlegtej
etiologii (13, 27, 43, 56). Aktywno$¢ przeciwbakteryjna antybiotykow B-laktamowych
dotyczy zaréwno bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych (13, 27, 43). B-laktamy
stanowig jedng z grup antybiotykoéw najczesciej stosowanych w terapii. Wedlug danych
Bush i Bradford (13), w Stanach Zjednoczonych, ok. 65% antybiotykéw stosowanych do-
zylnie stanowig B-laktamy.

Ze wzgledu na czeste stosowanie tej grupy antybiotykow obserwuje si¢ wyrazne na-
rastanie lekoopornosci i znaczne zréznicowanie jej mechanizméw, w duzej mierze za-
leznych od struktury i wlasciwos$ci poszczegolnych grup antybiotykdéw B-laktamowych.

Wzrastajaca opornos¢ bakterii na antybiotyki stosowane w lecznictwie stanowi jeden
z najpowazniejszych problemow wspotczesnej medycyny. Dane zebrane przez EARS-Net
wskazuja, ze w wielu krajach Europy, w tym takze w Polsce, wyraznie wzrasta odsetek
szczepow izolowanych z zakazen inwazyjnych opornych na cefalosporyny III generacji.
Z zestawienia danych z 2016 r. 1 2018 r. wsrdd izolatow z naszego kraju zaobserwowano iz
u E. coli odsetek opornych izolatéw wzrdst z 13,7 % do 17,6 % (28).

OPORNOSC NA ANTYBIOTYKI B-LAKTAMOWE U PALECZEK
GRAM-UJEMNYCH ZWIAZANA Z WYTWARZANIEM B-LAKTAMAZ

Najbardziej istotnym mechanizmem opornos$ci pateczek Gram-ujemnych na anty-
biotyki -laktamowe jest wytwarzanie B-laktamaz. Hydrolizuja one wigzanie amidowe
w pierscieniu B-laktamu, inaktywujac w ten sposob jego aktywnos¢. Jest to najistotniej-
szy mechanizm opornosci na antybiotyki B-laktamowe u Gram-ujemnych pateczek Ente-
robacteriaceae (14, 43, 56, 61).

U bakterii Gram-ujemnych, warunkujace wytwarzanie B-laktamaz geny bla moga
by¢ zlokalizowane w chromosomie lub w plazmidach. B-laktamazy chromosomowe,
to tak zwane B-laktamazy gatunkowo-specyficzne, wytwarzane przez wickszo$¢ pate-
czek Gram-ujemnych. Przykladem s3 nalezace do klasy C B-laktamaz, cefalosporynazy
AmpC, wystepujace m.in. u pateczek Enterobacterales. Enzymy te posiadaja szeroki za-
kres substratow, obejmujacy penicyliny, wickszos¢ cefalosporyn oraz monobaktamy (15,
56).

Wraz z wprowadzeniem do lecznictwa B-laktamoéw oraz nowych ich rodzajow i ge-
neracji, nastgpita mobilizacja chromosomowych genéw B-laktamaz oraz ich horyzontalne
rozprzestrzenianie si¢ - HGT (ang. Horizontal Gene Transfer) (15). Kluczowa rol¢ w mo-
bilizacji i rozprzestrzenianiu si¢ gendw bla odgrywaja ruchome elementy genetyczne tj.:
plazmidy, transpozony, integrony, modutly transpozycyjne, kasety genowe czy sekwencje
insercyjne (15, 56).

Do najistotniejszych plazmidowo-kodowanych B-laktamaz wytwarzanych przez pa-
leczki Enterobacterales nalezg: B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym
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ESBL (ang. extended-spectrum p—lactamases); karbapenemazy klasy A nalezace do ro-
dziny KPC (ang. Klebsiella peneumoniae carbapenemase); metalo-B-laktamazy klasy
B (MBL; ang. metallo-f—lactamases); karbapenemazy klasy D — enzymy CHDL (ang.
carbapenem-hydrolyzing class D f—lactamases) oraz plazmidowo-kodowane cefalospo-
rynazy AmpC (pAmpC) (12, 15).

CEFALOSPORYNAZY

Wiekszos¢ pateczek Enterobacterales wytwarza chromosomowo kodowane, swoiste
dla danego gatunku cefalosporynazy AmpC. Przyktadem mogg by¢ cefalosporynazy,
wytwarzane przez pateczki Citrobacter sp. (54), Enterobacter sp. (33), Morganella mor-
ganii (4), Serratia marcescens (70), Hafnia alvei (35, 90), Aeromonas sp. (17, 95), Yersinia
enterocolitica (84) czy Pseudomonas sp. (58).

Cefalosporynazy AmpC, naleza do klasy C wedlug klasyfikacji Ambler oraz do gru-
py 1 wedtug klasyfikacji Bush’a. Charakteryzuja si¢ szerokim spektrum substratowym,
obejmujacym penicyliny, cefamycyny, oksyimino-cefalosporyny i monobaktamy (46, 91,
96). Wytwarzanie AmpC hamowane jest przez specyficzne inhibitory tj. kloksacylina,
kwas 3—aminophenyloboronowy. Enzymy te, nie sa wrazliwe na dziatanie inhibitoréw
ESBL tj. kwasu klawulanowego (56, 96).

Antybiotyki B-laktamowe w r6znym stopniu mogg wplywac na indukcj¢ wytwarza-
nia cefalosporynaz. Silnymi induktorami wytwarzania AmpC i zarazem dobrymi sub-
stratami dla nich s3: benzylopenicyliny, ampicylina, amoksycylina oraz zaliczane do ce-
falosporyn I generacji — cefaleksyna i cefazolina. Cefoksytyna oraz imipenem réwniez
naleza do silnych induktoréw AmpC, sa jednak stabiej hydrolizowane niz leki wymie-
nione wczesniej. Do stabych induktoréw i zarazem stabych substratéw AmpC zaliczy¢
mozna cefotaksym, ceftriakson, ceftazydym, cefuroksym, piperaciling oraz aztreonam.
Jednak, leki te moga by¢ wydajnie hydrolizowane gdy wytwarzana jest odpowiednia ilo$¢
enzymu AmpC (46, 55). AmpC wykazuja malg aktywno$¢ wzgledem cefepimu, cefpiro-
mu oraz karbapenemoéw. Inhibitory B-laktamaz ESBL takie jak kwas klawulanowy, nie
hamuja AmpC, moga natomiast dziata¢ jako induktory ekspresji AmpC (46).

Poziom ekspresji chromosomowych cefalosporynaz u réznych gatunkéw bakterii
moze by¢ zréznicowany. Na przyklad, E. coli i Acinteobacter sp. wytwarzaja cefalo-
sporyznazy stale, w sposob konstytutywny, na niskim poziomie. Ten sposob ekspres;ji
B-laktamaz AmpC nie daje dzikim szczepom oporno$ci na antybiotyki p-laktamowe
w stezeniach terapeutycznych. U wigkszo$ci gatunkow pateczek Gram-ujemnych,
np. E. cloacae, C. freundii czy P. aeruginosa ekspresja cefalosporynaz ma charakter in-
dukowany, zalezny od obecnosci induktora, jakim jest antybiotyk B-laktamowy (46).

PLAZMIDOWO-KODOWANE CEFALOSPORYNAZY TYPU AMPC

Od wielu lat wzrasta znaczenie kodowanych plazmidowo cefalosporynaz AmpC
(pAmpC - ang. plasmid-mediated AmpC f—lactamase; ACBL - ang. acquired AmpC-
-type f—lactamase) (46, 53, 62, 66, 73, 79, 80). Znajdujace si¢ na ruchomych elementach
geny blaampC kodujace heterogenng grupg enzymoéw, wywodzg si¢ z chromosomowego
DNA: Enterobacter sp., Citrobacter freundii, Morganella morganii, Hafnia alvei i1 Aero-



Nr 1-4 Cefalosporynazy AmpC u E. coli 57

monas sp. (46, 89). Jak wynika z danych pi§miennictwa, w ostatnich latach wzrasta udziat
pAmpC u gatunkdéw, ktore naturalnie nie wytwarzaja cefalosporynaz AmpC (tj. nie po-
siadajg chromosomowych AmpC). Plazmidowo-kodowane cefalosporynazy AmpC naj-
czesciej wystepuja u Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli czy Proteus mirabilis (29,
53, 62, 63, 73, 80).

Spektrum substratowe enzymow pAmpC jest zblizone do chromosomowych cefalo-
sporynaz. Niektore enzymy pAmpC, np. ACC, mniej wydajnie hydrolizuja cefoksytyng.
W Niemczech, w 1999 r. Bauernfeind 1 wsp. (8) po raz pierwszy opisali izolat K. pneu-
moniae KUS wytwarzajacy enzymy pAmpC nalezace do rodziny ACC (ACC-1). Co cie-
kawe izolat ten, in vitro wykazywat wrazliwo$¢ na cefoksytyne i posiadat wartos¢ MIC
cefoksytyny rowng 4 pg/ml. W nastepnych latach, fonemem wrazliwo$ci badZ obnizonej
wrazliwosci na cefoksytyne¢ u izolatéw posiadajacych enzymy ACC obserwowali takze
inni badacze (11, 36, 65, 69). Spektrum substratowe enzymow pAmpC moze by¢ posze-
rzone o stabe substraty. Przyktadowo, wyniki badan Li i wsp. (53) wskazuja, iz opornos¢
na ceftazydym i cefotaksym, antybiotyki ktdre nie sg najlepszymi substratami dla AmpC,
wystepowata odpowiednio u 94% i 83% izolatow E. coli wytwarzajacych pAmpC, pod-
czas gdy u izolatow wytwarzajacych chromosomalnie kodowane AmpC opornos$¢ na te
leki wynosita odpowiednio 12% i 14%. Co wigcej, jak wskazuja dane piSmiennictwa (26,
75), niektére warianty enzyméw pAmpC np. CMY-33 czy CMY-44 moga wykazywaé
zdolno$¢ do hydrolizy cefepimu.

W 1989 roku, Bauernfeind i wsp. (9) scharakteryzowat pierwsza plazmidowo-ko-
dowang cefalosporynaze (pAmpC) znaleziong u K. pneumoniae. Enzym ten nazwano
CMY-1, jego nazwa byla zwigzana z aktywnos$cia hydrolityczng wzgledem cefamycyn.
Analiza sekwencji nukleotydowej CMY-1 wykazata ponad 80% podobiefistwo do sek-
wencji nukleotydowej chromosomalnego genu ampC A. hydrophila (9). W 1990 roku,
Papanicolaou i wsp. opisali plazmidowo-kodowang cefalosporynazg MIR-1 warunkujaca
oporno$¢ na a-metoksy- i oksyimino-f-laktamy. Wynik poréwnawczej analizy sekwencji
nukleotydowej badanego enzymu MIR-1 w 99% wykazywat podobiefistwo do sekwencji
nukleotydowej chromosomalnego genu ampC E. cloacae (72). W kolejnych latach nabyte
geny AmpC byly znajdowane w genomach réznych gatunkéw bakterii. W 1993 roku Ho-
rii i wsp (42) opisali cefalosporynaze pAmpC nalezaca do rodziny MOX-1 zlokalizowana
na plazmidzie K. pneumoniae, pierwotnie wywodzaca si¢ z chromosomu 4. hydrophila.
W 1997 roku opisano geny pAmpC nalezace do rodziny DHA-1, znalezione na plazmi-
dzie S. enetriditis, a pierwotnie pochodzaca z chromosomalnego DNA M. morganii (5).
W 1997 r., Bradford i wsp. na plazmidzie K. pneumoniae zidentyfikowali nabyte geny
bla, . , ktore pierwotnie zlokalizowane byly w chromosomie E. asburiae (6).

Grupa pAmpC obejmuje enzymy nalezace do jednej z kilku rodzin, wyodrebnionych
na podstawie roznic w sekwencjach nukleotydowych genéw bla tj. CMY, FOX, ACC,
LAT, MIR, ACT, MOX i DHA. Te najcze$ciej wystepujace naleza do rodzin CMY, DHA
1 FOX (20, 25, 31, 64, 66, 73, 79, 85).

Plazmidowo-kodowane cefalosporynazy AmpC sa biatkami o wielkosci od 30 do
42 kDa. B-laktamazy te najcze$ciej posiadaja punkt izolelektryczny (pl) mieszczacy si¢
w granicach 6.4 — 9.4. pAmpC nalezace do rodziny FOX charakteryzuja si¢ punktem izo-
lelektrycznym w zakresie 6.4 -7.2 (46, 74).
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Od lat 90-tych notuje si¢ wzrastajacy udzial plazmidowo-kodowanych AmpC u Ente-
robacterales (53, 62, 66, 73, 80, 79). Najlepiej poznane i scharakteryzowane sa, wywodza-
ce si¢ z chromosomalnie kodowanych cefalosporynaz Citrobacter freundii geny z rodziny
CMY np. CMY-2, -4, -12, -14, -15 czy Aeromonas hydrophila np. CMY-1, -8, -9, -10, -19,
ktore to wedtug piSmiennictwa najczesciej wystepuja u P. mirabilis, E. coli i K. pneu-
moniae. Za$ enzymy z rodziny DHA najczesciej wystepuja u K. pneumoniae. Wedtug
danych pi$miennictwa, wariant CMY-2 jest najbardziej rozprzestrzeniony geograficznie
(20, 25, 31, 66, 73, 85).

W Polsce, nabyte geny warunkujace wytwarzanie cefalosporynaz typu AmpC nale-
zacych do rodzin CMY i DHA zostaly zidentyfikowane m.in. u P. mirabilis, E. coli oraz
K. pneumoniae (3, 29, 45, 57, 67). U izolatéw E. coli stwierdzono wystepowanie genéw
pAmpC warunkujacych wytwarzanie m.in. CMY-2, CMY-4, CMY-15, i DHA (1, 3, 29,
45, 67). Nabyte cefalosporynazy typu AmpC, nalezace do rodziny CMY (np. CMY-4, -12,
-14 1 -15), zostaty zidentyfikowane w chromosomie izolatow P. mirabilis. Wedtug badan
przeprowadzanych przez Empel i wsp. najczesciej obserwowany byt wariant CMY-15 (29,
57).

REGULACJA EKSPRESJI CEFALOSPORYNAZ TYPU AmpC

Podobnie jak cefalosporynazy naturalne, nabyte enzymy AmpC wykazuja dwa ro-
dzaje ekspres;ji, tj. indukcyjng badz konstytutywna. Przykladowo, enzymy AmpC naleza-
ce do rodziny DHA-1, DHA-2, ACT-1 czy CMY-13 s3 przewaznie eksprymowane w wy-
niku indukcji (ekspresja indukcyjna), podczas gdy CMY, MIR wytwarzane sa zazwyczaj
w sposob konstytutywny. U gatunkéw naturalnie posiadajacych geny ampC, w regulacji
ich ekspresji znaczaca role odgrywaja geny ampR, ampD oraz ampG. AmpR nalezy do
czynnikéw regulacyjnych transkrypcji, jego funkcja jest m.in. aktywacja transkrypcji
gendéw ampC. Drugi wazny czynnik regulacyjny AmpD, kodowany jest przez gen ampD.
Mutacje w genach ampD moga prowadzi¢ do ekspresji genow ampC na wysokim pozio-
mie w sposob konstytutywny badz indukcyjny. Warto zaznaczy¢, ze poziom ekspresji
plazmidowo-przenoszonych genéw ampC moze mie¢ rézny charakter, w zalezno$ci od
tego czy gen ampC ulegl przeniesieniu wraz z genami otaczajacymi (np. genem ampR)
(16, 51, 64,76, 83, 89). Na przyktad, Reishig i wsp. (76), w swoich badaniach, ze u mutanta
E. coli AmpD- wytwarzajacego ACT-1 (E. coli ApACT-1), stwierdzit od 2- do 16-krotny
wzrost wartosci MIC dla B-laktaméw. Dane literaturowe wskazuja, ze poziom ekspresji
genoéw ampC, w tym plazmidowo-przenoszonych genéw ampC, moze by¢ bardzo zrdz-
nicowany i zaleze¢ od réznych czynnikdw. Reisbig i wsp. (76), w przeprowadzonych ba-
daniach, stwierdzili, ze poziom ekspresji plazmidowych genéw, zaré6wno indukowanych
(bla,.. ), jak i konstytutywnie eksprymowanych (bla,,, ,) jest odpowiednio 33 i 95 razy
wyzszy w porownaniu do chromosomalnie kodowanych gendéw ampC szczepu Entero-
bacter cloacae o dzikim fenotypie. Co wigcej, badacze Ci odnotowali zwigkszong liczba
kopii genéw ampC na plazmidzie (2 kopie genu bla, ., i 12 kopi genu bla,, ). Ponadto,
badacze Ci stwierdzili, ze, stosunek (ratio) poziomu ekspresji genéw do liczby kopii ampC
dla bla,.. wynosit 17 zas dla bla,,, , wynosit 8. Dodatkowo, wyzszy poziom ekspresji
genoéw ampC, Reisbig i wsp. (76, 77), wiazali z mutacjami w sekwencji promotoréw i ge-
netyczng rearanzacjg rejonu promotorowego w poszczegdlnych badanych genach.
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Wyniki przytoczonych badan pokazuja, ze poziom ekspresji genéow ampC moze
by¢ bardzo zrdéznicowany i zaleze¢ od wigcej niz jednego czynnika. Moze to przektadaé
si¢ na rozny stopien oporno$ci na antybiotyki f—laktamowe. Wedtug Ding i wsp. (25)
przeniesienie plazmidu zawierajacego geny z rodziny DHA-1 z K. pneumoniae i E. coli
do szczepu biorey E. coli J53AzR skutkowato 16-32 wzrostem wartosci MIC cefoksytyny.
Zjawisko to obserwowane byto takze przez innych badaczy (82, 85). Jest ono niezwykle
istotne z klinicznego punktu widzenia, gdyz znacznie obniza mozliwosci terapeutyczne
1 sprzyja rozpowszechnianiu szczepow, w tym MDR (Multidrug Resistance) w srodowi-
sku szpitalnym.

OPORNOSC TYPU AmpC U IZOLATOW E. COLI

U Escherichia coli ekspresja gendw ampC moze by¢ warunkowana trzema mecha-
nizmami: konstytutywna ekspresja chromosomowych genéw ampC na niskim poziomie;
podwyzszonym poziomem ekspresji chromosomowych gendéw ampC (hiperprodukcja)
oraz wytwarzaniem nabytych f—laktamaz AmpC. W dzikich szczepach E. coli ekspre-
sja chromosomowych gendéw ampC zachodzi w sposdb konstytutywny, na niskim po-
ziomie 1 podlega regulacji poprzez atenuacje (47). Szczepy te nadal pozostajag wrazliwe
na antybiotyki f—laktamowe. Jednak, na skutek pojawienia si¢ mutacji (np. w obrebie
promotorow) pojawiajg si¢ szczepy E. coli, u ktérych dochodzi do podwyzszenia pozio-
mu ekspresji chromosomowych genow ampC. U mutantéw ekspresja genéw ampC ma
charakter konstytutywny, lecz na wyzszym poziomie. Wedtug niektérych autoréw (47,
48) szczepy te mogg wykazywac opornos¢ na wiele f—laktamow, w tym cefalosporyny
trzeciej generacji.

