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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Clostridium difficile jest przyczyna jednego z najczestszych zakazen szpitalnych, czyli biegunki
poantybiotykowej, ktéra moze sie rozwinaé w rzekomobtoniaste zapalenie jelit i rozdecie
okreznicy, co w wielu przypadkach prowadzi do $mierci pacjenta. Zakazenie bakterig C. difficile
(CDI - Clostridium difficile infection) jest szczegdlnie niebezpieczne dla ludzi starszych, u ktd-
rych powoduje najwieksza §miertelno$¢. Infekcja zwykle jest wywotywana w wyniku kuracji
antybiotykowej, ktéra zaburza sktad naturalnej mikroflory jelitowej cztowieka, a to stwarza
dogodne warunki do kolonizacji jelit. C. difficile dysponuje wieloma czynnikami wirulencji,
przez co jest patogenem trudnym do zwalczania. Do elementéw sktadajacych sie na duzg zja-
dliwo$¢ C. difficile zalicza sie: wydzielane do $wiatta jelit toksyny A, B i binarng CDT, wi¢, biatka
warstwy S (najbardziej zewnetrzna powierzchnia C. difficile), biatko Cwp66 i GroEL, proteaze
Cwp84, biatko wiazace fibronektyne oraz zdolno$¢ do tworzenia biofilmu i sporulacji. Wiele
grup badawczych pracuje nad nowymi sposobami zwalczania CDI bedacymi alternatywg dla
antybiotykéw. Nie wprowadzono jeszcze do sprzedazy szczepionki zapobiegajacej CDI. Jednym
z badanych rozwiazan jest wykorzystanie immunogennych wtasciwosci biatek wchodzacych
w sktad warstwy powierzchniowej patogenu, jako sktadnikéw szczepionki. W pracy opisano
przebieg choroby z uwzglednieniem czynnikéw ryzyka oraz czynnikéw wirulencji bakterii.
Przedstawiono najnowsze dane epidemiologiczne i osiagniecia w leczeniu i zapobieganiu CDI.
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Summary

Clostridium difficile pathogen is a cause of the most frequent nosocomial infection, which is
antibiotic-associated diarrhea. Antibiotic treatment causes disruption of the microbiome
balance, which makes the gut a friendly environment for the pathogen. It leads to pseudo-
membranous colitis, toxic megacolon and even death. Clostridium difficile infection (CDI) is
particularly dangerous to elderly patients, leading to the highest mortality rate. C. difficile is
equipped with many virulence factors such as toxin A and B, binary toxin CDT, flagellum, S-
-layer proteins, Cwp66 and GroEL proteins, protease Cwp84, fibronectin-binding protein and
the ability to form biofilm and spores. Problems with anti-CDI therapy prompt researchers
and clinicians to seek alternative ways of therapy. Identification of immunological epitopes in
outer layer proteins and the use of them as antigens for anti-CDI vaccines would be a rational
approach to prevent the disease, but unfortunately such vaccines are not available yet. In this
article we review the course of the disease, virulence and risk factors. We summarize briefly
epidemiological data and the latest achievements in CDI treatment.

antibiotics - gut microbiota - antibiotic-associated diarrhea - (DI - pseudomembranous colitis +
adhesins - flagellum - toxin A - toxin B - (DT
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WPROWADZENIE