Stosunkowo dawno wykazano, ze w wyniku zmiany odleglo$ci pomiedzy sekwencja
-35 box TTGTCA i sekwencja -10 box TACAAT w rejonie promotorowym ampC E. coli,
moze dochodzi¢ do modyfikacji miejsca inicjacji transkrypcji i wzrostu poziomu ekspre-
sji genow ampC (49, 71). Jednym z pierwszych opisanych mechanizméw nadekspresji
genow ampC (hiperprodukeji) u E. coli byta mutacja w rejonie promotora polegajaca na
insercji, ktora spowodowata zwigkszenie odlegtosci pomigdzy rejonem promotora -35
box TTGTCA a -10 box TACAAT, z 16 do 17 pz (40). Inne dane literaturowe opisywaty
insercje powodujace zwigkszenie tego rejonu do 18 pz (68, 93). Przykladami omawia-
nych wyzej wymienionych mutacji polegajacych na insercji sa np. insercje w pozycji -13.1
i-13.2 (68). W rejonie promotorowym/atenuatora genow ampC moze dochodzi¢ do wbu-
dowania sekwencji inercyjnych. Sekwencje te moga prowadzi¢ do powstania nowych ,,sil-
nych” sekwencji promotorowych np. -35 box, badz moga przenosi¢ inne silne sekwencje
promotorowe. Przykladami takich sekwencji insercyjnych sa: IS2, IS9/1 czy IS10 (49, 68).

Ponadto, w rejonie promotorowym genéow ampC moga wystepowac tzw. mutacje
,,znaczace”, ktorych czestym przykladem mogg by¢ substytucje nukleotydow w pozy-
cjach: -42 (C—T), -32 (T—A) czy -11 (C—T). Mutacja w pozycji -42 prowadzi do powsta-
nia alternatywnego regionu promotora -35 box. Mutacja -32 prowadzi do powstania no-
wego consensus promotora -35 TTGTCA box (zmiana na TTGACA), mutacja -11 prowa-
dzi do powstania nowego consensus promotora -10 TACAAT box (zmiana na TATAAT),
co w konsekwencji prowadzi do wzmocnienia sity/aktywno$ci promotora (68, 93). Inne
przyktady mutacji spotykanych w rejonie regulatorowym gendéw ampC dotycza rejonu
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spejsera pomiedzy -35 box i -10 box (21, 38, 39, 52, 53, 68). Co wigcej, mutacjom ,,zna-
czacym”, czesto towarzysza dodatkowe mutacje w pozycjach: -88, -82, -18, -1 badz +58
(21, 38, 39, 52, 53, 68, 93). Ponadto, mutacje polegajace na np. na substytucji nukleotydu,
moga réwniez wystgpowaé w rejonie atenuatora transkrypcji genéw ampC. Mutacje te,
wptywaja na destabilizacje mRNA struktury ,,szpilki do w wlos6w”, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do wzrostu ekspresji genéw ampC (47). Wedtug niektorych autordéw (93),
pojedyncze mutacje wystgpujace w rejonie atenuatora, nie wpltywaja w sposob znaczacy
na wzrost ekspresji genow ampC.

Zdaniem niektorych autoréw (39, 92), pomimo znaczacego zwigkszenia poziomu eks-
presji gendw ampC, bedacego skutkiem mutacji w obrebie rejonu promotora, nie obser-
wowali znaczacych zmian w warto$ci MIC badanych cefalosporyn. Moze to §wiadczy¢
o tym ze, same zmiany poziomu ekspresji ampC nie zawsze wystarczaja do efektywnej
hydrolizy tzw. trudnych substratow. Sugeruje to, ze poziom ekspresji genéw chromoso-
malnych ampC moze by¢ bardzo zréznicowany. Tak tez in vitro, obok szczepéw wyso-
koopornych na cefalosporyny (hiperprodukcja AmpC) moga wystgpowacé szczepy z zale-
dwie obnizong wrazliwo$cig.

ROZPRZESTRZENIANIE SIE GENOW ampC

Geny warunkujace wytwarzanie pAmpC moga by¢ zlokalizowane na plazmidach
koniugacyjnych (42, 81, 87). Dla przykladu, geny z rodziny DHA-1 znaleziono na pla-
zmidzie koniugacyjnym pSALI Salmonella enteritidis (5, 32), geny z rodziny FOX-1 na
plazmidzie koniugacyjnym pGLK1 K. pneumoniae (37). Wedtug danych literaturowych,
niektdre plazmidy przenoszace geny ampC moga by¢ niezdolne do koniugacji lecz moga
by¢ one mobilizowane przez inne plazmidy koniugacyjne lub opornosciowe.

Dane pi$miennictwa wskazuja, iz opornos¢ na cefoksytyne i cefalosporyny trzeciej
generacji, zwigzana z mechanizmem pAmpC, moze by¢ przenoszona na drodze koniuga-
cji (7, 23, 34, 60, 81, 82, 86). Na przyktad, Singtohin i wsp. (86), w swoich badaniach wy-
kazali iz plazmidy niosgce geny bla,,,, ,u ok. 54% badanych izolatow E. coli i K. pneumo-
niae byly zdolne do koniugacyjnego transferu. We Francji Decré i wsp. (23) wykazali, ze
ze szczepOw dawcow posiadajgcych geny bla, ., , lub bla ., , na drodze koniugacyjnego
transferu do biorcy zostaje przeniesiona oporno$¢ na cefoksytyne, cefotkasym i ceftazy-
dym. Majac na uwadze spostrzezenia innych autoréw mozna przypuszczac, iz oporno$¢
na cefamycyny i cefalosporyny Il generacji, zwigzana z nabytym mechanizmem AmpC
moze by¢ tatwo przekazywana do innych bakterii. Zjawisko to jest niezwykle istotne
z klinicznego punktu widzenia, gdyz horyzontalne przeniesienie moze skutkowac naby-
ciem przez szczep dziki wysokiej opornosci. Skutkiem czego, moze by¢ eliminacja wielu
antybiotykow B—laktamowych, jako przydatnych w terapii. Ponadto, nalezy podkreslic,
ze horyzontalny transfer genéw sprzyja rozpowszechnianiu szczepdéw, w tym MDR (ang.
Multidrug Resistance) w srodowisku szpitalnym. Co wigcej, na ruchomych elementach
genetycznych, w ktoérych zlokalizowane sa geny warunkujace wytwarzanie pAmpC
moga znajdowac si¢ i podlega¢ wspdlnej selekcji geny determinujace wytwarzanie innych
B-laktamaz tj. ESBL oraz geny warunkujace opornos¢ na inne grupy antybiotykow, jak
fluorochinolony czy aminoglikozydy (3, 30, 78, 79).
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Wielko$¢ plazmidéw przenoszacych geny pAmpC, miesci si¢ w zakresie od ok.
7 do ok. 400 kb (2, 3, 63, 74, 78, 87). Plazmidy przenoszace geny ampC moga naleze¢ do
réznych grup niezgodnosci Inc (ang. incompability) np. IncFII czy Incl. Geny pAmpC
znaleziono m.in. na plazmidach o szerokim zakresie gospodarza. Warunkuje to rozprze-
strzenianie gendw ampC nawet pomiedzy szczepami nalezacymi do réznych gatunkow.
Wyniki badan Alonso i wsp. (2) wskazuja, ze u izolatéw E. coli posiadajacych geny CMY,
najczesciej wystepowaty plazmidy nalezace do grupy niezgodnos$ci Incll, za$ u izola-
tow posiadajacych geny DHA - IncF. Ponadto, wyniki analiz tych badaczy wykazaty, ze
geny z rodziny CMY moga by¢ przenoszone na plazmidach o wielko$ci 40-185 kpz, za$
geny z rodziny DHA na duzych plazmidach o wielkosci 70-185 kpz. Wedlug obserwacji
autorow (2, 19, 63, 78, 86), u E. coli, geny CMY zlokalizowane sag w duzych plazmidach,
o wielkos$ciach w zakresie od ok. 40 do ponad 300 kpz. Na przyktad, w Hiszpanii, Alonso
i wsp. (2) u E. coli, zidentyfikowali geny z rodziny CMY zlokalizowane na plazmidach
o wielkosci od ok. 40 kpz do ok. 185 kpz. Takze w Hiszpanii, Mata i wsp. (63), wykazali
obecnos¢ genow bla,,, u izolatow E. coli w duzych plazmidach o wielkosciach od ok.
40 do ponad 400 kpz. Ponadto, wyniki badan uzyskane przez innych autoréw (2, 19, 30,
63, 78) wskazuja ze, geny z rodziny CMY u E. coli czgsto zlokalizowane sa w duzych
plazmidach, nalezacych do plazmidowych grup niezgodnosci: Incl, IncF, IncFII i IncK.
Na przyklad, Mata i wsp. (63) w swoich badaniach wykazali ze wéréd E. coli CMY(+)
kolekcjonowanych z terenu Hiszpanii, do najczgsciej wystepujacych replikondéw plazmi-
dowych nalezaty: A/C, 11, K, F, FIA czy FIB. W Polsce u izolatéw E. coli stwierdzono
wystepowanie genéw pAmpC warunkujacych wytwarzanie CMY-2, CMY-4 w plazmi-
dach nalezacych do grupy niezgodnosci IncX3 i IncC (3, 45).

Istotna role w rozprzestrzenianiu lekoopornosci u pateczek Enterobacterales odgry-
waja mobilne elementy genetyczne takie jak integrony i kasety genowe, czgsto zlokalizo-
wane na plazmidach koniugacyjnych badz transpozonach. W obrgbie integronéw, u leko-
opornych izolatow Enterobacterales, identyfikowano m.in. geny warunkujace opornosé
na antybiotyki B-laktamowe, aminoglikozydy czy trimetoprim. Wsrdd paleczek Ente-
robacterales najpowszechniej wystepuja integrony klasy 1 (18, 24, 44). Wedtug danych
pis$miennictwa, geny warunkujace pAmpC moga by¢ mobilizowane do transferu na mo-
bilnych elementach takich jak transpozony czy integrony. Nabyte geny ampC tj.: bla_,, ,
bla,,, ., bla. , bla. .czy bla,, zostaly znalezione na integronie klasy 1 (74, 94).
Wyniki badan przeprowadzonych przez Mokrackg 1 wsp. (67) wskazuja, ze w Polsce,
w latach 1999-2001 oraz 2008-2010, nastapil wzrost czestosci wystepowania izolatow
E. coli posiadajacych integrony z 31,6% do 80,7%. Jednocze$nie Mokracka i wsp., w pro-
wadzonych badaniach zaobserwowali wzrost czgsto$ci wystepowania pateczek E. coli
wykazujacych opornos¢ na rézne grupy antybiotykdéw oraz wzrost czestosci wystepowa-
nia gendow kodujacych wytwarzanie B-lakatamaz. Co wigcej, wchodzaca w sktad kom-
pleksu integronu klasy 1, sekwencja insercyjna ISCR, odpowiada m.in. za transfer genéw
nalezacych do rodziny DHA 1 MOX. Za$ sekwencja insercyjna IS26, sktadajaca si¢ z genu
transpozazy tnpA, odpowiada m.in. za transfer gendéw z rodziny CMY (np. CMY-13) wraz
z przylegajacym czynnikiem regulujagcym transkrypcje - genem ampR (46, 74). Verdet
i wsp. (94) w swoich badaniach wykazali, iz sekwencja insercyjna IS26 zwigzana jest

takze z mobilizacjg i transferem genéw bla , .. Potwierdzajg to takze wyniki uzyskane
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przez Zamorano i wsp. (97), wskazujace, iz u 86% izolatow Enterobacteriaceae posiada-
jacych geny bla,, byty zwigzane z sekwencjg insercyjna IS26.

Zarozprzestrzenianie si¢ pierwotnie chromosomalnie-kodowanych genow ampC
odpowiedzialne s3 m.in. ruchome elementy genetyczne znajdujace si¢ w plazmidach,
takie jak sekwencja insercyjna ISEcpl. ISEcpl zwiazana jest m.in. z transferem wielu
wariantéw chromosomalnych genéw z rodziny CMY oraz niektdrych wariantow genow
AAC (22, 30, 46). Na przyktad, sekwencje ISEcp! znaleziono m.in. w sasiedztwie ge-
now blag,.,. bla . , bla., bla . . bla. bla.,. . czy bla. ,,u K pneumoniae,
E. coli, P. mirabilis czy S. enterica (22, 30, 39, 98). Nabyte geny np. bla,,, .. bla .. ,»
bla ., blacyy.,, czy bla,, .. zwiazane z sekwencjg ISEcpl (ISEcpl-bla,,,) zostaty
znalezione w m.in. w genomie szczepdw P. mirabilis wyizolowanych na terenie Polski,
Wioch i Grecji. W Polsce, sekwencja ISEcp! zostala znaleziona 106 pz powyzej naby-
tych gendw bla ., ,, bla .y ,» blacy s 1 blag, ,u P. mirabilis (29, 57). Za$ D'Andrea

CMY-4° blaCMY-lZ’

i wsp. (22), okreslili pozycje ISEcp! 110 pz powyzej nabytych gendéw bla
eny.qs Whudowanych w genom P. mirabilis. Wyniki za-

blaCMY-H, blaCMY-lS’ blaCMY—lG czy bla

rowno polskich jak i zagranicznych badaczy (22, 57) wskazuja, ze sekwencja ISEcpl
zwiazana jest z m.in. z mobilizacja pierwotnie chromosomalnych genéw ampC Citrobac-
ter freundii oraz towarzyszacych im genéw blc i sugE 1 wbudowaniem ich w chromoso-
malne DNA Proteus mirabilis. Obecno$¢ gendw blc 1 sugE w genetycznym sgsiedztwie
bla.,,, zostata takze zidentyfikowana w genomie Escherichia coli (30, 41).

PODSUMOWANIE

Oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe zwigzana z wytwarzaniem cefalosporynaz
AmpC u Escherichia coli jest problemem ztozonym. U E. coli wytwarzanie cefalospory-
naz AmpC moze by¢ uwarunkowane konstytutywna ekspresja chromosomowych genéow
ampC na niskim poziomie. Na skutek pojawienia si¢ mutacji w rejonie promotorowym
ampC pojawiaja si¢ szczepy E. coli, u ktoérych dochodzi do konstytutywnego, podwyz-
szonego poziomu ekspresji chromosomalnych genéw ampC, co sprzyja selekcji izolatow
opornych na antybiotyki B-laktamowe, w tym cefalosporyny. Ponadto, istotna jest obec-
no$¢ nabytych B-laktamaz pAmpC z indywidualnym systemem regulacji ekspresji. Geny
kodujace pAmpC zwykle sa przenoszone na ruchomych elementach genetycznych, takich
jak plazmidy, przez co rosnie potencjal szybkiego przekazywania gené6w warunkujacych
pAmpC pomiedzy réznymi gatunkami pateczek Enterobacterales.
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Mikrobiota jelitowa cztowieka
—jej zréznicowanie 1 wptyw na nasze zdrowie

Human gut microbiota — its diversity and impact on our health
Sebastian Wardak

MEDGEN Kamila Czerska i wsp. Sp. K. Warszawa

Przewodd pokarmowy czlowieka stanowi Srodowisko zycia dla miliardéow
komérek réznorodnych mikroorganizmow wchodzacych w sklad ludzkiej
mikrobioty. Zastosowanie nowoczesnych technik biologii molekularnej ta-
kich jak np. NGS (Next Generation Sequencing) umozliwilo szczegélowe
poznanie drobnoustrojow zamieszkujacych jelita i badanie ich wplywu na
zdrowie czlowieka. Mikrobiota jelitowa odgrywa znaczacq rol¢ w synte-
zie oraz metabolizmie wielu skladnikow odzywczych i metabolitow, w tym
krétkotancuchowych kwasow tlhuszczowych (SCFA), aminokwasdw, lipi-
dow, kwaséw zolciowych i witamin. Na jej zréznicowanie wplywa wiele
czynnikow takich jak np. dieta, wiek czlowieka, klimat i warunki socjo-
-ekonomiczne. Gwaltowne zmiany w skladzie mikrobioty (zaburzenie ho-
meostazy) mogq prowadzi¢ do dysbiozy — stanu zwigzanego nie tylko z za-
burzeniami jelitowymi, ale takze z licznymi chorobami pozajelitowymi.
Przedmiotem obecnej pracy jest przeglad aktualnych doniesien na temat:
technik badawczych stosowanych do analizy mikrobioty, wplywu réznych
czynnikow na jej zréznicowanie oraz oddzialywania mikrobioty na nasze
zdrowie.

Stowa Kkluczowe: mikrobiota jelitowa, mikrobiom, dysbioza, SCFA, NGS, 16SrRNA, sta-
ny zapalne jelit, zakazenia C. difficile, alergie pokarmowe, rak jelita grubego, celiakia,
transfer mikrobioty, probiotyki, prebiotyki.

ABSTRACT
The human digestive tract is the living environment for billions of cells of various
microorganisms that are part of the human microflora. The use of modern molecular
biology techniques, such as NGS (Next Generation Sequencing), made it possible to study
the microorganisms inhabiting the intestines and to understand their impact on human
health. The gut microbiota plays a significant role in the synthesis and metabolism of
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many nutrients and metabolites, including short-chain fatty acids (SCFA), amino acids,
lipids, bile acids and vitamins. Many factors such as diet, age, climate, and socioeconomic
conditions influence the diversity of the microbiota. Rapid changes in the composition of
the microbiota (disturbance of homeostasis) can lead to dysbiosis - a condition associated
not only with intestinal disorders, but also with numerous extraintestinal diseases. The
present work is a review of current reports on: research techniques used to analyze
microbiota, the impact of various factors on its diversity and the impact of microbiota on
our health.