Clostridium difficile nalezy do grupy oportunistycznych
bakterii anaerobowych wywotujacych schorzenia uktadu
pokarmowego ludzi i zwierzat. Sg to Gram-dodatnie
laseczki wytwarzajace grozne dla zdrowia toksyny (A i B)
oraz spory oporne na wysokie temperatury i powszech-
nie stosowane $rodki utrzymania czystosci [40]. Bakterie
opisano po raz pierwszy w 1935 r. jako Bacillus difficilis
(z tac. difficilis - trudny; nazwa zwigzana z trudno$ciami
w hodowli bakterii) [47]. Poczatkowo uwazano, ze jest
jednym ze sktadnikéw zdrowej mikroflory cztowieka.
Dopiero po czterdziestu latach potwierdzono, ze jest
odpowiedzialna za rozwéj rzekomobtoniastego zapale-
nia jelit (PMC - pseudomembranous colitis) i uznano jg
za bakterie patogenna [7]. Obecnie wiadomo, ze C. dif-
ficile jest odpowiedzialna za zapalenie jelita grubego,
wystepowanie biegunki o ostrym przebiegu, ktéra moze
zagraza¢ zyciu hospitalizowanych starszych oséb oraz
pacjentéw po przebytej kuracji antybiotykowej. Narasta-
jaca liczba przypadkdéw wystepowania szczepéw hiper-
wirulentnych i opornych na dziatanie antybiotykéw
powoduje, ze zakazenia szpitalne C. difficile sa powaznym
problemem i wymagaja opracowania nowej profilaktyki
i leczenia.

W pracy oméwiono wybrane aspekty dotyczace zakazeti
bakterig Clostridium difficile, w tym mechanizm patoge-
nezy, przebieg choroby, odpowiedZ uktadu odpornoscio-
wego gospodarza oraz najnowsze osiagniecia dotyczace
mozliwo$ci zapobiegania i leczenia tego typu zakazet.

Bakterie z rodzaju C. difficile to patogenne mikroorgani-
zmy powodujgce zakazenia szpitalne, ktére sg przyczyna
najcze$ciej wystepujacej biegunki poantybiotykowej
(AAD - antibiotic-associated diarrhea) oraz poantybio-
tykowego zapalenia okreznicy (AAC - antibiotic-asso-
ciated colitis) [7]. Do najciezszych powiklah powstatych
w wyniku zakazenia zalicza sie rozdecie okreznicy (toxic
mega colon), ktére wystepuje prawie u 10% pacjentéw
cierpiacych na CDI i czasami doprowadza do perfora-
cji jelit i zgonu. Rozdecie okreznicy wystepuje cze$ciej
u 0s6b zakazonych przez szczepy hiperwirulentne [76].
Choroba objawia sie biegunka, silnymi bélami brzucha,
ztym samopoczuciem, mdlo$ciami, wymiotami, gorgczka

i odwodnieniem organizmu. Czynniki majace wptyw na
przebieg choroby to poziom zjadliwo$ci danego szczepu
bakterii wynikajacy z ilo$ci produkowanych toksyn oraz
czynniki zwigzane ze stanem uktadu odporno$ciowego
pacjenta (stan zdrowia pacjenta, sktad jego mikroflory,
powinowactwo toksyn do komérek nabtonka, odpo-
wiedz gospodarza na infekcje). Najczestsza przyczyna
rozwoju zakazenia bakteria C. difficile jest kuracja anty-
biotykowa, ktéra zaburza sktad jako$ciowy i ilo§ciowy
mikroflory (dysbioza) jelita grubego. Antybiotyki, ktére
podwyzszaja ryzyko zakazenia to: klindamycyna, cefa-
losporyny, penicylina i fluorochinolony [61]. Pierwsze
objawy choroby pojawiajg sie w ciagu tygodnia od roz-
poczecia terapii antybiotykowej. Niekiedy choroba poja-
wia sie po zakoriczonej kuracji, co utrudnia postawienie
trafnej diagnozy. Do czynnikéw znacznie podwyzszaja-
cych ryzyko zakazenia zalicza sie: podeszty wiek, osta-
biony uktad odporno$ciowy, choroby wspdtistniejace,
hospitalizacja oraz zabiegi operacyjne [105]. Dodatkowe
czynniki podwyzszajace ryzyko zakazenia to niedobdr
witaminy D, choroba Le$niowskiego-Crohna, zespoty
drazliwego jelita, leki immunosupresyjne oraz chemio-
terapia [81]. Utrudnieniem w walce ze schorzeniem sa
czeste nawroty choroby, na ktdre cierpi okoto 30% wyle-
czonych pacjentéw [14], a moga by¢ spowodowane tym
samym szczepem albo innym [5].

CzynNiKl WIRULENCI C. DIFFICILE

Liczba opisanych czynnikéw wirulencji C. difficile stale
ro$nie wraz z postepem badan. Do grupy tej zalicza sie:
toksyny A, B i binarng CDT, wi¢ (flagellum), biatka war-
stwy S, biatko Cwp66 i GroEL, proteaze Cwp84, biatko
wigzace fibronektyne (Fbp68) oraz zdolno$¢ do tworze-
nia biofilmu i sporulacji.

C. difficile wytwarza dwa gtéwne rodzaje toksyn A (TcdA)
i B (TcdB), a wybrane szczepy wydzielaja dodatkowo
toksyne binarng CDT (Clostridium difficile transferase).
Szczepy, ktére nie wytwarzaja toksyn, nie wywotuja
choroby. Toksyny A i B odpowiadaja za nadmierne
wydzielanie wody i elektrolitéw do $wiatta jelit, apop-
toze kolonocytéw oraz za wywotanie ostrego zapalenia
jelit. Oba biatka majg aktywno$¢ glukozylotransferazy
[22,91]. Dziatanie toksyn prowadzi do inaktywacji bia-
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tek rodziny Rho (biatka zaangazowane m.in. w przeka-
zywanie sygnatéw w komérce, rearanzacje cytoszkieletu,
regulacje transkrypcji), co powoduje dezintegracje wté-
kien aktynowych, zerwanie potaczeri miedzykomdrko-
wych, a nawet $mieré komérki [54]. U ludzi, jak dotad,
nie zidentyfikowano ich receptoréw. Sugeruje sie, ze
jest to glikoproteina zawierajaca cukrowy antygen I, X
lub Y [113]. Zidentyfikowano natomiast receptor tok-
syny A u krélikéw [90]. Jest to enzym, sacharaza-izomal-
taza, umiejscowiony w rabku szczoteczkowym. Kazda
z toksyn sktada sie z czterech domen: domena N-koni-
cowa - enzymatyczna, proteaza cysteinowa, domena
translokacyjna i domena C-koricowa - receptorowa. Po
wejsciu do wnetrza komdérki toksyna ulega autokatali-
tycznemu cieciu, po ktérym aktywna pozostaje tylko
N-koricowa cze$¢ enzymatyczna. Nastepnie dochodzi
do glikozylacji GTPaz Rho (m.in. RhoA, Rac1, Cdc42) i do
zatrzymania kaskady przekazywania sygnatéw w ata-
kowanej komérce, co zaburza podstawowe czynnosci
komdrki, takie jak transkrypcja gendw, czy cykl komér-
kowy [99]. Toksyna B prawdopodobnie ma wigksze zna-
czenie w przebiegu choroby [74], jednak pelne objawy
chorobowe moze wywotaé kazda z tych toksyn [65].
Podwdjna mutacja wprowadzona w genomie wirulent-
nej bakterii, ktéra doprowadzita do zaniku wytwarzania
toksyn A i B, spowodowala utrate zjadliwo$ci patogenu.
Toksyna A jest enterotoksyna o dziataniu cytotoksycz-
nym. Natomiast toksyna B jest prawie 1000 razy bar-
dziej cytotoksyczna niz toksyna A [73]. Toksyna binarna
(CDT) nalezy do grupy binarnych ADP-rybozylujacych
toksyn. CDT sktada sie z dwéch komponentéw, biologicz-
nie aktywnego o aktywnosci ADP-rybozylotransferazy
i odpowiedzialnego za wigzanie sie do komdrek gospo-
darza i wnikanie do cytosolu komérki. Strukture tok-
syny poznano dzieki rentgenografii strukturalnej [108].
Jest to jedyna toksyna C. difficile, dla ktérej zidentyfiko-
wano receptor obecny na ludzkich komdérkach [83]. Tym
receptorem jest lipoproteinowy receptor stymulowany
lipolizg (LSR - lipolysis-stimulated lipoprotein recep-
tor), ktéry wystepuje na powierzchni jelita cienkiego
i grubego oraz na powierzchni innych komérek, takich
jak: komérki watroby, budujace ptuca, nerki, nadnercza,
jadra i jajniki. Toksyna CDT po przedostaniu sie do wne-
trza komérki modyfikuje aktyne przez ADP-rybozylacje
[46], a to niszczy cytoszkielet aktynowy. Toksyna CDT
jest wydzielana przez szczepy o zwiekszonej patogenno-
$ci [76]. W ostatnich latach pojawily sie szczepy hiper-
wirulentne np. 027/BI/NAP1, ktére wykazuja 10-20 razy
wieksze wytwarzanie toksyn A i B, wydzielaja toksyne
binarng oraz znacznie wiekszg liczbe spor [79].