Key words: gut microbiota, microbiome, dysbiosis, SCFA, NGS, 16SrRNA, intestinal
inflammation, C.difficile infections, food allergies, colorectal cancer, celiac disease,
microbiota transfer, probiotics, prebiotics

WPROWADZENIE

Ostatnie dziesigciolecia byly obfite w liczne odkrycia w réznych dziedzinach na-
ukowych. Szczegdlnie na tym polu wyroznia si¢ genetyka, gdzie poznano nowe, szyb-
kie i relatywnie tanie techniki analizy materiatu genetycznego. Przyczynity si¢ one do
lepszego poznania naszego genomu i ustalenia molekularnych podstaw wielu chorob.
Umozliwity takze lepsze zrozumienie otaczajacego nas swiata istot zywych, w tym nie-
widocznych gotym okiem mikroorganizméw. Od pierwszych odkry¢ Ludwika Pasteura
i Roberta Kocha minglo juz prawie 150 lat, jednak dopiero pierwsze dwudziestolecie
XXI wieku pozwolito na scharakteryzowanie mikroorganizmow zamieszkujacych nasze
ciato. Dzigki zastosowaniu nowoczesnych technik biologii molekularnej stwierdzono, ze
cztowiek stanowi srodowisko zycia dla miliardow komorek réznorodnych mikroorgani-
zmow. Wszystkie te drobnoustroje stanowig ludzka mikrobiote nazywang takze mikro-
biomem lub mikroflorag. Pomimo wymiennego stosowania w pi§miennictwie naukowym
termindéw ,,mikrobiota” i ,,mikrobiom” terminy te majg inne znaczenia (17). ,,Mikrobio-
ta” okresla si¢ ogot mikroorganizmow zamieszkujacych dane srodowisko np. skorg, zo-
fadek czy jelita. Termin ,,mikrobiom” z kolei wprowadzit laureat Nagrody Nobla Jos-
hua Lederberg w 2001 roku okreslajgc nim zbidér genoméw tych drobnoustrojow (51).
Dodatkowo stosowany jest jeszcze termin ,,mikroflora”, ktory zwiagzany jest z dawnym
przekonaniem o pochodzeniu drobnoustrojow z krolestwa roslin. Pomimo, ze mikroor-
ganizmy majg niewiele wspolnego z roslinami, termin ten jest bardzo czesto stosowany
zaré6wno w publikacjach naukowych jak i pi$miennictwie popularnonaukowym. W sktad
mikrobiomu ludzkiego wchodzg bakterie, archeony, wirusy oraz nalezgce do eukarion-
tow grzyby i pierwotniaki. Organizm cztowieka razem z zamieszkujacymi go mikroor-
ganizmami stanowi tzw. ,,superorganizm” (30). W ostatnich latach opublikowano tysigce
prac naukowych dotyczacych ludzkiej mikrobioty. Wynika z nich olbrzymie bogactwo
gatunkowe zamieszkujgcych organizm czlowieka drobnoustrojéw oraz ich duzy wplyw
na nasze zdrowie. Wigksza cze$¢ mikrobiomu stanowig bakterie i to one sg przedmiotem
niniejszego opracowania. W ludzkich jelitach zyje ponad 1000 gatunkéw bakterii z czego
u kazdego cztowieka wykrywanych jest okoto 160 roznych gatunkow (17, 71, 75). Opub-
likowane w 2019 roku badania przeprowadzone przez Almeida i wsp. wskazuja, ze poza
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wczesniej juz opisanymi 553 gatunkami bakteryjnymi, ktére moga by¢ wyhodowane
w sztucznych warunkach, liczba nowych, niesklasyfikowanych jak do tej pory gatunkow
bakteryjnych wykrytych w jelitach u ludzi wynosi az 1952 (2). Wedtug najnowszych sza-
cunkéw liczba wszystkich komorek bakteryjnych zamieszkujacych organizm cztowieka
doréwnuje liczbie komoérek naszego ciata (10713 komorek bakteryjnych) (86). Natomiast
liczba unikatowych genow bakteryjnych wchodzacych w sktad mikrobiomu ponad stu-
krotnie przewyzsza liczbe naszych witasnych genow (71). Dodatkowe bakteryjne geny
kodujace enzymy, ktére wchodza w sktad wielu szlakéw metabolicznych, pozwala nam
m.in. na wykorzystanie nierozktadanych przez ludzkie enzymy zwigzkéw organicznych
jak btonnik, polifenole, polisacharydy i wytwarzanie niezbednych dla naszego zdrowia
substancji, ktore z kolei wptywaja na procesy metaboliczne i immunologiczne zachodza-
ce w naszym organizmie (89, 122)

TECHNIKI BADAWCZE W BADANIACH MIKROBIOTY

Sktad ludzkiej mikrobioty jelitowej poznano doktadniej dopiero w ostatnim dwu-
dziestoleciu, gtéwnie dzigki zastosowaniu w badaniach nowoczesnych technik biologii
molekularnej. Wezesniej liczba i gatunki drobnoustrojow wystepujacych w naszym je-
licie byla mocno niedoszacowana ze wzgledu na brak mozliwosci hodowli wigkszo$ci
gatunkéw mikroorganizmoéow wystepujacych w przewodzie pokarmowym. Szacuje sig, ze
nawet 80% drobnoustrojow wykrytych w badaniach z zastosowaniem metod genetycz-
nych nie mozna hodowa¢ w sztucznych warunkach (50). W metodach klasycznych, w celu
identyfikacji wyhodowanego szczepu stosuje si¢ wiele technik opartych na fenotypowych
cechach danego gatunku bakteryjnego. Bada si¢ ksztalt i sktad §ciany komorkowej ko-
morki bakteryjnej (barwienie met. Grama), réznice w budowie antygenéw powierzch-
niowych, cechy biochemiczne takie jak np. aktywnos$¢ enzymatyczna bakterii i ich zdol-
no$¢ do wzrostu w réznym zakresach pH (96). Znane metody hodowli drobnoustrojow
zamieszkujacych nasze jelita selektywnie promuja wzrost tylko ich cze$ci umozliwia-
jac wykrywanie konkretnych patogendw, a pomijajac obecno$¢ pozytecznych mikroor-
ganizmoéw. Dopiero badania genetyczne umozliwily wykrycie materialu genetycznego
wielu innych gatunkow bakterii niezaleznie od ich hodowli. W badaniach mikrobioty
najczesciej wykorzystywana jest technika sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS
Next Generation Sequencing), ktora umozliwia identyfikacje gatunkow bakteryjnych na
podstawie poréwnania wysoce konserwatywnej sekwencji genu 16S rDNA kodujacym
czasteczke 16STRNA drobnoustrojéw obecnych w danym materiale (np. w kale) do sek-
wencji wzorcowych tego genu dostepnych w specjalistycznych bazach danych. W genie
16SrtDNA wykazano 9 regionéw zmiennych, od V1 do V9 (90). Ze wzgledéw technicz-
nych najczesciej wykonuje si¢ analize regiondw V3 i V4 co czesto jest wystarczajace
do identyfikacji wigkszo$ci mikroorganizméw. Badania mikrobiomu wymagaja analizy
bioinformatycznej ogromnej ilo$ci danych (17, 90). Obecnie dostepnych jest wiele na-
rzedzi do przetwarzania otrzymanych danych z sekwencjonowania jak program QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology — qiime.org) i MOTHUR (mothur.org) (33,
90). Analiza ta polega m.in. na tzw. odszumianiu sekwencji (ang. denoising) poprzez usu-
wanie odczytow niskiej jakosci oraz filtrowaniu chimer i innych artefaktow. Przyporzad-
kowanie sekwencji (ang. alignment) do poziomu taksonomicznego (np. do gatunku lub
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rodzaju) odbywa si¢ poprzez ich dopasowanie do reprezentatywnych sekwencji w wyniku
czego uzyskuje si¢ operacyjne jednostki taksonomiczne (Operational Taxonomic Units
— OTU) (33). Dopasowanie to odbywa si¢ przy pomocy referencyjnej bazy danych mi-
kroorganizmow, a najczesciej stosowane bazy to Silva, GreenGenes i NCBI (5). Zazwy-
czaj za gatunek bakterii uwaza si¢ zidentyfikowane OTU, ktérych sekwencje wykazuja
97% 1 wigcej podobiefistwa. Jednak czgsto przy zastosowaniu tej techniki jednoznaczne
przyporzadkowanie otrzymanych OTU do danego gatunku nie jest mozliwe, wowczas
okresla si¢ rodzaj lub rodzing bakteryjng. Technika sekwencjonowania umozliwia m.in.
okreslenie jednego z najwazniejszych wskaznikdéw stanu mikrobioty czyli oznaczenie po-
ziomu jej zréznicowania (poziom bogactwa mikrobioty). Najczesciej zréznicowanie mi-
krobioty jest opisywane za pomoca wskaznika alfa (alfa diveristy) czyli liczba gatunkdw/
rodzajoéw bakteryjnych/OTU wykrywanych u danego pacjenta. Do oznaczania wskaznika
zréznicowania stosowany jest gtownie indeks Shannon. Badane jest takze zréznicowanie
beta, dotyczace roznic w sktadzie mikrobioty migdzy réznymi probkami lub miedzy da-
nymi populacjami. Zréznicowanie to analizuje si¢ za pomocg réznych indekséw jak np.
Bray—Curtis dissimilarity, Jaccard distance, UniFrac. Kolejng technikg opierajacg si¢ na
technologii NGS jest tzw. sekwencjonowanie metagenomowe typu shotgun. Metoda ta
umozliwia nie tylko oznaczenie szczegdtowego sktadu gatunkowego mikroflory w danej
probcee ale takze umozliwia badanie funkcjonalne poszczegdlnych genow bakterii. Jed-
nak wysokie koszty analizy metagenomowej w poréwnaniu do analizy genu czasteczki
16STRNA powoduja, ze metoda ta jest stosunkowo rzadko stosowana. Niestety wyniki
badan mikrobiomu oparte na technologii NGS czesto obarczone sa bledami powstatymi
podczas réznych etapéw wykonywanych badan. Uzyskane wyniki zalezne sa w duzej
mierze od poziomu wyszkolenia personelu w metodach biologii molekularnej, r6znej me-
todyki pobierania (rodzaj wymazowki, stosowanie podtoza transportowego i jego rodzaj)
i przechowywania probek katu (czas przechowywania i temperatura — temp. otoczenia,
+4°C, -20°C, -70°C), metody izolacji DNA (kolumienkowa, automatyczna), amplifikacji
i protokotu sekwencjonowania NGS (wybor fragmentu genu czasteczki 16STRNA) (14,
28, 46, 67). Czes¢ laboratoridw nie weryfikuje uzyskanych wynikéw badan i nie stosuje
odpowiednich kontroli w tym kontroli czysto$ci genetycznej stosowanych odczynnikow.
Powoduje to czeste rdznice i btedy w uzyskanych wynikach oraz brak mozliwosci po-
rownania otrzymanych wynikéw badan pomig¢dzy réznymi laboratoriami. Niewatpliwie
w celu wyeliminowania ewentualnych btgdéow pomocne bytoby ujednolicenie warunkow
przeprowadzanych badan, wprowadzenie kontroli jako$ci oraz wykonywanie badan tylko
w certyfikowanych jednostkach z wyszkolonym do tego celu personelem.

SKLAD ZDROWEJ MIKROBIOTY JELITA CZLOWIEKA

Posréd roznych czgséei ludzkiego ciata zamieszkiwanych przez drobnoustroje takich
jak np. skora, narzady plciowe, jama ustna, zotadek, jelita, uktad oddechowy, najwigksza
liczba bakterii oraz najwicksza ich réznorodno$¢ wystepuje w jelicie grubym cztowieka.
Tak wysoka koncentracja mikroorganizmow jest spowodowana gléwnie sprzyjajacymi
warunkami ich rozwoju dzigki duzej powierzchni pofaldowanych jelit, stabilnej tempe-
raturze i wilgotnosci oraz stalemu doptywowi pokarmu (78). Uwaza sig, ze przewod po-
karmowy noworodka zostaje zasiedlony mikroorganizmami podczas porodu, cho¢ pewna
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cz¢$¢ naukowcdw dowodzi, ze jelita jak i sSrodowisko zycia plodu w tonie matki nie sa
jatowe (10, 104). Mikrobiota u dzieci karmionych mlekiem matki zawiera gtownie bakte-
rie nalezace do rodzajéw: Lactobacillus, Bifidobacterium i Bacteroides (44). Mikrobiota
dzieci podlega nastepnie dynamicznym zmianom. Dopiero w wieku 2-3 lat staje si¢ bar-
dziej stabilna i w swoim sktadzie zaczyna by¢ podobna do mikrobiomu osoby doroste;j.
Wigkszos$¢ gatunkow bakteryjnych (okoto 90%) wystepujacych w jelitach dorostych oséb
nalezy do dwoch typow - Firmicutes (do ktorych zalicza si¢ glownie rodzaje: Clostridium,
Enterococcus, Lactobacillus, Faecalibacterium, Ruminococcus) i Bacteroidetes (gtéwnie
Bacteroides i Prevotella). W mniejszej ilo§ci wystgpujg takze bakterie nalezace do typow:
Actinobacteria (gldwnie Bifidobacterium), Proteobacteria (glownie Escherichia), Verru-
comicrobia 1 Euryarchaeate (78). King 1 wsp. w 98 badanych probkach katu zdrowych
0s6b z USA stwierdzili obecnos$¢ 8 typow, 18 rodzin, 23 klas, 38 rzeddéw, 59 rodzajow
1 109 gatunkéw bakterii (123). Najliczniejsze typy stanowily odpowiednio: Bacteroidetes
73,13 +/-22,16%, Firmicutes 22,2 +/-18,6%, Proteobacteria 2,15+/-10,39%, Actinobac-
teria 1.82+/-3%. Posréd rodzin bakteryjnych najliczniejsze byly: Bacteroidaceae 65,58
+/-10,48%, Lachnospiraceae (11,46 +/-11,06%, Ruminococcaceae 8,35+/-10,48% ponad-
to wykryto takze kilka innych rodzin bakteryjnych z czgstoscia wystgpowania powyzej
1% - Odoribacteraceae, Rikenellaceae, Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae i Tanne-
rellaceae. Najliczniejszym rodzajem byl Bacteroides 65,58+/-21,84%, a najliczniejszym
gatunkiem byt Bacteroides dorei 17,44 +/-8,74%. Duze badania metagonomowe Rad-
jabzadeh 1 wsp. opublikowane w 2020 roku przeprowadzone w populacji holenderskiej
u 1427 dorostych w wieku od 46 do 88 lat oraz 2111 dzieci w wieku od 9 do 12 lat wska-
zuja, w odrdéznieniu od badan King i wsp., ze w populacji tej w obu grupach badanych
0s6b najwiecej gatunkéw bakteryjnych/OTU nalezato do typu Firmicutes (74). Autorzy
stwierdzili réznice w sktadzie mikrobioty jelitowej w obu grupach oséb, u holenderskich
dzieci 57% gatunkéw/OTU bakterii nalezata do typu Firmicutes, 30% do Bacteroidetes,
6% Proteobacteria, 4% Actinobacteria, 2% Verrucomicrobia oraz 1% do innych typow.
Natomiast u dorostych os6b stwierdzono, ze az 75% gatunkéw/OTU bakterii nalezata do
typu Firmicutes, tylko 13% do Bacteroidetes, 5% Proteobacteria, 4% Actinobacteria, 1%
Verrucomicrobia oraz 2% do innych typow. Autorzy wykazali takze wigksze zréznico-
wanie alfa mikrobioty u os6b dorostych i przewage rodzaju Blautia natomiast w grupie
badanych dzieci zaobserwowany wyzszy udzial rodzaju Bacteroides. Niektore z badan
sugerujg wystepowanie u ludzi réznych typow mikrobioty tzw. enterotypow, réznigcych
si¢ dominujacym rodzajem bakteryjnym (13, 19). Opisano trzy enterotypy: Bacteroides
(enterotyp 1), Prevotella (enterotyp 2) i Ruminococcus (enterotyp 3). Przewaga ilosciowa
danego gatunku/rodzaju bakterii moze wigzacé si¢ z przewaga procesOw metabolicznych
zwigzanych z tymi bakteriami a co za tym idzie wptywac na zdrowie gospodarza z danym
enterotypem. Enterotyp Bacteroides powiazany jest z dieta bogatg w bialka zwierzece
i thuszcze, natomiast enterotyp Prevotella taczony jest z dietg z przewagg weglowodanow.
Koncepcja wystgpowania enterotypow u cztowieka w srodowisku naukowym ma swoich
zwolennikéw oraz przeciwnikow i wymaga przeprowadzenia wielu dodatkowych badan.
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CZYNNIKI WPLY WAJACE NA MIKROBIOTE I JEJ] ZROZNICOWANIE

Przez tysiace lat organizm cztowieka ewoluowal wspoélnie z zasiedlajacymi go mi-
kroorganizmami. Jelita wykazuja specjalne przystosowania do obecnos$ci w nich drob-
noustrojow, dzigki ktérym nie dochodzi do odpowiedzi uktadu immunologicznego prze-
ciwko naszej mikrobiocie i wytworzeniu stanu zapalnego. Najwazniejszymi czynnikami
zapobiegajacymi przekroczeniu przez komensalne mikroorganizmy bariery nablonka je-
lita sg $ciste potaczenie enterocytow i wytwarzany w jelicie sluz bogaty w mucyne (108).
Drobnoustroje indukujg takze tolerancj¢ immunologiczna, przez co nie wywoluja odpo-
wiedzi ukladu odpornosciowego. Mikrobiota zdrowego cztowieka nie jest stata. W ciagu
naszego zycia podlega r6znorodnym dynamicznym zmianom i modyfikacjom pod wpty-
wem zardwno czynnikow wewnetrznych, takich jak: rodzaj porodu, ple¢, dieta, wiek, jak
i zewnetrznych jak np.: klimat §rodowiska, higiena, warunki socjo-ekonomiczne. Z tego
wzgledu nie jeste§my w stanie opisa¢ wzorcowej mikrobioty osoby zdrowej. Zauwazalna
jest roznica w sktadzie mikrobioty juz w poczatkowej fazie zycia cztowieka. Szczeg6lnie
duze réznice obserwowane sg u noworodkow urodzonych sitami natury i urodzonych cig-
ciem cesarskim. Podczas naturalnego porodu noworodek ma kontakt z mikroorganizmami
zasiedlajacymi drogi rodne kobiety jak i tymi znajdujacymi si¢ w kale. U tych noworod-
koéw stwierdza si¢ wigkszy odsetek Enterobacteriaceae, Bifidobacterium, Streptococcus
i Bacteroides. Natomiast u noworodkow urodzonych przez cigcie cesarskie obserwowane
jest mniejsze zréznicowanie mikrobioty, w ktérej dominujg mikroorganizmy bytujace
gtéwnie w $Srodowisku szpitalnym i na ludzkiej skoérze jak np. Clostridium, Staphylo-
coccus, Corynebacterium 1 Propionibacterium (78). Wptyw na mikrobiote w tym okre-
sie zycia czlowieka ma takze sposob karmienia noworodka. U noworodkéw karmionych
mlekiem matki stwierdza si¢ wicksza ilo$¢ Bifidobacterium natomiast u noworodkow
karmionych specjalnymi mieszankami wykrywa si¢ wigcej bakterii z rodzaju Enterobac-
teriaceae, Bacteroide 1 Clostridium. Uwaza si¢, ze mikrobiota dziecka w wieku okoto 3
lat przypomina juz sktadem mikrobiote 0séb dorostych. Wzrasta stopniowo udzial Bac-
teroides 1 innych rodzajow bakteryjnych przy obnizeniu udziatu Bifidobacterium i Lac-
tobacillus. U dorostego czlowieka sktad mikroflory ulega pewnej stabilizacji, cho¢ wpty-
wa na nig kazda, nawet krotkotrwata zmiana diety lub stosowane leczenie (101). U os6b
starszych powyzej 65 roku zycia zmniejsza si¢ liczba gatunkoéw bakteryjnych i zaczynaja
przewazacé te o prozapalnych wlasciwosciach (np. Enterobacteriaceae, Clostridium) (78).
Jest to zwigzane z obnizeniem odpornosci i sprawnosci u ludzi z tej grupy wiekowej oraz
czgstszej hospitalizacji i zwigkszonej ilosci przyjmowanych lekéw. Uwaza sig, ze szcze-
gblnie negatywny wptyw na sktad mikrobioty jelitowej cztowieka wykazuja antybiotyki.
Substancje te stosuje si¢ do walki z zakazeniami wywotanymi przez patogenne bakterie,
jednak ich uzycie, zwlaszcza doustne, powoduje zniszczenie naturalnej mikrobioty. Nie-
bezpieczne pod tym wzgledem sg antybiotyki i chemioterapeutyki o szerokim spektrum
dziatania, ktoére wykazuja rowniez aktywnos¢ wobec korzystnych dla naszego zdrowia
gatunkdéw bakteryjnych (21, 55, 78). Czesto w miejsce pozytecznych drobnoustrojéw po-
jawiajg si¢ patogenne lub wzglednie patogenne bakterie i grzyby mogace powodowac
stany chorobowe jelit.

Szczegdlnie waznym czynnikiem wplywajacym na sktad mikrobioty cztowieka jest
rodzaj spozywanego pokarmu. Na $wiecie wystgpuje wiele réznorodnych diet, ktére
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uksztaltowaty si¢ na podstawie dost¢pu do Zywnosci na danym obszarze, uwarunkowan
religijnych i kulturowych. Uwaza sig, ze szczegdlnie zdrowa jest dieta bogata w duze ilo-
$ci spozywanych warzyw, owocdw, nasion roslin, thuszczoéw nienasyconych oraz uboga
w thuste, czerwone migso, cukry proste i s6l. U 0sdb spozywajacych duze ilo$ci produk-
tow roslinnych w sktadzie mikrobioty obserwuje si¢ wigkszy udziat bakterii z rodzaju
Prevotella (52, 78), natomiast u 0s6b spozywajacych duze ilosci thuszezy i biatek zwierze-
cych przewazajg bakterie z rodzaju Bacteroides. Badania przeprowadzone przez Moraes
1 wsp. na grupach osob wszystkozernych, wegetarian §cistych i wegetarian spozywajacych
produkty mleczne oraz jaja wskazuja na wigkszy udziat enterotypu Prevotella u wegeta-
rian w poréwnaniu do innych analizowanych grup (19). Udzial procentowy enterotypu
Prevotella, Bacteroides 1 Ruminococcus u wegetarian wynosila odpowiednio 40%, 20,7%
1 20,6%, podczas gdy u innych grup czestosci te byly do siebie porownywalne. Autorzy
powiazali enterotyp Prevotella z korzystnym profilem kardiometabolicznym. Oznaczenie
frakcji cholesterolu LDL wskazato na jego nizszy poziom u 0séb posiadajacych entero-
typ Prevotella, bez wzgledu na dietg tych osob w poréwnaniu do poziomu LDL u os6b
posiadajacych inne enterotypy. Postepujaca globalizacja i urbanizacja wplywaja na przej-
mowanie w krajach rozwijajacych si¢ Azji, Afryki i Ameryki Ptd zachodniego sposobu
odzywiania z ulatwionym dost¢gpem do wysoce kalorycznego pokarmu, co okresla si¢
mianem ,westernizacji diety”. Naukowcy uwazaja, ze przejmowanie nieodpowiednich
zachodnich wzorcow dietetycznych, jak spozywanie wysoce przetworzonych produk-
tow spozywczych bogatych w wysokoenergetyczne nasycone ttuszcze, produktéw typu
fast-food i cukrow prostych, ma wpltyw na pogorszenie si¢ stanu zdrowia i rozwoj tzw.
chorob cywilizacyjnych. Westernizacja diety ma takze wplyw na sktad i zréznicowanie
mikrobioty czlowieka. Badania przeprowadzone przez Shin i wsp. dowodza wptywu ,,we-
sternizacji diety” na ksztatt mikrobioty w spotecznosci mieszkancoéw Korei Potudniowe;j
odzywiajacych si¢ w sposob typowy dla tradycyjnej kuchni koreanskiej (dieta bogata
w warzywa, nasiona i produkty fermentowane z niskim spozyciem miesa i thuszczy od-
zwierzecych) oraz w sposob typowy dla zachodniej diety (88). Autorzy zaobserwowali
u Korenczykow odzywiajacych si¢ w sposob tradycyjny wystepowanie wysokiego odset-
ka gromady Firmicutes w stosunku do Bacteroidetes. Zmniejszenie ilosci gromady Bac-
teroidetes w tym rodzaju Bacteroides moze by¢ zwigzane z niskim spozyciem pokarmow
zwierzecych przez Koreanczykow. Stwierdzono takze znaczace zwigkszenie w tej grupie
obecnosci w kale korzystnej dla zdrowia probiotycznej bakterii z rodzaju Weissella, co
moze by¢ zwigzane z konsumpcja fermentowanych warzyw takich jak kimchi. U os6b
spozywajacych typowa diet¢ koreanska wykryto takze w kale duze ilosci bakterii Co-
prococcus powiagzanej z produkcja korzystnych dla zdrowia SCFA. Moze mie¢ to wptyw
na rzadsze wystepowanie chordb uktadu krazenia u Koreanczykéw odzywiajacych sig
w sposob tradycyjny. Natomiast u Koreanczykéw odzywiajacych si¢ zgodnie z zachod-
nig dietg stwierdzono obnizenie ilosci Lachnospira. Niski poziom obecnosci tej bakterii
jest wg tych naukowcow powigzany ze zwigkszonym poziomem cholesterolu LDL we
krwi i otylo$cia. Vangay i wsp zbadali wplyw na mikrobiote migracji oséb zamieszku-
jacych dotychczas Tajlandig, kraj rolniczy, stabo uprzemystowiony, do wysoce rozwinig-
tego kraju jakim jest USA (102). W populacji imigrantéw zauwazalny jest wzrost licz-
by oséb z nadwagg i chorobami powszechnymi w krajach rozwinietych w poréwnaniu
do populacji zamieszkujacej kraj pochodzenia. Autorzy dowodza, ze poza zmiang diety
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i stylu zycia zwigzanych z ,,westernizacjg” sposobu zycia u imigrantow za rozwoj cho-
rob cywilizacyjnych moze by¢ odpowiedzialna takze zmiana mikrobioty. Spotecznosci
imigrantéw z Tajlandii (populacje Hmong i Karen), poczatkowo charakteryzowaly si¢
obecnoscia innej kompozycji mikrobioty w kale, ktéra dodatkowo jest bardziej zrdzni-
cowana w poréwnaniu do mikrobioty katu u 0séb urodzonych w USA. Autorzy zaobser-
wowali stopniowe zmniejszenie udziatu bakterii Prevotella w badanej mikrobiocie wraz
z utratg niektoérych gatunkow bakteryjnych i zastgpowanie jej przez Bacteroides w kale
spolecznos$ci pochodzacej w kolejnosci z Tajlandii, imigrantéw z Tajlandii w pierwszym
i drugim pokoleniu oraz Amerykandéw urodzonych w USA. Analiza metagenomowa wy-
kazata takze spadek ilosci bakteryjnych genéw zwigzanych z produkcja enzymow roz-
ktadajacych roslinny btonnik. Nawet krotki pobyt migrantow w USA powodowat obser-
wowany spadek w kale ilosci bakterii z rodzaju Prevotella na rzecz Bacteroides. Autorzy
podkreslaja, ze na uzyskane wyniki zmiany skladu mikrobioty u migrantow moze mie¢
wplyw poza zmiang diety takze wiele niebadanych dodatkowych czynnikéw jak np. stres,
jako$¢ wody pitnej, leczenie przeciw pasozytom itd. Jednakze utrata niektdrych gatun-
kéw bakteryjnych ze sktadu mikrobioty, tzw. ,,znikajaca mikrobiota”, szczegdlnie gatun-
kéw z rodzaju Prevotella zdolnych do rozktadu réznego rodzaju weglowodandw, a co za
tym idzie utrata funkcjonalnej ré6znorodnosci mikrobioty moze mie¢ wptyw na zdrowie
gospodarza i moze ttumaczy¢ wg autorow zjawisko wystepowania przewlektych chordb
cywilizacyjnych u mieszkancow krajow wysoce rozwinietych. Wysoko przetworzone
produkty spozywcze, charakterystyczne dla diety zachodniej, poza duza ilo$cig ttuszczy
i soli czesto zawieraja takze dodatki takie jak np. zwiazki stabilizujace, zageszczajace
i konserwujace, emulgatory, r6znego rodzaju stodziki i wzmacniacze smaku. Maja one
na celu wydtuzenie czasu przydatnosci produktow do spozycia oraz poprawe ich smaku,
konsystencji 1 koloru. Substancje te nie powinny wptywa¢ na nasze zdrowie jednak licz-
ne badania naukowe potwierdzaja szkodliwy efekt stosowania przynajmniej niektorych
z tych substancji. Badania przeprowadzone przez Copy Chassaing i wsp. (16) na modelu
mysim potwierdzaja wptyw emulgatoréw takich jak polisorbat80 i karboksymetylocelu-
loza na spadek zroéznicowania mikrobioty oraz przepuszczalno$¢ btony Sluzowe;j jelita
prowadzac m. in. do powstania standw zapalnych jelita i zespotu metabolicznego w tym
otytosci. Niektorzy naukowcy wskazujg takze na wplyw stodzikéw (low/no-calorie swee-
teners - LNCS) na sklad mikrobioty. Spozywanie tych substancji moze prowadzi¢ do
rozwinigcia si¢ nietolerancji glukozy i zespotu metabolicznego (95), cho¢ zdania na temat
wpltywu stodzikéw na mikroflorg jelitowa sg podzielone (Zmora N i wsp. 2019). W ostat-
nich latach bada si¢ takze wptyw na nasze zdrowie spozywanego migsa i innych produk-
tow zawierajacych duze ilosci biatka zwierzecego. Czerwone migso bogate jest w zwigzki
L-karnityny i choliny. Mikroflora jelitowa odgrywa takze role w procesie metabolizmu
tych zwigzkow. Substancje te sg przeksztatcane przez mikroflore jelitowa do trimetylo-
aminy (trimethylamine - TMA), a nast¢pnie w watrobie ulegaja przeksztatceniu do tlenku
trimetyloaminy (trimethylamine-N-oxide - TMAQO). Zaobserwowano, ze podwyzszone
stezenie TMAO stanowi czynnik ryzyka choréb ukladu krazenia (zawat serca, udar),
miazdzycy tetnic i niealkoholowego sttuszczenia watroby (12, 22, 121).

Kolejnym czynnikiem wplywajacym na sktad i zr6znicowanie mikrobioty jest Srodo-
wisko zycia cztowieka. Stale zmieniajace si¢ warunki zwigzane z globalizacjg i migracja
ludnosci z terendw wiejskich do wielkich miast pocigga za sobg wiele zmian w zyciu
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cztowieka, w jego diecie i stylu zycia. Uwaza sig, ze ludzie zyjacy w obecnie nielicznych,
pierwotnych populacjach (tzw. spoteczenstwa zbieracko-towieckie) wykazuja wicksze
zréznicowanie mikrobioty (wigkszy wskaznik zréznicowania alfa) niz spoleczefistwa rol-
nicze i przemystowe w krajach rozwinigetych. W jelitach os6b z populacji pierwotnych
wystepuja takze unikalne rodzaje bakterii nie wystepujace w populacjach rozwinigtych.
Schnorr 1 wsp wykazali duze zréoznicowanie mikrobioty jelitowej w kale 0s6b pochodza-
cych z plemienia Hadza tworzacego pierwotng, niewielka populacje zbieracko-towiecka
zamieszkujaca region Wielkiego Rowu Afrykanskiego w Tanzanii w poréwnaniu do skta-
du mikrobioty w kale 0s6b pochodzacych z Bolonii we Wtoszech (84). Autorzy stwierdzili
wickszy udzial bakterii Prevotella, Treponema, Ruminococcaceae, niektorych gatunkow
Bacteroides i Clostridium w kale os6b z populacji Hadza. Bakterie te moga wspomagac
trawienie sktadnikow roslinnych wchodzacych w sktad pozywienia tego plemienia. Smits
i wsp badajacy mikrobiote w kale 0sob pochodzacych z tego samego plemienia stwierdzili
ponadto duza sezonowo$¢ skladu mikrobioty na ktéra ma wpltyw pora sucha i wilgot-
na (89). Autorzy zaobserwowali wigksze zréznicowanie mikrobioty w porze suchej, co
jest powigzane z rodzajem spozywanego wowczas pokarmu. Ponadto naukowcy zaob-
serwowali takze zrdéznicowanie mikrobioty u czlonkéw plemienia Hadza w zalezno$ci
od plci. Kobiety nalezace do tej spotecznos$ci, ktore spozywaly gléwnie rosliny, owoce
i bulwy zbierane wokot osady, wykazywaty wickszy odsetek kretek Treponema. Nato-
miast u m¢zezyzn, u ktérych dieta zawierata wigkszy udzial migsa pozyskanego w wy-
niku towow z dala od osady, stwierdzono obecno$¢ w kale wigkszego odsetka bakterii
z rodzaju Blautia 1 Eubacteria. Nie odnotowano tego rodzaju réznic w skladzie mikrobio-
ty w kale u 0s6b pochodzacych z Wiloch, prawdopodobnie ze wzglgdu na podobna diete
u obu pici. Wyniki badan uzyskane metoda sekwencjonowania metagenomowego probek
katu pochodzacych od oséb z plemienia Hadza w poréwnaniu do grupy kontrolnej z USA
wykazaly wiekszy udziat kodowanych przez geny mikrobioty enzymdw rozktadajacych
weglowodany (carbohydrate active enzyme - CAZymes) w populacji Hadza. Wskazuje
to na wigksze przystosowanie mikrobioty tego plemienia do trawienia sktadnikéw ro-
$linnych wchodzacych w sklad ich diety. Naukowcy pordéwnali takze sktad mikrobio-
ty plemienia Hadza ze skladem mikrobioty pochodzacej z probek uzyskanych od osob
z kilkunastu réznych spoteczno$ci §wiata, zarowno tradycyjnych i rozwinigtych. Stwier-
dzono, ze populacje z krajow rozwinietych charakteryzuja si¢ wystepowaniem w kale
wigkszej ilosci bakterii Bacteroidaceae (Srednio 20,9% vs 0,8 w populacjach tradycyj-
nych) natomiast populacje pierwotne (tradycyjne) wykazywaly wigkszy udzial bakterii
Prevotellaceae (Srednio 29,8 vs 7,6 w spotecznosciach rozwinigtych). Stwierdzono takze
obecnos$¢ Spirochaetaceae i Succinivibrionaceae w tradycyjnych spotecznosciach, pod-
czas gdy w spoleczno$ciach rozwinigtych rodzaje te sa rzadkie lub nie wystgpuja w ogdle.
Natomiast Verrucomicrobia wystepowaly w znacznej ilosci jedynie w spotecznosciach
rozwinigtych. Badanie przeprowadzone u dzieci europejskich odzywiajacych si¢ zgodnie
z tzw. dietg zachodnig oraz u dzieci z Burkina Faso (panstwo w Afryce Zachodniej) sto-
sujacych diete zawierajaca bardzo mato lipidéw i bialek zwierzecych, natomiast bogata
w produkty roslinne takie jak proso, sorgo i lokalne warzywa) ujawnilo, ze afrykanska
mikroflora dziecigca jest niezwykle bogata w rodzaje Prevotella i Xylanibacter, ktore sa
zdolne do rozktadu celulozy i ksylanow (18). Rodzaje te nie byty wykrywane u dzieci eu-
ropejskich, u ktérych wykazano takze nizszy poziom obecnosci SCFA i wyzszy odsetek
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rodzaju Escherichia w poréwnaniu do dzieci z Burkina Faso. Wg autoréw dieta dzieci
afrykanskich moze przyczyni¢ si¢ do ochrony przed niezakaznymi chorobami zapalnymi
jelit. Jha 1 wsp. badali roznice w sktadzie mikrobioty w kale u czterech roznych wiejskich
himalajskich populacji zamieszkujacych Nepal (43). Populacje te zamieszkiwaty podobny
obszar geograficzny Himalajow, roznily si¢ jednak poziomem transformacji spoteczen-
stwa z formy zbieracko towieckiej (populacja Chepang) do nowoczesnej rolniczej gospo-
darki (populacje Raji, Raute i Tharu). Cho¢ nie stwierdzono znaczacych zmian w ogdlnej
liczbie gatunkow bakteryjnych (zréznicowanie alfa) migdzy populacjami, to wykazano
duze réznice w sktadzie mikrobioty w poszczegdlnych populacjach przez obecno$é lub
brak danych takson6w bakteryjnych w danej grupie. Autorzy dokonali takze poré6wnania
mikrobioty himalajskich populacji do grupy kontrolnej pochodzacej z USA. Wszystkie
cztery populacje zamieszkujace Himalaje wykazywaly mniejsze réznice w sktadzie mi-
krobioty miedzy sobg niz w poréwnaniu do mikrobioty grupy oséb z USA. Stwierdzono
wickszy udziat bakterii z gromady Proteobacteria w badanych populacjach, szczeg6lnie
w populacji pierwotnej Chepang w porownaniu do grupy probek pochodzacych od osob
zamieszkujacych USA. Z kolei w kale 0sob z grupy kontrolnej z USA dominowaty gro-
mady Actinobacteria, Firmicutes i Verrucomicrobia, ktore wykrywano w mniejszej ilosci
w kale u 0s6b pochodzacych z nowoczesnej, rolniczych populacjach himalajskich (Raji,
Raute i Tharu) i najmniejszej w populacji pierwotnej Chepang. Autorzy wykazali, ze
wickszy udzial przedstawicieli gromady Proteobacteria i nizszy udziat bakterii z groma-
dy Actinobacteria i Verrucomicrobia w kale dotyczy takze innych pierwotnych populacji
zamieszkujacych rozne rejony §wiata. Ponadto wykazano, ze populacje himalajskie, ktore
relatywnie niedawno przeksztalcity si¢ ze spoleczenstw pierwotnych w spoteczenstwa
rolnicze charakteryzowaly si¢ m.in. obecnoscia w kale bakterii z rodzaju Ruminobac-
ter 1 Treponema, ktore sa powigzane z metabolizmem sktadnikéw pokarméw roslinnych.
Stwierdzono takze wickszy udziat bakterii Prevotella i Eubacterium powiazanych z dieta
wegetarianskg w kale osob z populacji himalajskich. Osoby te tradycyjnie, jak w catym
regionie, spozywaja glownie produkty roslinne w poréwnaniu do grupy osob z USA. Na-
tomiast rodzaje Bacteroides i Blautia, ktore s3 powiazane z dietga bogata w biatka i ttusz-
cze zwierzgce w wigkszej ilo§ci wystepowaty w kale 0séb z grupy kontrolnej z USA. Ba-
dacze stwierdzili ponadto duzy wptyw zrdédta wody pitnej na sktad mikrobioty. Populacje
korzystajace z wody pitnej pobieranej z rzeki wykazywata w probkach katu obecnosé
wickszego odsetka kretek Treponema w poréwnaniu do populacji korzystajacych z wody
glebinowej, ktore z kolei wykazywaty wickszy udziat w skltadzie mikrobioty bakterii
z rodzaju Fusobacterium.

Niektorzy naukowcey postuluja, ze wérdd czynnikdéw wplywajacych na zréznicowa-
nie mikroflory poza czynnikami zewng¢trznymi, wazny jest takze genotyp czlowieka.
Jednym z gendéw wymienianych jako modyfikator mikrobioty jest FUT2 kodujacy fuko-
zylotransferaze 2, ktéra bierze udziat w tworzeniu antygenu H w ptynach ustrojowych
i btonie sluzowej jelit (99, 103). W zaleznosci od obecnosci polimorfizmu G428A (W143X)
- 1601338, wyrdznia si¢ u ludzi typ sekrecyjny i niesekrecyjny FUT2. Typ sekrecyjny
charakteryzuje si¢ obecno$cig formy heterozygotycznej lub homozygotycznej nukleotydu
G — guaniny w miejscu 1s601338 (genotypy SeSe (GG) lub Sese (GA)). Typ niesekrecyjny
natomiast charakteryzuje si¢ obecno$cia adeniny w miejscu rs601338 w postaci homozy-
gotycznej (genotyp sese (AA)) i moze mie¢ zwigzek z niektérymi chorobami jak np. cho-
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roba Les$niowskiego-Crohna, cukrzyca typu 1, kandydoza pochwy, zapaleniami uktadu
moczowo-plciowego (99, 103). Zaobserwowano takze rdznice migdzy sktadem populacji
mikroflory migdzy poszczegdlnymi genotypami m.in. z wigkszg ilo$cig bakterii z rodzaju
Blautia, Dorea formicigenerans, Ruminococcus gnavus, Clostridium sphenoides i mniej-
szym zroznicowaniem mikrobioty u ludzi z genotypem niesekrecyjnym. Bakterie te oraz
niskie zréznicowanie mikrobioty sa powigzane z wystepowaniem nieswoistych zapalnych
chorob jelit oraz zespotu jelita nadwrazliwego (103). Szczeg6élnie pomocne w poznaniu
zalezno$ci miedzy danym genotypem i skladem mikrobioty czlowieka sg badania typu
GWAS (Genome-Wide Association Studies), w ktoérych analizuje si¢ zwigzek polimorfi-
zméw pojedynczych nukleotydow (SNP) w ludzkim genomie z wybrang cecha np. kon-
kretnym sktadem mikrobioty. W ten sposéb stwierdzono zwigzek miedzy wystepowa-
niem u 0s6b z genotypem CC (C13910C, rs4988235) w regionie promotorowym genu LCT
(w obrebie intronu genu MCM6) w chromosomie 2 zwigkszonej ilosci bakterii z rodzaju
Bifidobacteria w poréwnaniu z osobami genotypem CT i TT (32). Gen LCT koduje enzym
laktaze rozktadajacy cukier mleczny laktoze do glukozy i galaktozy. Obecnos$¢ genotypu
CC wptywa na ekspresj¢ genu LCT i zwigzana jest z nietolerancjg laktozy u dorostych,
co przy spozyciu produktéw mlecznych powoduje przedostanie si¢ niestrawionej laktozy
do jelita grubego, gdzie cukier ten jest wykorzystywany m.in. przez Bifidobacteria jako
zrodlo energii. Postuluje sig, ze obecnos¢ Bifidobacteria nadaje pewien stopien tolerancji
laktozy u 0s6b z nietolerancja na ten cukier (32). W badaniach Hughes i wsp. z 2020 roku
potwierdzono wplyw polimorfizmu CC (rs4988235) w regionie promotorowym genu LCT
na obfito§¢ wystepowania bakterii z rodzaju Bifidobacterium, a ponadto zidentyfikowa-
no kilka nowych loci zwigzanych z modyfikacja mikrobioty (41). Najsilniejszy zwigzek
wykazano miedzy wystepowaniem bakterii z rodzaju Ruminococcus i rs150018970 bli-
sko genu RAPGEF1 w chromosomie 9 i pomigdzy bakteriami z rodzaju Coprococcus
1 1s561177583 w genie LINCO01787 w chromosomie 1. Potrzebne sg dalsze badania, ktore
pozwola w pelni zrozumie¢ zakres wptywu genotypu gospodarza na sktad i funkcje mi-
krobiomu jelitowego oraz ewentualne zwigzki miedzy genotypem a mozliwos$cia wysta-
pienia wybranych chordb.

PROZDROWOTNE FUNKCJE MIKROBIOTY JELITOWEJ

Mikrobiota jelitowa pelni w naszym organizmie wiele waznych funkcji. Zapobiega
kolonizacji jelit przez bakterie chorobotworcze; hamujac ich wzrost (bakterie komensalne
modyfikujg pH jelit, wytwarzaja toksyczne bakteriocyny i antybakteryjne peptydy), zaj-
mujac przestrzen zyciowg (nisze), zuzywajac dostepne sktadniki odzywcze, wplywajac
na roznorodne szlaki sygnalizacji komoérkowej organizmu oraz biorac udziat w dojrze-
waniu i regulacji komoérek odpornosciowych (9, 17, 47, 76, 78). Mikrobiota i wytwarzane
przez nig metabolity wplywaja na integralno$¢ nabtonka jelitowego regulujac $ciste pota-
czenia miedzykomoérkowe nablonka (ang. tight junctions) (26). Mikroflora jelitowa bierze
takze udziat w produkcji i metabolizmie mucyny wchodzacej w sktad §luzu jelitowego
(20). Poprzez utrzymanie integralnosci nabtonka jelit zapobiega inwazji chorobotwor-
czych bakterii oraz zapobiega przedostawaniu si¢ szkodliwych sktadnikéw bakteryjnych
jak toksyny czy sktadniki btony komdrkowej do krwioobiegu i innych narzadéw co mo-
globy przyczynic si¢ do rozwoju w nich stanéw zapalnych (27). Istotne znaczenie mikro-



82 S. Wardak Nr 1-4

biomu dla zdrowia cztowieka sprawilo, ze cz¢$¢ naukowcdw uwaza zbiorowisko mikro-
organizmoéw za nowy ludzki ,,narzad” (63). Mikroorganizmy zamieszkujace ludzkie jelita
tworzag migdzy soba skomplikowang sie¢ zaleznosci, w ktorych produkty metabolizmu
jednego gatunku moga stanowi¢ pokarm dla innych. Jedna z najwazniejszych funkcji
bakterii jelitowych jest zdolno$¢ do wytwarzania krétkotancuchowych kwaséw ttuszczo-
wych (SCFA — short chain fatty acid) jak np. octany, propioniany i maslany (81). Substan-
cje te, szczegbdlnie maslany, stanowig zrodlo energii dla enterocytow - komdrek nabtonka
jelita. Maslany wzmagaja proliferacj¢ i dojrzewanie enterocytow, przez co wptywaja na
ewentualng przepuszczalno$¢ bariery sluzéwkowej jelita. Maslany posiadaja tez funkcje
antynowotworowg przez ich zdolno$¢ do indukowania apoptozy nowotworowych komo-
rek jelita oraz regulacji ekspresji gendw przez inhibicj¢ (inhibiting histone deacetylases).
Propioniany takze odzywiaja enterocyty, ponadto sg transportowane do watroby gdzie
wchodza w sktad szlaku metabolicznego glukoneogenezy oraz oddziatuja na receptory
zwiazane z syto$cig. Octany z kolei stanowig zrodto pokarmu dla wielu bakterii oraz bio-
ra udzial w metabolizmie cholesterolu i thuszczy. Bakteriami produkujacymi maslany sa
gtéwnie rodzaje nalezace do Firmicutes jak np. niektore rodzaje z rodziny Lachnospira-
ceae i gatunek Faecalibacterium prausnitzii, z kolei propioniany sa produkowane przede
wszystkim przez gatunki nalezace do Bacteroides oraz niektore gatunki Clostridium, na-
tomiast octany produkuje wiele roznorodnych mikroorganizméw. Mikrobiota jelita bierze
takze udziat w syntezie witamin z grupy B (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9 i B12), K, biotyny
i kwasu foliowego oraz w absorpcji jonéw wapnia, zelaza i magnezu. Szczegolnie gatunki
nalezace do Bacteroides posiadajg potencjal do wytwarzania witamin z grupy B, cho¢ wi-
tamina B12 jest wytwarzana gltéwnie przez bakterie nalezace do Fusobacteria (81, 117).
Mikrobiota odgrywa rol¢ w modulowaniu prawidlowego dziatania osi mézgowo-jelitowe;j
(27, 29). Niektore gatunki bakterii biorg udzial w gospodarce kwasdéw zotciowych, ttusz-
czy, karnityny i fosfatydylocholiny. Mikroflora stymuluje zaréwno swoiste jak i nieswoi-
ste mechanizmy odpornosci, dziata na tkanke limfatyczng zwigzang jelitem (GALT), po-
budza synteze przeciwciat, wptywa na ekspresje receptordéw Toll-like (64, 65, 122). Wsrod
naukowcow zajmujacych sie tematyka mikrobioty ludzkiej przewaza poglad méwiacy, ze
im wigksze jest zr6znicowanie mikrobioty tym jeste$my zdrowsi.

MIKROBIOTA JELITOWA W CHOROBIE

Gwattowne zmiany w sktadzie i/lub liczebno$ci (zaburzenie homeostazy) mikroflory
jelitowej prowadza do tzw. ,,dysbiozy” (107). Za jej powstanie odpowiada wiele r6zno-
rodnych czynnikéw jak np. zmiana diety, stres, styl zycia, stosowanie antybiotykow lub
uzywek. Ze wzgledu na problemy z odpowiednim doborem grup kontrolnych pacjentow
w badaniach mikrobioty wynikajace ze znacznego zrdznicowania diety i Srodowiska zy-
cia cztowieka, w badaniach tych stosuje si¢ gtownie modele zwierzece. Modele te, cho¢
nie sa w stanie w pelni odwzorowa¢ organizmu cztowieka (62), przyczynity si¢ do pozna-
nia wptywu mikrobioty na ludzkie zdrowie. Badania prowadzone sa cz¢sto na zwierze-
tach gnobiotycznych (germ free), ktére sg wolne od wszystkich wykrywalnych mikroor-
ganizmoéw. Zaobserwowano, ze jelita takich zwierzat maja mniejsza powierzchnie, wy-
kazuja nieprawidtowg perystaltyke i uposledzone wchianianie sktadnikéw pokarmowych
(17, 78). Dysbiozg¢ mikrobiomu u cztowieka wigze si¢ z wystepowaniem réznorodnych



Nr 1-4 Mikrobiota jelitowa czlowieka 83

probleméw zdrowotnych jak np. zapalnymi chorobami jelitowymi (inflammatory bowel
disease - IBD) w tym chorobg Le$niowskiego-Crohna, zespolem jelita drazliwego (IBS)
i schorzeniami metabolicznymi (14, 17, 59, 78, 109). Niektdrzy naukowcy wiaza dysbio-
z¢ z objawami zespotu chronicznego zmgczenia, depresji, autyzmu i zaburzen endokry-
nologicznych oraz z rozwojem nowotwordéw przewodu pokarmowego, niealkoholowego
stluszczenia watroby, a nawet alergii (1, 49, 83, 98). Zaobserwowano, ze schorzenia te sa
powiazane z wystgpowaniem réznorodnych objawdw gastrycznych jak biegunka, zapar-
cia, bol brzucha i wzdgcia. Dieta bogata w cukry proste, ttuszcze nasycone i emulgatory
a uboga w ro$linny btonnik moze sprzyja¢ rozwojowi nieodpowiedniej flory bakteryjne;j
i przyczyni¢ si¢ do wystapienia chordb zapalnych. W ostatnich latach szczeg6lng uwage
zwrocono na role mikroflory jelitowej w patogenezie chorob cywilizacyjnych takich jak
otytos¢, cukrzyca typu 2 i miazdzyca (12, 36, 48). Mikroflora wptywa takze na zwigkszo-
ng przepuszczalno$é jelita, co moze prowadzi¢ do przedostania si¢ fragmentéw bakterii
i ich toksyn (jak np. endotoksyny, lipopeptydy) do uktadu krwionosnego prowadzac do
uogodlnionej endotoksemii objawiajacej si¢ m.in. przewlektym stanem zapalnym, co takze
uwaza si¢ za mozliwy czynnik sprawczy otytosci, choréb neurodegeneracyjnych i nowo-
tworow jelita grubego (11, 27, 42, 57). W dalszej cze$ci publikacji przedstawiono szczego-
lowe informacje na temat wybranych choréb powigzanych z zaburzeniami ilosciowymi
i jakosciowymi mikrobioty.

NIESWOISTE ZAPALNE CHOROBY JELIT
ORAZ ZESPOL JELITA NADWRAZLIWEGO

Nieswoiste zapalne choroby jelit (Inflammatory Bowel Diseases - IBD) jest to grupa
przewlektych enteropatii o ztozonej patogenezie, charakteryzujacych si¢ dtugotrwatly-
mi lub nawracajagcymi objawami (z okresami remisji i nawrotow) ze strony przewodu
pokarmowego o niewyjasnionej przyczynie, powigzana ze zmianami histopatologiczny-
mi oraz z przewleklym stanem zapalnym na terenie blony $luzowe;j jelit cienkiego oraz
grubego (15, 111, 112). Do nieswoistych zapalnych chordb jelit zalicza si¢ m.in. chorobg
Les$niowskiego-Crohna (Crohn’s Disease — CD) oraz wrzodziejace zapalenie jelita gru-
bego (Colitis Ulcerosa — CU). Szczyt zachorowan na nieswoiste zapalne choroby jelit
przypada miedzy 16 a 25 rokiem zycia. Druga grupa co do czestosci zachorowan sg dzieci
przed 16 rokiem zycia, a nast¢gpnie dorosli z poczatkiem wystapienia objawdw w star-
szym wieku - migdzy 55 i 65 rokiem zycia (15). Najczesciej wystepujace objawy IBD to
przewlekta biegunka, goraczka, bole brzucha, wzdecia, niedowaga i ogdlne ostabienie.
Etiologia nieswoistych zapalen jelit do tej pory nie jest w pelni poznana. Uwaza sig, ze
czynniki: mikrobiologiczne (zaburzenia mikrobioty jelitowej), srodowiskowe, predys-
pozycje genetyczne, autoimmunologiczne maja najwigkszy wplyw na rozwoj choroby.
Za jedna z przyczyn powstawania nieswoistych zapalnych choréb, uwaza si¢ poprawe
stanu sanitarno-higienicznego srodowiska zycia cztowieka ze zmniejszong ekspozycja
na infekcj¢ oraz stosowanie antybiotykdéw w dziecinstwie, co moze mie¢ wpltyw na poz-
niejszy rozwoj choroby (59, 92). Uwaza sig, ze na rozwdj zespotu Le$niowskiego-Crohna
maja wptyw m.in. mutacje w ludzkim genie NOD2 oraz obecno$¢ w jelitach zwigkszonej
ilosci bakterii Fusobacterium i nalezacych do gromady Proteobacteria (rodzina Ente-
robacteriaceae) enteroadhezyjnych paleczek E. coli oraz pateczek Klebsiella. Zaobser-
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wowano takze zmniejszenie ilo$ci potencjalnie ochronnych dla jelit bakterii nalezacych
do gromady Firmicutes, w tym Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus sp. i Clo-
stridium klastery IV 1 XIVa (15, 66). Postulowany jest takze wpltyw stresu oksydacyjne-
go wywolanego przewlektym stanem zapalnym na zachwianie rdownowagi mikrobioty
poprzez zmniejszenie liczby prawidlowej beztlenowej mikroflory na rzecz fakultatyw-
nie beztlenowych pateczek z rodziny Enterobacteriaceae w tym patogennych szcze-
poéw Escherichia coli (109). U o0sob z zespotem Lesniowskiego-Crohna zaobserwowano
réwniez znaczne (powyzej 25%) zmniejszenie réznorodnosci mikroflory jelita grubego
w stosunku do zdrowych osdb, co z kolei moze powodowa¢ zmniejszenie ilo$ci produko-
wanych przez pozyteczne mikroorganizmy witamin i prozdrowotnych zwiagzkow, takich
jak np. SCFA (15, 66). Poniewaz nie kazdy przypadek dysbiozy prowadzi do powstania
niespecyficznych zapalen jelita, postulowany jest duzy wplyw indywidualnych predys-
pozycji chorych osob na rozwoj tego typu schorzen. Obecnie nie jest znana skuteczna
metoda leczenia eliminujgca catkowicie objawy choroby. Stosuje si¢ leki przeciwzapalne,
immunosupresyjne oraz leczenie biologiczne z wykorzystaniem przeciwcial monoklonal-
nych, postuluje si¢ takze mozliwo$¢ prozdrowotnej modulacji mikrobioty jelitowej (15,
66). Stwierdzono, ze zmiana diety chorego na tzw. diet¢ eliminacyjng Low FODMAP
(Fermentable Oligosaccharides, Disaccharides, Monosaccharides And Polyols), wptywa
na ztagodzenie objawoéw chorobowych jak wzdecia, bol brzucha i biegunki (111). Jest to
dieta o niskiej zawartosci fermentujacych weglowodanow jak np. fruktoza, laktoza, czy
tez alkohole cukrowe (np. glikol, sorbitol, ksylitol, mannitol), FOS (fruktooligosachary-
dy) i GOS (galaktooligosacharydy), ktore sa zrodlem pokarmu dla bakterii jelitowych.
Bakterie rozkladajac te zwiazki wytwarzaja jako produkt uboczny gazy (wodor, metan,
siarczki) wywolujacych wzdgcia, bol i dyskomfort. Niestety konsekwencja stosowania
diety Low FODMAP sg zaburzenia sktadu mikrobioty jelitowej a co za tym idzie niedo-
bory niektorych skladnikow odzywczych (zwiazkéw mineralnych i witamin) a przede
wszystkim uposledzenie wytwarzania korzystnych dla organizmu SCFA odzywiajacych
enterocyty oraz ostabienie perystaltyki jelita i trudnosci z wypréznianiem. Stosowanie
niektdorych probiotykow takze tagodzi objawy nieswoistych chordb zapalnych jelita (111).
Wymaga to jednak dalszych badan pod wzgledem doboru odpowiedniego sktadu jakos-
ciowego i ilosciowego stosowanych probiotykow. Kolejng dysfunkcja jelit w ktorej doszu-
kuje si¢ zwiazku pomiedzy jej rozwojem a zaburzeniami skladu mikrobioty jest zespot
jelita nadwrazliwego (Irritable Bowel Syndrome — IBS). W odréznieniu od nieswoistych
zapalen jelita do ktorych naleza grozne dla zycia choroby takie jak opisane powyzej ze-
sp6t Lesniowskiego — Crohna czy wrzodziejace zapalenie jelita, IBS stanowi zespot obja-
wow chorobowych jak np. bdl brzucha, zmiana ilo§ci wyprdznien, biegunki, zaparcia, bez
uchwytnych diagnostycznie zmian zapalnych jelita. Szacuje si¢, ze IBS moze dotyczy¢
nawet ok. 20% dorostych o0s6b (61). Przyczyny zespotu nie sa do konca poznane, cho¢ za
jedna z powoddw jego powstania wymienia si¢ stres 1 inne czynniki psychologiczne, stad
zainteresowanie naukowcow tzw. osig jelito-moézg i dwukierunkowym wptywem mikro-
bioty jelita na uktad nerwowy. Zaobserwowano, ze w przypadku zespotu jelita drazliwe-
go na wystapienie objawow wplywa nadmierny rozrost flory bakteryjnej w jelicie cien-
kim (Small Intestinal Bacterial Overgrowth - SIBO) (97). SIBO mozna potwierdzi¢ m.in.
przez posiew aspiratu z jelita cienkiego i wykrycie >10"3 jednostek tworzacych kolonig
[CFU] na 1 ml aspiratu. Ponadto SIBO charakteryzuje si¢ obecno$ciag w mikrobiocie jelita



Nr 1-4 Mikrobiota jelitowa czlowieka 85

cienkiego gatunkéw bakterii normalnie wystepujacych w jelicie grubym jak np. E.coli,
Klebsiella sp., Enterococcus oraz dodatnim wynikiem wodorowego testu oddechowego
z glukoza. U oséb wykazujacych objawy IBS z dominujacymi zaparciami wykrywany
jest takze drobnoustrdj nalezacy do archeondw - Methanobrevibacter smithii. Archeon
ten odpowiedzialny jest za wytwarzanie metanu, ktéry moze by¢ wykryty w wodorowo-
-metanowym tescie oddechowym. Podobnie jak w przypadku zespotu Lesniowskiego-
-Crohna trwaja obecnie prace nad modulacja mikrobioty jelita 0séb chorych np. przez
stosowanie probiotykow i odpowiedniej diety, w celu zmniejszenia ucigzliwosci objawow
IBS (61). Zarowno nieswoiste zapalne choroby jelit jak i zespdt jelita nadwrazliwego sta-
nowig ucigzliwy problem dla dotknigtych tymi chorobami ludzi na catym $wiecie. Dalsze
badania nad przyczynami powstawania chorob zapalnych jelita moga pozwoli¢ na zapro-
jektowanie wlasciwego ich leczenia i zapobiegania.

RZEKOMOBLONISTE ZAPALENIE JELITA GRUBEGO

Rzekomobtoniaste zapalenie jelita grubego jest zwigzane z zakazeniem bezwzglednie
beztlenowa Gram-dodatnig laseczka toksynotworczego szczepu Clostridioides difficile
(dawna nazwa Clostridium difficile). Choroba wystepuje gtownie u pacjentéw, u ktérych
zakazenie nastgpito w srodowisku szpitalnym lub w domach opieki po antybiotykoterapii,
szczegolnie po stosowaniu cefalosporyn II i III generacji oraz fluorochinolonéw. Anty-
biotyki te wyniszczaja naturalng mikrobiote jelitowa, co skutkuje zwolnieniem niszy dla
patogennych Clostridioides (45, 54). Najbardziej narazone na zakazenie sg osoby powyzej
65 roku zycia, dlugotrwale leczone antybiotykami, stosujgce leczenie inhibitorami pompy
protonowej, pacjenci dtugotrwale przebywajacy w szpitalu, szczegolnie na oddziatach on-
kologicznych. Toksynotworcze laseczki C. difficile wydzielaja toksyne A (enterotoksyne)
i toksyne B (cytotoksyne), ktore odpowiedzialne sg za powstanie objawow chorobowych
u zakazonej osoby. Szczegoélnie niebezpieczny dla zdrowia jest hiperwirulentny szczep
C. difficile NAP1/B1/027 (54). Cz¢s¢ szczepow C. difficile w tym hiperwirulentne szcze-
py, moga wytwarza¢ dodatkowo toksyne binarng CDT, o aktywnosci aktyno-zaleznej
ADP-rybozylotransferazy. Glownym objawem zakazenia C. difficile jest wodnista bie-
gunka o r6znym nasileniu, moze takze wystapi¢ bol brzucha i goraczka oraz w cigzszych
przypadkach charakterystyczny obraz endoskopowy jelita grubego w postaci tzw. blony
rzekomej. Rzekomobloniaste zapalenie jelita grubego jest powazang choroba, ktora nie-
leczona moze prowadzi¢ do cigzkiego zapalenia jelita grubego z niedroznoscia jelit, po-
socznicy i wstrzasu, co z kolei moze spowodowac §mier¢ pacjenta. Standardowe leczenie
zakazen Clostridioides za pomoca antybiotykow takich jak metronidazol, wankomycyna
lub fidaksomycyna u czgsci chorych jest nieskuteczne i prowadzi do nawrotéw choroby
(54). Odmienny sktad jelitowej mikrobioty w tym stan dysbiozy moze sprzyja¢ zakazeniu
Clostridioides difficile oraz innymi patogenami, a nawet powodowac zaostrzenie obja-
wow choroby. Prawidlowa, wysoce zréznicowana mikrobiota jelit chroni przed nawrota-
mi CDI, nalezy wiec dazy¢ do jej odbudowania. Od kilku lat z powodzeniem stosowany
jest przeszczep mikrobioty kalowej (ang. fecal microbiota transplantation - FMT), ktéry
przywraca prawidlowy sktad mikroflory jelitowej pacjenta. Zgodnie z polskimi zalece-
niami ekspertéw Narodowego Programu Ochrony Antybiotykdéw metode ta nalezy stoso-
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waé w przypadku pacjentdw z co najmniej trzecim nawrotem choroby (54). Temat prze-
szczepu mikrobioty jelitowej zostal szerzej opisany w dalszej cze$ci artykutu.

OTYLOSC I NADWAGA

Wedtug ekspertow Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. WHO — World Health Orga-
nization) otylo$¢ stanowi istotny problem zdrowotny, ekonomiczny i spoleczny. Szczego6l-
nie w krajach rozwinietych choroba ta stanowi prawdziwg epidemi¢ XXI wieku. W 2016
roku wg WHO prawie 2 miliardy dorostych ludzi na §wiecie (okoto 40% populacji) cier-
piato na nadwage a okoto 650 milionéw na otytos¢ (11% mezezyzn i 15% kobiet) (115).
Wedtug Europejskiego Ankietowego Badania Zdrowia (EHIS) z 2014 r. w Polsce osoby
w wieku powyzej 15 lat z nadwaga i otyte stanowily odpowiednio 36,6% i 16,7% po-
pulacji, ponadto odsetek 0séb z tego typu nieprawidtowosciami w naszym kraju stale
rosnie (118). Otytos¢ jest czynnikiem ryzyka wielu innych choréb takich jak nadcisnienie,
powiklania sercowo-naczyniowe, udar moézgu, bezdech senny, choroby zwyrodnieniowe
stawdw, cukrzyca typu II, depresja i nowotwory. Glownym czynnikiem sprawczym nad-
wagi i otylosci jest przyjmowanie zbyt duzej ilosci kalorii w stosunku do ilo$ci kalorii
zuzywanych przez organizm (zachwianie bilansu energetycznego). Wiele dodatkowych
czynnikéw wplywa na zwigkszenie masy ciata czlowieka, szczegoélnie nieaktywny tryb
zycia, spozywanie zywno$ci bogatej w proste weglowodany, nieodpowiednie godziny
spozywania pokarmu i czynniki genetyczne. Postuluje si¢ takze udziat zaburzen mikro-
bioty w rozwoju otytosci (8, 36, 58). Szczegoélnie interesujgce okazaty si¢ eksperymenty
z wykorzystaniem zwierzat dos§wiadczalnych. W jednym z wielu tego typu badan prze-
niesiono mikrobiot¢ otylych myszy DIO (DIO - diet-induced obesity) do mysz gnobio-
tycznych o prawidtowej masie ciata, co doprowadzito do powstania u szczuptych myszy
podobnych zmian jak u mysz otylych (100). Wptyw mikrobioty na gospodarke weglowo-
danow i ttuszczy odbywa si¢ na wielu poziomach w zaleznosci od obecnosci korzystnej
lub niekorzystnej flory bakteryjnej. W licznych badaniach naukowych stwierdzono rézny
sktad i zré6znicowanie mikrobioty u 0séb szczuptych i otytych oraz nizsze zréznicowanie
mikrobioty u osob otytych (8, 32, 48, 58). Million i wsp. w badaniach wykonanych tech-
nikg Real Time PCR dotyczacych wybranych mikroorganizméw u otytych i szczuptych
dorostych oséb zaobserwowali zwigkszony udziat Methanobrevibacter smithii 1 Bifido-
bacterium animalis u 0s6b szczuptych natomiast Lactobacillus reuteri byl liczniejszy
u oséb otytych (58). W wielu badaniach stwierdzono zalezno$¢ zwickszonego udziatu
bakterii z rodziny Christensenellaceae u 0s6b szczuptych wzgledem o0séb otytych (32).
Bervoets 1 wsp. w badaniach, w ktorych analizie poddano sktad mikrobioty jelita u oty-
tych i szczuptych dzieci stwierdzili, ze dieta bogata w ttuszcze i proste weglowodany po-
woduje wzrost ilo$ci mikroorganizmoéw zaliczanych do gromady Firmicutes w stosunku
do Bacteroidetes (8). Autorzy zaobserwowali takze u otytych dzieci zwigkszong obecno$¢
drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus 1 jednoczesne zmniejszenie ilo$ci bakterii z ro-
dzaju Bifidobacterium. Obecno$¢ wickszej ilosci bakterii nalezacych do gromady Fir-
micutes prawdopodobnie umozliwia zwigkszone pozyskiwanie energii z pokarmu m.in.
przez zwigkszona produkcje krotkotancuchowych kwasow thuszczowych SCFA. Zwiazki
te sg nie tylko zrodlem energii dla komdrek nablonkowych jelita ale stanowia takze zrodlo
energii dla catego organizmu cztowieka odpowiadajac za dodatkowe ok. 200 kcal/dzien-
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nie (48). Propioniany sg wchlaniane przez watrobe gdzie sg wykorzystywane w cyklach
glukoneogenezy, liponeogenezy i syntezy bialek, natomiast octany sg wykorzystywane
przez komorki ré6znych tkanek i sg substratem do syntezy cholesterolu. U os6b otytych za-
obserwowano obecnos¢ wigkszego stezenia SCFA ze zwigkszonym udzialem propionia-
ndéw w poréwnaniu z osobami o prawidtowej wadze ciata. (85). SCFA aktywuja receptory
zwigzane z biatkiem G (GPR — G Protein Coupled Receptor) co wptywa na wydzielanie
peptydu PYY, ktory spowalnia pasaz jelitowy i zwigksza poziom pobranej z pokarmu
energii ale tez wplywa na uczucie sytosci. Cze¢$¢ naukowcow uwaza, ze dysbioza poprzez
uszkodzenie integralnosci btony $luzowej jelita i nabtonka jelita (tzw. ,,leaky gut” — prze-
puszczalne jelita/ jelito przesigkliwe) powoduje przenikanie do krwioobiegu niektorych
sktadnikéw komoérkowych bakterii jak LPS (lipopolisacharyd wchodzacy w sktad btony
komorkowej bakterii Gram-ujemnych), co moze prowadzi¢ do przewleklego stanu zapal-
nego. Stan taki objawiajacy si¢ m.in. podniesionym poziomem biatka C-reaktywnego,
niektorych cytokin i interleukin oraz czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-a) ta-
czony jest z nadwaga i otylo$cig (42). Badania Cani i wsp. przeprowadzone na myszach
dowiodty, ze juz 4-tygodniowe wlewy roztworu zawierajacego LPS doprowadzit do pod-
wyzszenia wagi ciala, rozwoju sttuszczenia watroby, stezenia glukozy we krwi i insuli-
noopornosci podobnie jak u myszy karmionych przez 4 tygodnie dieta wysokottuszczo-
w3 (11). W badaniach na modelu mysim dowiedziono takze, ze otyto§¢ potaczona z nie-
prawidtowa mikroflora moze przyczynié¢ si¢ do modyfikacji ekspresji niektorych genow
w komorkach jelita m.in. na drodze epigenetycznej acetylacji i metylacji, co z kolei moze
by¢ powodem rozwoju choréb wiazanych z otytoscig (72). Kolejnym waznym czynni-
kiem badanym w ostatnich latach, ktéremu przypisuje si¢ wazng role m.in. w regulacji
metabolizmu energetycznego czlowieka jest arylowy receptor weglowodorowy (AHR —
aryl hydrocarbon receptor). Receptor ten wptywa na ekspresj¢ skorelowanych z meta-
bolizmem biatek kodowanych przez m.in. geny: CYPIBI, PPARo, SCDI i SPPI przez
co jest brany pod uwage jako potencjalny cel terapeutyczny u 0séb otytych i chorych na
zespoty metaboliczne. Aktywacja receptorow AHR powoduje otytos¢, a ich hamowanie
jej zapobiega. Zablokowanie aktywnoS$ci receptora AHR u myszy karmionych pokarmem
wysokokalorycznym (tzw. ,,Western Diet”) z duzg ilo$cig ttuszczy zmniejszyto wage my-
szy oraz zapobiegalo otyltosci i sttuszczeniu watroby, podobnie do myszy karmionych
dieta niskokaloryczng. Natomiast karmienie myszy dieta wysokokaloryczng bez zmian
w dzialaniu receptora AHR prowadzito do ich otytosci (79). W aktywowaniu receptora
AHR wazna role moze petni¢ flora bakteryjna. Niektore gatunki bakteryjne poprzez me-
tabolizm tryptofanu moga aktywowac receptory arylowe w komorkach odpornosciowych
jelita cztowieka (31). Obecnie trwajg intensywne badania w ktérych poszukiwane sg za-
lezno$ci miedzy sktadem mikrobioty u os6b otyltych i szczuptych, a procesem aktywacji
i hamowania receptoréow AHR oraz réznorodne badania nad innymi ludzkimi receptora-
mi i metabolitami bakteryjnymi wptywajacymi na nasz metabolizm.

CELIAKIA
Celiakia (choroba trzewna) to autoimmunologiczna choroba spowodowana nietole-

rancja organizmu cztowieka na gliadyne, biatko wchodzace w sktad glutenu, wystepu-
jace w ziarnach zb6z takich jak m.in. pszenica (68). Schorzenie to prowadzi do zaniku
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kosmkow jelitowych, co powoduje uposledzenie funkcji jelit. Objawy celiakii jak; bol
i wzdecia brzucha, biegunki, utrata masy ciata, ostabienie, anemia, wystepuja w réznym
wieku. Choroba jest uwarunkowana genetycznie i wystgpuje u os6b wykazujacych obec-
no$¢ alleli HLA-DQ2 i/lub DQS. Nadal niewyjasnione sa w peini przyczyny powstania
choroby. Niewiadome jest dlaczego celiakia moze rozwina¢ si¢ w réznym etapie zycia
cztowieka, pomimo wprowadzenia glutenu we wczesnym dziecinstwie, nie wyjasniono
takze przyczyn rosnacego odsetka chorych w krajach zachodnich pomimo braku wzrostu
spozycia pokarméw bogatych w gluten oraz powodu rozwoju choroby tylko u matego
odsetka 0sob z genetyczng predyspozycja do celiakii (obecnos¢ alleli HLA-DQ2/8), ktora
wystepuje u ponad 30% spoleczenstwa (82). Stad poszukiwanie innych czynnikdw, kto-
re moga wptywac na powstanie objawéw choroby. Postuluje si¢ wptyw mikrobioty na
rozwoj celiakii poprzez zaburzenie ilo§ciowego i jakosciowego sktadu flory bakteryjnej
jelita. Cristofori i wsp. w pracy przegladowej z 2018 roku zaobserwowali, ze pomimo du-
zych réznic migdzy stosowanymi w poszczegolnych badaniach metodami analiz i liczba
badanych w nich 0s6b zauwazalne jest, ze u 0s6b chorujacych na celiakie zachwiana jest
rownowaga w skladzie mikrobioty miedzy bakteriami kojarzonymi z wywolywaniem
stanéw zapalnych oraz pozytecznymi drobnoustrojami tagodzacymi te stany na korzysé
tych pierwszych. W badaniach stwierdzono wzrost ilo§ci bakterii Gram-ujemnych wzgle-
dem Gram-dodatnich a szczegodlnie wzrost odsetka E. coli i Bacteroides wobec spadku
odsetka Lactobacillus i Bifidobacterium w porownaniu do sktadu mikrobioty os6b zdro-
wych (68). U osob z celiakia zaobserwowano takze zwigkszong ilo$¢ obligatoryjnych pa-
togendw jak Staphylococcus spp., E. coli, Bacteroides fragilis, i Neisseria flavescens oraz
gendéw zwigzanych z wirulencja w tym genoéw zwigzanych z pozyskiwaniem zelaza (82).
Badany jest takze mozliwy wplyw mikrobioty na dostepno$¢ immunogennego glutenu.
Uwaza sig, ze bakterie Lactobacillus 1 Bifidobacterium moga pelni¢ rolg¢ ochronng przed
powstawaniem objawow celiakii ze wzgledu na produkowany przez te bakterie enzym
proteaze rozktadajacy gluten na mniejsze peptydy, ktore sa mniej immunogenne dla jelit
w poréwnaniu do glutenu. Z kolei Pseudomonas aeruginosa ze wzgledu na produkcje
elastazy zaostrza objawy chorobowe tej choroby (68, 82). Stan dysbiozy wptywajacy na
przepuszczalnos¢ jelit takze przyczynia si¢ do przedostawania nie w pelni strawionej
gliadyny do blaszki wlasciwej jelita. Postuluje si¢, ze stosowanie u chorych na celiakie¢ do-
ktadnie wyselekcjonowanych probiotycznych szczepoéw bakteryjnych, o udowodnionych
prozdrowotnych wlasciwosciach, moze wptynaé na poprawg stanu zdrowia chorych, cho¢
niewatpliwie wymaga to dalszych badan (68).

MIKROBIOTA A NOWOTWORY

Eksperci WHO wskazuja, ze drugim co do czgstosci powodem $mierci na §wie-
cie, po chorobach serca, z liczbg 9,6 mln przypadkéw w roku 2018, sa nowotwory (114).
Jest to bardzo zréznicowana grupa chordb réznych narzadow i czgdcei ciata czlowieka.
Wsrod czynnikow powodujacych powstanie nowotworu, poza zmianami genetycznymi,
wymienia si¢ czynniki: fizyczne (np. promieniowanie UV), chemiczne (np. azbest, alko-
hol, sktadniki dymu tytoniowego) i biologiczne (zakazenia patogennymi drobnoustroja-
mi) (114). Zwiazek niektérych mikroorganizméw z powstaniem nowotwordw jest znany
i potwierdzony w licznych badaniach naukowych. Uznanym czynnikiem etiologicznym,
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drobnokomorkowego raka watroby, raka zotadka, biataczki typu T dorostych i raka szyjki
macicy sg odpowiednio wirusy HCV 1 HBV, paleczki Helicobacter pylori, wirus HTLV-1
oraz wirus HPV. Wér6d nowotwordw, trzecim co do czgsto$ci wystepowania na swiecie
po raku phuc i piersi jest rak jelita grubego. Za jeden z czynnikéw sprawczych powstania
nowotworu, poza nieodpowiednimi nawykami zywieniowymi, stylem zycia i predyspo-
zycjami genetycznymi uwaza si¢ dysbioz¢ wraz ze zmiang ilo$ciowg i jako$ciowg mi-
krobioty, ktora jest zwigzana z nieprawidlowym sposobem odzywiania (34, 57, 83, 91).
Opublikowana w 2019 roku metaanaliza wykazala, ze migedzy innymi bakterie takie jak
Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis, Escherichia coli i Clostridium sa licz-
niejsze u 0soéb z rakiem jelita grubego niz u 0s6b zdrowych i moga mie¢ wplyw na rozwoj
tego nowotworu (110). Bakterie te wytwarzajg toksyny i inne czynniki zjadliwos$ci, ktére
moga odgrywac krytyczng role w kancerogenezie. Szczeg6lna rolg¢ odgrywa przewlekty
stan zapalny, ktéry prowadzi do nadmiernej i dtugotrwatej odpowiedzi immunologicz-
nej mogacej prowadzi¢ do uszkodzenia nablonka jelita. Przewlekly stan zapalny moze
takze dodatkowo (promowac) nadmierny wzrost bakterii patogennych jak np. genotok-
sycznych pateczek Escherichia coli oraz F. nucleatum. Jak wykazano szczepy pateczki E.
coli posiadajace zdolno$¢ do wytwarzania kolibaktyny (pks+ E.coli) moga prowadzi¢ do
nowotworzenia (69). Kolibaktyna to genotoksyna, ktéra powoduje uszkodzenia materiatu
genetycznego poprzez tworzenie dwuniciowych peknigé tancucha DNA, co moze przy-
czyniac¢ si¢ do indukcji procesu kancerogenezy. F. nucleatum moze przytaczac si¢ do po-
wierzchni i dokonaé inwazji kolonocytéw przy pomocy biatka adhezyjnego FadA. Biatko
to taczy si¢ i wytwarza kompleks z E-kadheryng i aneksyna Al co wzmacnia szlak syg-
natowy B-kateniny powodujac nadekspresje czynnikéw transkrypcyjnych i onkogenow.
Kolejnym drobnoustrojem ktdrego obecno$¢ jest wigzana z nowotworzeniem jest entero-
toksynogenny B. fragilis produkujacy metalproteaze, ktora m.in. wptywa na B-katenine,
co prowadzi do proliferacji enterocytéw i zwigkszenia przepuszczalno$ci nabtonka jeli-
towego (34, 83). Omawiane powyzej mikroorganizmy moga tworzy¢ mikrosrodowisko
sprzyjajace powstaniu raka jelita grubego, jednak posréd wielu réznorodnych gatunkow
bakteryjnych zamieszkujacych przewdd pokarmowy cztowieka znajduja si¢ takze takie,
ktore chronig nas przed powstaniem tego nowotworu. Eksperci Amerykanskiego Insty-
tutu Badawczego nad Rakiem (American Institute for Cancer Research — AICR) oraz
Swiatowej Fundacji Badan nad Rakiem (World Cancer Research Fund — WCRF) wskazu-
ja, ze dieta bogata w blonnik moze chroni¢ przed zachorowaniem na raka jelita grubego
(113). Blonnik pokarmowy stanowi zrédto pokarmu dla bakterii produkujacych krotko-
lancuchowe kwasy ttuszczowe, ktoére pozytywnie wptywaja na proliferacj¢ enterocytow
i homeostaz¢ immunologiczng. Ponadto btonnik zwigksza objetos¢ tresci jelitowej, wia-
zac potencjalne kancerogeny oraz zmniejszaja czas tranzytu masy katowej przez jelita
co skraca czas kontaktu szkodliwych substancji z btona §luzowa jelita (raport WCFR).
Nastepnym przyktadem korelacji miedzy stanem mikrobiomu, a nowotworzeniem jest
wptyw sktadu mikrobioty jelitowej na leczenie immunologiczne nowotwordw przeciw-
ciatami anty PDI i PD-L1. Komoérki nowotworowe posiadaja zdolno$¢ ucieczki spod kon-
troli immunologicznej, wykorzystujac w tym celu punkty kontroli odpowiedzi immunolo-
gicznej (checkpoints) PD1. Punkty kontroli u zdrowych ludzi umozliwiajag m.in. unikanie
odpowiedzi komorek odpornosciowych przeciw wtasnym prawidtowym komorkom ciata.
Ligandy PDLI na powierzchni komoérek nowotworowych tacza si¢ z receptorami PD1 na
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limfocytach T hamujac ich aktywno$¢ i wytwarzanie cytokin. Odblokowanie receptorow
PD1 za pomoca przeciwcial monoklonalnych anty PD-1 i anty PD-L1 umozliwia ich akty-
wacj¢ przeciw antygenom nowotworowym, co umozliwia eliminacj¢ komdrek nowotwo-
rowych przez komarki odpornosciowe organizmu. W ostatnich latach prowadzonych jest
wiele badan naukowych, ktére maja na celu okreslnie wptywu mikrobioty, stosowanej
antybiotykoterapii i probiotykéw na skuteczno$¢ leczenia inhibitorami PD1 i PD-L1 (77,
80, 116). Routy i wsp. dowodza, ze stosowanie antybiotykdéw jest zwigzane ze staba od-
powiedzig na leczenie inhibitorami przeciwko immunologicznym punktom kontroli (80).
Autorzy przeprowadzili do§wiadczenie na wolnych od drobnoustrojow myszach chorych
na nowotwory oraz myszach leczonych antybiotykami, ktérym przeszczepiono kat od
ludzi chorych na nowotwory reagujacych na leczenie lub na nie opornych. Stwierdzono,
ze przeciwnowotworowg skuteczno$¢ leczenia przeciwciatami anty-PD1 wykazywaty
myszy, u ktérych przeszczepiono kat wraz z mikroflorg od chorych odpowiadajacych na
leczenie. Najbardziej istotne w procesie odpowiedzi na leczenie immunologiczne okazaty
si¢ bakterie A. municiphilia. Zwickszona ilos¢ tej bakterii w kale 0s6b z nowotworem
byta wykrywana u 0séb pozytywnie odpowiadajacych na leczenie. Wérdd innych pozy-
tecznych dla terapii immunologicznej bakterii wymienia si¢ gatunki z rodzaju Bifidobac-
terium 1 Bacteroides oraz gatunki Enterococcus hirae, E. faecium i Burholderia cepacia
(77). Potrzebne sg dalsze badania nad przyczynami powstawania nowotworu jelita grube-
go jak rowniez wptywu mikrobioty na leczenie réznych nowotwordow.

ALERGIE POKARMOWE

Alergie to choroby charakteryzujace si¢ nadmierng reakcja ze strony uktadu odpor-
nosciowego cztowieka po kontakcie z alergenem. Nieprawidtowa odpowiedz ze strony
tego uktadu powoduje zaburzenia w obrebie réznych narzadoéw i uktadéw w organizmie
cztowieka. Wérod alergendw pokarmowych najczesciej wymienia si¢ jaja kurze i mleko
krowie. W ostatnich latach stwierdza si¢ wzrost zachorowan na alergie szczeg6lnie u dzie-
ci. Zaobserwowano roznice w skladzie mikrobioty jelitowej u os6b z alergiami w porow-
naniu do os6b zdrowych. Fazlollahi i wsp. stwierdzili w grupie 141 dzieci w wieku od
3 do 16 miesigcy z alergia na kurze jaja znaczne réznice w ilosci bakterii - zwigkszong
ilo$¢ bakterii nalezacych do rodzin Lachnospiraceae, Streptococcaceae i zmniejszong
ilo$¢ Leuconostocaceae u dzieci z alergia w stosunku do dzieci zdrowych (25). Natomiast
w badaniach Berni Canani i wsp. u dzieci z alergiag na mleko krowie zaobserwowano
wickszy udziat bakterii z rodzin Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Blautia, Roseburia
i Coprococcus (7). Postuluje si¢ wptyw sktadu mikrobioty, szczegdlnie w okresie wczes-
nego dziecinstwa, na rozwoj niektérych alergii. Wykazano zwiazek mi¢dzy sktadem mi-
kroflory w okresie niemowlecym a rozwojem alergii pokarmowych. Azad i wsp. w bada-
niach niemowlat w wieku od 3 miesi¢cy do 1 roku zycia z alergia na przynajmniej jeden
sktadnik pokarmowy wykazali zwigkszony udzial bakterii z rodziny Enterobacteriaceae,
a zmniejszony udzial Bacteroidaceae (4). Ponadto autorzy zaobserwowali zmniejszone
bogactwo mikroflory u dzieci z alergiami. Badania naukowe dowodza, ze odpowiedni
sktad mikrobioty jelitowej i jej metabolity oraz wczesna ekspozycja na ewentualne aler-
geny (ré6znorodne sktadniki pokarmowe) maja podstawowy wpltyw na ustalenie tolerancji
immunologicznej na alergeny pokarmowe (1). Wpltyw na rozwinigcie objawdw alergii ma
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m.in. niedobdr jelitowych limfocytow T regulatorowych (Treg) lub ich nieodpowiednia
indukcja. Limfocyty te sa indukowane przez mikrobiote i odpowiadaja w zaleznos$ci od
subpopulacji, m.in. za wytwarzanie jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych np. RORyt,
ktore wptywaja na tolerancje na mikroflor¢ oraz wytwarzanie interleukiny 10, ktora od-
grywa duzg role w regulacji procesu zapalnego (1, 64). Uwaza si¢ takze, ze duzy wplyw
na powstanie niektdrych alergii ma nieodpowiednio wyksztatcona odpowiedz ludzkiego
uktadu odpornos$ci na czynniki zewngtrzne. Tak zwana hipoteza ,.higieniczna” sformu-
lowana przez Strachana ttumaczy, ze za zwigkszona w ostatnich dekadach liczbe alergii
odpowiada znaczna poprawa poziomu higieny i zZycie w niemal ,,sterylnych” warunkach
(93). Odsetek chorob autozapalnych w krajach ubogich jest znacznie nizszy niz w krajach
wysoce rozwinig¢tych. Postuluje sig, ze kontakt z alergenami oraz patogenami bakteryj-
nymi i pasozytami we wczesnym dziecinstwie moze odpowiednio modulowaé nasz uktad
odporno$ciowy i nastgpnie zmniejsza¢ w okresie dorostym ryzyko wystapienia sktonno-
$ci do alergii. Zaobserwowano, ze m.in. w rodzinach z duzg liczba dzieci, mtodsze dzieci,
ktore maja czesty ,,niehigieniczny” kontakt ze starszym rodzenstwem rzadziej choruja
na choroby alergiczne takie jak np. katar sienny. Podobnie, mniej chorob alergicznych
zaobserwowano w rodzinach zyjacych w $rodowisku wiejskim, posiadajacych zwierzeta
domowe oraz u dzieci uczg¢szczajacych do przedszkoli (92). Obecnie prowadzonych jest
wiele badan mikrobioty u 0séb z alergiami, co w przyszto$ci moze pozwoli¢ na opraco-
wanie nowych rekomendacji dotyczacych leczenia jak i zapobiegania tej grupy chordb.

ZABURZENIA PSYCHICZNE

Wiele badan naukowych sugeruje, ze mikrobiom jelitowy moze wplywaé na zdrowie
psychiczne cztowieka (29, 40, 87, 94, 105). Uwaza si¢, ze mikrobiota ma wplyw na osrod-
kowy uktad nerwowy poprzez o§ komunikacji ,,mikrobiota-jelito-moézg” (105). Zachwia-
nie rownowagi sktadu mikrobioty (dysbioza) taczy si¢ z objawami depresji, autyzmu, za-
burzen lekowych, anoreksji, choroby Parkinsona i Alzheimera. Bakterie produkuja badz
posrednicza w produkcji szeregu substancji w tym acetylocholiny, melatoniny, serotoniny
(metabolizm tryptofanu), kwasu gammamastowego, histaminy, SCFA oraz neurotoksyn,
ktore posrednio lub bezposrednio moga wptywac na osrodkowy uktad nerwowy. Wiele
badan wskazuje, ze zdrowa dieta jak np. dieta §rodziemnomorska powigzana jest z do-
brym nastrojem i chroni przed depresja. Jednoczesnie dieta ta pozytywnie wplywa na
mikrobiom promujagc namnazanie pozytecznych dla organizmu cztowieka mikroorgani-
zmoéw (40). Szczegodlne zainteresowanie naukowcdw budzi korelacja mikrobioty i chorob
ze spektrum autyzmu (ASD). U niemal potowy przypadkéw dzieci z ASD stwierdza si¢
roéznego rodzaju objawy gastryczne jak zaparcia i biegunki (38). Strati F 1 wsp. zaobser-
wowali u 0s6b z ASD wzrost odsetka Firmicutes wzgledem Bacteroides w tym rodzajow
Collinsella, Corynebacterium, Dorea, 1 Lactobacillus (94). Jednocze$nie stwierdzono
takze obnizony odsetek rodzajow Alistipes, Bilophila, Dialister, Parabacteroides i Veillo-
nella. Autorzy zaobserwowali takze u autystycznych dzieci z zaparciami znaczny wzrost
ilosci bakterii z rodzajéw Escherichia, Clostridium klaster X VIII oraz grzybdw z rodzaju
Candida. U dzieci z autyzmem stwierdzono réwniez nizszy poziom SCFA wytwarzanych
przez pozyteczne rodzaje bakterii w poréwnaniu do populacji ogdlnej. Zaobserwowano
takze nasilenie objawow autyzmu u 0s6b z cigzszymi objawami gastrycznymi (29). Czesé



92 S. Wardak Nr 1-4

naukowcodw uwaza, ze zwickszona przepuszczalno$¢ jelit i przedostawanie si¢ metaboli-
tow bakteryjnych do krwi a nast¢pnie do mézgu moze odgrywac role w rozwoju objawow
choroby. W badaniach wykazano, ze u 0séb z autyzmem wystepuje zwigkszong ilo§¢
zonuliny, biatka odpowiedzialnego za regulacje potaczen komorkowych miedzy komor-
kami nablonka jelita cienkiego (23). W badaniach przeprowadzonych przez Fiorentino
i wsp. zaobserwowano z kolei zmieniong ekspresje gendw zwigzanych z barierg krew-
-mozg w przypadku oséb z ASD (27). Mogloby to umozliwi¢ dostep substancji neuro-
toksycznych przenoszonych przez krew do tkanki moézgowej chorych oséb. Seo 1 wsp.
w pracy przegladowej dotyczacej zespotu Alzheimera z 2020 roku takze postulujg mozli-
wos¢ wplywu dysbiozy na rozwoj stanu zapalnego, co w konsekwencji ma prowadzi¢ do
powstania neurozapalnych zmian w moézgu (87). Zwigkszenie przepuszczalnosci barie-
ry krew-mozg oraz umozliwienie wnikania czynnikow zapalnych i fragmentow bakterii
do mézgu ma powodowaé nadmierng aktywacje komorek mikrogleju a w konsekwencji
zaostrzenie neurodegeneracji (87). Konieczne sg dalsze badania wptywu mikrobioty na
zespoly neurodegeneracyjne.

PRZYSZEOSC BADAN NAD MIKROBIOMEM

Swiatowa Organizacja zdrowia (WHO) definiuje zdrowie nie tylko jako brak cho-
roby lub kalectwa ale takze jako stan pelnego fizycznego, psychicznego i spotecznego
dobrostanu. Na dobrostan ten moze mie¢ wptyw m.in. mikrobiota cztowieka. Przytoczo-
ne powyzej przyklady wskazujg na duzy wptyw mikroflory jelitowej na nasze zdrowie,
stad zainteresowanie wykorzystaniem badania stanu zdrowia za posrednictwem analizy
mikrobiomu. Nieinwazyjne i nie niosace zadnego ryzyka zdrowia dla pacjenta badanie
mikrobioty, potaczone z wynikami innych badan, skonsultowane z lekarzem lub dietety-
kiem moga umozliwi¢ odpowiednia, spersonalizowang diagnostyke réznych dolegliwo-
$ci. Kluczowa wydaje si¢ odpowiednia standaryzacja badan mikrobioty. Poszukiwane sa
markery mikrobiologiczne okre$lajace prawidlowa i prozdrowotng mikrobiote (3, 108).
Almonacid z zespotem w badaniach mikrobioty katu przeprowadzonych z zastosowaniem
sekwencjonowania technika NGS u 897 zdrowych o0séb wskazali kluczowe znaczenie
28 jednostek taksonomicznych (14 gatunkoéw i 14 rodzajow bakteryjnych) dzielac je na
20 czestych komensalnych, 3 prozdrowotnych i 5 chorobotwoérczych gatunkéw lub ro-
dzajow drobnoustrojow (3). Autorzy sugeruja, ze celowane badania ilo$ciowe tych wias-
nie drobnoustrojéw moga stanowi¢ przyktad zdrowej, referencyjnej mikrobioty jelitowej
cztowieka i moga by¢ wykorzystane w diagnostyce klinicznej. Na rynku diagnostycznym
w Polsce dostepne sg juz komercyjne badania mikrobiomu, okreslajace sklad i zréznico-
wanie mikroflory, cho¢ czesto oparte sa na klasycznych posiewach mikrobiologicznych,
zamiast na technice sekwencjonowania NGS, przez co mato prawdopodobne jest uzy-
skanie w nich rzetelnej informacji o sktadzie mikrobioty jelitowej badanej osoby. Poza
ustaleniem skladu mikroflory, kluczowa jest mozliwo$¢ jej ,,naprawy”, stad badania nad
modulowaniem sktadu mikroflory, a co za tym idzie zapobieganiem i leczeniem wielu
chordb, ktorych podtozem sa zaburzenia mikrobioty. Szczegdlne zainteresowanie wérod
naukowcdw budzi transfer mikrobioty jelitowej migdzy osobg zdrowa a chora. Pierwsze
doniesienia o przeniesieniu katu chorym od osoby zdrowej pochodza z Chin z czwartego
wieku naszej ery. Ge Hong opisat podawanie roztworu katu ludzkiemu osobom z zatru-
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ciem lub ostrg biegunka (120). Obecnie transfer mikrobioty kalowej (FMT - fecal micro-
biota transplantation) szczeg6lnie znalazt zastosowanie w leczeniu zakazen laseczka C.
difficile (CDI — Clostridioides difficile infection). W celu odtworzenia tzw. stanu eubiozy
czyli prawidtowego sktadu jako$ciowego i ilosciowego mikrobioty u chorych na CDI, za-
czeto stosowac przeszczep flory bakteryjnej, ktory polega na transferze katu od zdrowego
dawcy do jelita chorego biorcy (35). Réznorodne bakterie bytujace w przeszczepianym
kale moga wypiera¢ laseczki Clostridioides zajmujac dotychczasowa nisze tej bakterii
w jelicie chorego, ponadto prawidlowa mikrobiota poprzez produkcje réznego rodzaju
metabolitéw zmienia warunki §rodowiskowe na niekorzystne dla C. difficile. Zgodnie
z zaleceniami Amerykanskiego Towarzystwa Chorob Zakaznych (Infectious Diseases
Society of America — IDSA) przeszczep mikrobioty powinien by¢ rozwazany szczegolnie
u 0s6b z co najmniej trzecim nawrotem zakazenia C. difficile. Podobnie zalecenia Euro-
pejskiego Towarzystwa Mikrobiologii Klinicznej i Chordb Zakaznych (European Society
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases — ESCMID) z 2018 roku oraz polskich
rekomendacji Narodowego Programu Ochrony Antybiotykdw, dotyczacych diagnostyki,
leczenia i profilaktyki zakazen Clostridium difficile rekomenduja stosowanie przeszczepu
mikrobioty jelitowej u chorych z wielokrotnym nawrotem CDI u ktérych nie powiodto si¢
leczenie antybiotykami (54). Metoda FMT z eksperymentu medycznego przeistoczyta si¢
W powazna opcje terapeutyczng. Liczne badania naukowe dowodza, ze przeszczep mi-
krobioty jest bezpiecznym i wysoce efektywnym sposobem terapii nawracajacych CDI,
ze skuteczno$cia siggajaca 90% (106). Obecnie brak jest jednak rekomendacji dotycza-
cych przygotowania transferu katu jak i jego przeprowadzenia. Standardowo wykonuje
si¢ zawiesing katu w soli fizjologicznej od zdrowego dawcy, cho¢ uzywany jest takze lio-
filizowany kat w kapsutkach. Obecnie prowadzone sg liczne badania naukowe dotyczace
stosowania FMT do leczenia innych chorob jak: choroby Crohna, zespotu jelita drazli-
wego, zakazen wielolekoopornymi bakteriami czy otylosci (39, 56). Kolejnymi waznymi
czynnikami modulujacymi mikroflore sg probiotyki i prebiotyki (37, 76, 122). Prowadzo-
ne s3 réznorodne badania na modelach zwierzgcych i kontrolowane badania kliniczne
z udziatem chorych ludzi wykorzystujace te substancje w leczeniu ludzi. Szczegdlnie za-
interesowanie budzg probiotyki (37, 70). Mianem tym okreslamy zywe mikroorganizmy,
ktore po spozyciu przez czlowieka daja mu korzysci zdrowotne. Aktualnie najczesciej
stosowanymi sg szczepy bakterii takich jak Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. oraz
drozdze — Saccharomyces spp. Probiotyki posiadaja udowodnione kliniczne zastosowanie
w leczeniu biegunki podroéznych. Prowadzone sg prace nad wykorzystaniem jako pro-
biotykow szczepow bakterii, ktére w badaniach mikrobiomu stwierdzono u oséb zdro-
wych, a brak ich wystepowania lub znaczace zmniejszenie ilosci wykryto u 0oso6b chorych
np. Akkermansia sp. i Facelibacterium sp. (53, 119). Modulowanie mikrobioty jest takze
mozliwe przez spozywanie prebiotykow czyli substancji, ktore nie ulegaja trawieniu jed-
nak stanowig pokarm dla pozytecznych mikroorganizméw bytujacych w jelicie grubym
cztowieka (37). Dieta bogata w warzywa, owoce, zboza i orzechy zawiera duzo prebio-
tycznych zwiazkéw takich jak: inuliny, fruktany, galaktooligosacharydy, fruktooligosa-
charydy oraz skrobia oporna. Postuluje si¢ regularne spozywanie produktéw bogatych
w te substancje co z kolei ma wptywac na obfito$¢ pozytecznych mikroorganizméw je-
litowych (122). Kolejng grupa produktéw pokarmowych promujacych rozwdj pozytecz-
nych mikroorganizméw i dziatajacych korzystnie na prace przewodu pokarmowego sa
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kiszonki i mleczne produkty fermentowane. Stanowig one naturalny synbiotyk czyli
substancje taczaca prebiotyk i probiotyk w jednym produkcie. Spozywanie warzywnych
i owocowych kiszonek oraz fermentowanych produktéw mlecznych jak kefir, jogurt czy
maslanka ma pozytywnie wptywac na caly organizm ludzki. Dodatkowo w celu ochro-
ny zdrowia i jednoczesnie poprawy roznorodno$ci pozytecznej mikroflory zalecane jest
unikanie spozywania wysoce przetworzonej, bogatej w cukry proste i ttuszcze zwierzece
zywnosci, odpowiedni wypoczynek i sen oraz uprawianie ¢wiczen (6, 24, 60, 73, 122).

Niewatpliwe jest, ze mikrobiota jelitowa pelni wiele korzystnych funkcji w organi-
zmie cztowieka wplywajac na nasz dobrostan. Jednak pomimo duzych postepdéw w ba-
daniach mikroflory jelitowej nadal brakuje nam peinej wiedzy o jej wpltywie na nasze
zdrowie. Obecnie najwigksze wyzwanie stanowi brak wzorcow zdrowej mikrobioty jak
i dysbiozy glownie ze wzgledu na duze zrédznicowanie mikroflory w populacjach a nawet
u indywidualnych pacjentow w danej populacji. Mimo to kazdy kolejny rok badan na-
ukowych przybliza nas do pelnego poznania sieci powigzan pomigedzy bogatym $wiatem
drobnoustrojow a naszym organizmem, co pozwoli na wykorzystanie diagnostyki mikro-
bioty do zapobiegania i leczenia wielu chorob.
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ZASADY PRZYGOTOWYWANIA ARTYKULOW KIEROWANYCH
DO PUBLIKACJI W KWARTALNIKU
»MEDYCYNA DOSWIADCZALNA I MIKROBIOLOGIA”

W kwartalniku ,,Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia” zamieszczane sg prace
doswiadczalne i metodyczne z dziedziny mikrobiologii medycznej w zakresie zakazen
bakteryjnych, wirusowych, grzybicznych i zarazen pasozytniczych oraz ich oddziatywa-
nia na zdrowie publiczne. W szczegblnosci publikowane sa prace dotyczace chorobotwor-
czos$ci drobnoustrojow, ich zréoznicowania, lekoopornosci i ekologii w aspektach oddzia-
lywan na spoteczenstwo, ochron¢ zdrowia i jej ekonomike. Publikowane sg rowniez prace
pogladowe z wyzej wymienionej dziedziny, krotkie komunikaty z prac do§wiadczalnych
oraz komentarze i listy do redakcji majace charakter dyskusji z autorami artykutow za-
mieszczonych w kwartalniku.

I. Zasady obowigzujace przed skierowaniem artykulu do publikacji.

1. Autorzy
Autorem artykutu powinna by¢ kazda osoba, ktora wniosta intelektualny wktad

w zakresie: tematu, tre$ci i wnioskow pracy lub uzyskata i interpretowata eksperymen-

talne dane przedstawione w artykule. Osoby wykonujace oznaczenia laboratoryjne bez

interpretacji ich wynikoéw, dostarczajace probki materiatu do badan, szczepy mikroorga-
nizméw, odczynniki, aparaturg badawczg a takze osoby, ktore dokonaty krytycznej oceny
tekstu pracy moga by¢ wymienione w podzigckowaniach.

Autorzy powinni wybraé sposérod siebie jedng osobe odpowiedzialng za korespondencje
z redakcja i upowazni¢ ja do reprezentowania ich we wszystkich sprawach zwigzanych z pub-
likacja. Autorzy artykutu powinni wyrazi¢ zgode na jego opublikowanie, co powinno by¢ po-
twierdzone pisemnym o$wiadczeniem autora przesylajacego artykut do redakcji czasopisma.

Autor zglaszajac artykut do druku, powinien nadesta¢ pisemne o$wiadczenie , ze
praca nie zostata i nie zostanie ztozona do druku w innym czasopi$mie przed opubliko-
waniem jej w kwartalniku ,,Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia”, oraz ze wszyscy
autorzy zapoznali si¢ z regulaminem zamieszczania prac w kwartalniku i w petni go
akceptuja. Autor zglaszajacy artykut do druku powinien podaé swoj doktadny adres do
korespondencji wraz z numerem telefonu i adresem poczty elektroniczne;.

W celu przeciwdziatania przypadkom ,,ghostwriting” i ,,guest authorship” Redak-
cja kwartalnika wprowadza nastepujace wymagania w stosunku do autora zgtaszajacego
manuskrypt:

— na autorze zglaszajagcym artykul spoczywa obowigzek ujawnienia wktadu poszcze-
gblnych autorow w powstanie publikacji z podaniem ich afiliacji oraz kontrybucji, tj.
informacji kto jest autorem koncepcji, zatozen, metod, protokotu itp. wykorzystywa-
nych przy przygotowaniu publikacji.

— na autorze zglaszajacym artykut spoczywa obowigzek ujawnienia informacji o zrod-
ach finansowania publikacji, wktadzie instytucji naukowo — badawczych, stowarzy-
szen 1 innych podmiotow,

— naautorze zglaszajacym artykut spoczywa obowiazek ztozenia w imieniu wszystkich
autorow deklaracji o wystgpowaniu lub nie wystgpowaniu konfliktu interesow.
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Formularz o$wiadczenia autora zglaszajacego artykul znajduje si¢ na stronie in-
ternetowej kwartalnika http:/www.medmikro.org.pl/

Redakcja zobowigzana jest do ujawniania i dokumentowania wszelkich przejawow
nierzetelnosci naukowej typu ,,ghostwriting” i ,,guest authorship”, wlacznie z powiado-
mieniem odpowiednich podmiotoéw takich jak instytucje zatrudniajace autoréw, towarzy-
stwa naukowe, stowarzyszenia edytorow czasopism naukowych itp.

W przypadku publikacji wynikéw badan przeprowadzonych na zwierzgtach wyma-
gane jest dolaczenie o§wiadczenia, ze na ich wykonanie uzyskano zgode lokalnej komisji
etycznej. W przypadku badan klinicznych wymagane jest os§wiadczenie, ze badania zo-
staly przeprowadzone zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej (www.wma.net).

Redakcja zastrzega sobie prawo do odmowy przyjecia artykutu w przypadku braku
powyzej wymaganych dokumentow.

2. Powtorna publikacja

Jest to publikacja zawierajaca istotne elementy pracy juz uprzednio opublikowane;.
Czytelnicy czasopism medycznych maja prawo wierzy¢, ze publikowany artykut jest pra-
cg oryginalng. Jezeli tak nie jest, artykut powinien by¢ poprzedzony wyraznym o$wiad-
czeniem, ze jest on powtornie publikowany i powody takiej publikacji powinny by¢ spre-
cyzowane. Nalezy rowniez podac bibliograficzna pozycj¢ pierwotnej publikacji.

II. Instrukcja dotyczaca przygotowania artykulu.

Prace przeznaczone do druku powinny by¢ nadsytane do redakcji w 2 egzemplarzach
wydruku komputerowego o formacie A4 z zachowaniem marginesu 4 cm z lewej strony
i podwojnych odstgpow pomigdzy wierszami (31 wierszy na stronie). Poszczegodlne strony
powinny by¢ numerowane.

Nalezy zalaczy¢ kopig artykutu na ptycie CD Alternatywnie dopuszcza si¢ przesylanie
kopiiartykutu poczta elektroniczna na adres e-mailowy redakcji: medmikrobiol@pzh.gov.pl.
Autorzy powinni upewnic si¢, ze tekst w formie elektronicznej jest identyczny z tekstem
wydruku. Tekst pracy, tabele oraz ryciny nalezy przesyla¢ w osobnych plikach.

Pierwsza strona artykutu powinna zawiera¢ kolejno: tytut pracy w jezyku polskim,
tytut pracy w jezyku angielskim, petne imi¢ (imiona) i nazwisko autora (autorow) pracy,
nazwg instytucji, w ktorej wykonano prac¢ wraz z jej adresem (adresami). Stowa kluczo-
we w jezyku polskim i angielskim. Na kolejnych stronach nalezy umiesci¢ tekst artykutu.

W tekscie artykutu oryginalnego nalezy wyrdznic nastgpujace czesci: Krotkie stresz-
czenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wstep, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusja (lub Wyniki i ich oméwienie), Wnioski (lub Podsumowanie), Pismien-
nictwo, Udzial poszczegolnych autorow w powstaniu pracy i ewentualne Podzigkowania.
Poszczegodlne czgsci artykulu moga by¢ wyrdznione podtytutami, o ile uczyni to tekst
bardziej przejrzystym.

W tekscie artykutu pogladowego nalezy wyroznic jedynie nastgpujace czegsci: Krot-
kie streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wprowadzenie,
Wiasciwy tekst artykutu opatrzony podtytutami, Podsumowanie, Pismiennictwo, Udziat
poszczegdlnych autor6w w powstaniu pracy i ewentualne Podzigkowania.
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Krotkie komunikaty z prac do§wiadczalnych powinny zawiera¢ gléwne czegsci pracy
oryginalne;j.

Wszystkie stowa i nazwy lacinskie, nazwiska cytowanych autoréw (zaré6wno w tek-
$cie jak i piSmiennictwie) oraz nazwiska autoréw pracy nalezy pisa¢ kursywa.

Kroétkie streszczenie w jezyku polskim - umieszczone migdzy tytulem a streszczeniem
w jezyku angielskim, powinno wprowadzi¢ czytelnika w tre$¢ pracy. Streszczenie to powinno
by¢ pisane pogrubiong czcionka i nie powinno przekracza¢ 6 wierszy maszynopisu.

Streszczenie (Abstract) - w jezyku angielskim powinno odzwierciedlaé strukture
pracy, tj. zawiera¢ nastepujace, wyszczegdlnione rozdziaty:
— Introduction — z podaniem celu pracy,
— Methods — zawierajace podstawowe metody i procedury,
— Results — gldwne obserwacje i wyniki
— Conclusion — krétkie podsumowanie lub najwazniejsze wnioski.

Streszczenie nie powinno by¢ dtuzsze niz 500 stéw oraz powinno by¢ poprzedzone
tytulem pracy oraz stowem ,,Abstract”

Wstep - nalezy uzasadni¢ cel podjecia badan i wyraznie go sprecyzowaé. Cytowa-
ne we wstepie pis$miennictwo nalezy ograniczy¢ tylko do pozycji majacych bezposredni
zwigzek z treScig wstepu. We wstepie nie podaje si¢ wynikow ani wnioskéw z przepro-
wadzonych badan.

Material i metody — nalezy poda¢ informacje dotyczace przedmiotu badan, zasto-
sowanych metod i uzytych odczynnikdéw w sposob na tyle wyczerpujacy, aby umozliwié
czytelnikowi powtorzenie doswiadczenia lub obserwacji. Nalezy precyzyjnie opisa¢ leki,
szczepionki, odczynniki czy substancje stosowane w pracy. Dla powszechnie znanych
metod nalezy poda¢ pozycje piSmiennictwa, facznie z metodami statystycznymi stosowa-
nymi w pracy, dla metod juz opublikowanych ale powszechnie nieznanych, podaé krotki
opis z pozycjami pis$miennictwa, natomiast dla nowych lub istotnie zmodyfikowanych
metod — podac¢ ich pelny opis. Podtytuty nalezy pisa¢ pogrubiong czcionka.

Wyniki —nalezy poda¢ w logicznej sekwencji w tek$cie, tabelach i rycinach. Danych
z tabel i rycin nie nalezy powtarza¢ w tek$cie. Nalezy ograniczy¢ si¢ do podsumowania
najwazniejszych informacji.

Dyskusja — nalezy podkresli¢c nowe lub wazne aspekty wynikow badan i omowié
implikacje wyptywajace z ich przeprowadzenia oraz poda¢ ich ograniczenia. Wyniki
wlasnych badan powinny by¢ ocenione na tle piSmiennictwa cytowanego przez autorow
artykutu. Nie nalezy powtarza¢ szczegdélowych danych przedstawionych w poprzednich
czesciach artykutu.

Whioski — jezeli autor uwaza je za konieczne nalezy je sprecyzowac¢ w punktach lub
poda¢ krotko w formie opisowej. Powinny one taczy¢ si¢ logicznie z celami pracy przed-
stawionymi we wstepie. Nalezy unika¢ stwierdzen i wnioskdéw nie wynikajacych z wias-
nej obserwacji. Autorzy powinni wystrzegac¢ si¢ stwierdzen na temat kosztow lub korzy-
$ci, jezeli ich praca nie zawiera ekonomicznych danych i ich analizy. Jezeli proponuje si¢
hipotezg, nalezy jasno podac ze jest to hipoteza. Nalezy unikaé daleko idacych wnioskow
z pracy, ktora nie zostala jeszcze zakonczona. We wnioskach nie nalezy zamieszczaé
wynikow pracy. Wnioski moga by¢ zastapione krotkim Podsumowaniem, w ktérym autor
moze zwrdci¢ uwage na najwazniejsze aspekty pracy.
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PiSmiennictwo — nalezy pisa¢ na osobnych stronach i ograniczy¢ tylko do pozycji
cytowanych w tekscie i majacych bezposredni zwiazek z tematem pracy. W przypadku
prac oryginalnych - nie wigcej niz 25 pozycji, w przypadku prac pogladowych - 50 pozy-
cji. Pozycje piSmiennictwa powinny by¢ utozone w porzadku alfabetycznym wg nazwisk
autoréw. Przy cytowaniu prac w tekscie nalezy poda¢ w nawiasach tylko liczb¢ porzadko-
wa odnos$nej publikacji w spisie piSmiennictwa. Nalezy rowniez podac pozycje cytowane
w tabelach lub w legendzie rycin, oraz unikaé cytowania streszczen i nie publikowanych
prac i sprawozdan. Prace akceptowane do druku, ale jeszcze nie opublikowane powinny
by¢ oznaczone jako: ,,w druku”; autorzy powinni uzyskac pisemna zgodg¢ na zacytowanie
takiej pracy, jak tez potwierdzenie, ze cytowana praca zostata zaakceptowana do druku.
Informacje pochodzace z manuskryptéw przestanych do redakcji, ale nie zaakceptowa-
nych do druku powinny by¢ jako ,,nieopublikowana praca” w tekscie, a nie w wykazie
pis$miennictwa, po uzyskaniu pisemnego pozwolenia od autora. Nalezy unika¢ cytowania
» Informacja wlasna” lub ,,informacja osobista”, chyba ze dane takie dostarczaja istotnych
informacji niedost¢pnych z publikowanych zrodet. W takich przypadkach nazwisko oso-
by i data uzyskania informacji powinny by¢ cytowane w tekscie.

W wykazie piSmiennictwa nalezy zachowac nastgpujaca kolejnosc:

a) nazwisko autora (-6w) i pierwsze litery ich imion,
b) tytut artykutu w petnym brzmieniu,
c) tytul czasopisma w uznanym skrocie (wedtug the List of Journal Indexed in Index

Medicus);

d) rok;
e) tom;
f) pierwsza i ostatnia strona artykutu.

Dla wydawnictw nieperiodycznych (np. ksiazek) nalezy podaé autora (autorow jak
wyzej) tytul rozdziatu w pracach zbiorowych, tytut ksiazki, nazwisko jej redaktora, wy-
dawce, miejsce i rok wydania oraz strony od — do cytowanego rozdziatu.

Przy wigkszej liczbie autorow nalezy poda¢ wszystkie nazwiska (do czterech auto-
réw) lub nazwiska pierwszych trzech z dopiskiem ,, i inni”, gdy autorow jest wigcej niz
czterech.

Przyktady:
Artykut z czasopisma medycznego:

1.  Schmitt-Grohe S, Cherry JD, Heininger U i inni. Pertussis in German adults. Clin
Infect Dis 1995; 21: 860 — 6.

2. Kostrzewski J .Postgpy wykorzystania poliomyelitis w $wiecie. Przeg Epidemiol
1994; 48: 355 — 60.

3. Naruszewicz-Lesiak D, Wieczorkiewicz N, Iwinska-Buksowicz B 1 inni.. Podostre
stwardniajace zapalenie mozgu (SSPE) w Polsce w latach 1990-1993. V etap badan
epidemiologicznych. Przeg Epidemiol 1995; 49: 261-6.

Ksiazki i monografie
1. (Autorzy) Juszczyk J, Gladysz A. Diagnostyka réznicowa choréb zakaznych.

Wydawnictwo Lekarskie PZWL. Wydanie I1. Warszawa 1996.
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2. (Organizacja jako autor) World Health Organization/ United Nations Children's Fund.
State of the world's vaccines and immunization. WHO Geneva 1996.

3. (Rozdzial w ksiazce) Krotochwil-Skrzypkowa M. Odczyn i powiklania poszczepienne.
W: Szczepienia ochronne. Red. B. Debiec, W. Magdzik, PZWL, Warszawa 1991, 76 — 81.

4. (Doniesienie na konferencji). Gafgzka A. Current trends of pertussis in developing
and developed countries. Presented at the National Institutes of Health Pertussis Con-
ference: Acellular Pertussis Vaccine Trials: Results and Impact on US Public Health.
Washington, DC, June 3 — 5, 1966.

Tabele

Tabele nalezy pisa¢ na oddzielnych stronach I ponumerowac kolejno cyframi rzymski-
mi. Numeracja tabel powinna odpowiada¢ chronologii ich pojawiania si¢ w tekscie. Tabele
powinny by¢ zaopatrzone w tytuty (u gory). Kazda kolumna tabeli powinna posiada¢ krotki
naglowek a szersze wyjasnienia powinny by¢ zamieszczone w odnosnikach pod tabela a nie
w nagtéwku. W wyjasnieniach nalezy wyraznie opisaé statystyczne miary zmienno§ci ta-
kie jak standardowe odchylenie czy standardowy btad srednich. Liczbe tabel nalezy ograni-
czy¢ tylko do istotnie niezb¢dnej dla dokumentacji uzyskanych wynikow.

Ryciny

Ryciny i fotografie nalezy przygotowac technika komputerowsa i przesta¢ do redakcji
plikach w postaci oddzielnych graficznych nastepujacych formatéw: TIF, BMP, JPG. Pod
kazda rycing nalezy umiesci¢ podpis (np. Ryc. 1.....) z niezbednymi obja$nieniami. Ryci-
ny powinny by¢ w kolorze czarno — biatym.

W odpowiednim miejscu tekstu nalezy poda¢ w nawiasach kolejne numery rycin lub
tabel np. (Ryc.1) lub (Tab.1). Miejsca wlaczenia materiatu ilustracyjnego powinny by¢
zaznaczone otdwkiem na marginesie maszynopisu.

Objetosé artykulow

Oryginalna praca naukowa nie moze przekracza¢ 15 stron maszynopisu wlaczajac
tabele, ryciny, piSmiennictwo i streszczenie w jezyku angielskim. Prace pogladowe nie
mogg przekracza¢ 20 stron maszynopisu. Krotkie komunikaty nie moga przekraczaé ob-
jetosci 3 stron maszynopisu sporzadzonego zgodnie ze wskazowkami podanymi dla prac
oryginalnych. Listy do redakcji przeznaczone do opublikowania nie moga przekraczac 2
stron maszynopisu i powinny by¢ zaopatrzone imieniem i nazwiskiem autora oraz adre-
sem miejsca pracy lub prywatnym.

Zasady ogoélne

Redakcja zastrzega sobie prawo poprawienia usterek stylistycznych i nazewnictwa
oraz dokonania koniecznych skrétow, bez porozumienia z autorem.

Redakcja nie zwraca artykulow nie przyjetych do druku. Za opublikowane artykuty
autorzy nie otrzymuja honorarium. Wydawca nabywa na zasadzie wylaczno$ci ogédt praw
autorskich do wydrukowanych prac, w tym prawo do wydawania drukiem, na no$nikach
elektronicznych, CD i innych oraz umieszczania ich w Internecie.