Wszystkie, jak dotad zbadane, szczepy zawieraja gen
kodujgcy wié [110]. Badania z wykorzystaniem elek-
tronowego mikroskopu transmisyjnego wykazaty duza
zmienno$¢ w liczbie wici u poszczegblnych szczepdw.
Szczep 630Aerm ma wiele wici na powierzchni, szczep
R20291 tylko jedng wié [2], a niektdére szczepy nie
wytwarzaja wici, mimo obecno$ci odpowiednich genéw.
Wié¢ umozliwia bakterii poruszanie sie w gestej war-

stwie $luzu pokrywajacego powierzchnie btony $luzowej
jelit i dotarcie do komérek nabtonkowych jelit, ktére sa
miejscem docelowym bakterii. Wici C. difficile sa filoge-
netycznie konserwatywne, a jednoczeénie silnie wzbu-
dzaja humoralng odpowiedz odpornosciowg gospodarza
skierowang przeciw biatkom FliC (monomer budujacy
wié) i FliD (biatko czapeczki) [87]. Mutacje w genach fliC
i fliD bakterii uniemozliwiaja poruszanie sie, ale wzma-
gaja adhezje patogenu [33]. Przywieranie do komdrek
gospodarza jest krytycznym elementem procesu infek-
cji. Adhezja komdérek C. difficile wzmaga sie w warunkach
stresowych wywotanych podwyzszong temperatura
i kwasowoscig otoczenia, szokiem osmotycznym oraz
brakiem jonéw zelaza [116]. W badaniach in vitro wyka-
zano wiazanie sie komérek C. difficile do ludzkich linii
komdrkowych, takich jak Caco2 i HT29-MTX [38]. W pro-
cesie przywierania uczestnicza biatka adhezyjne, takie
jak biatko szoku cieplnego GroEL czy biatko powierzch-
niowe Cwp66 [52,117]. Biatko GroEL wykazuje zwiek-
szona ekspresje nie tylko w odpowiedzi na podwyzszenie
temperatury, lecz takze w chwili zetkniecia sie bakterii
z komérkami nabtonkowymi. Do czynnikéw wirulencji
naleza réwniez sktadniki zewnetrznej powierzchni bak-
terii, czyli biatka warstwy S (SLP, S-layer proteins), ktére
sktadaja sie gtéwnie z dwéch biatek - o matej masie cza-
steczkowej (LMW - low molecular weight) oraz o duzej
masie czgsteczkowej (HMW - high molecular weight)
(ryc. 1).

Oba biatka sg kodowane przez jeden gen (slpA), ktérego
biatkowy produkt jest nastepnie ciety enzymatycznie
na dwa mniejsze biatka. LMW wykazuje duzo wiek-
sze zréznicowanie w sktadzie aminokwasowym miedzy
szczepami niz HMW [20]. Biatka taczg sie ze sobg nie-
kowalencyjnymi wigzaniami i tworzg $cistg powloke na
powierzchni bakterii [39]. Miedzy LMW i HMW wyste-
puja w mniejszej ilo$ci réwniez inne biatka. Sktad-
niki warstwy S odpowiadaja za przywieranie bakterii
do $cian jelit [37]. Biatka stymuluja humoralny uktad
odporno$ciowy gospodarza, co potwierdza obecno$é
przeciwciat skierowanych przeciw biatku LMW we krwi
zakazonych oséb [82]. Do biatek wchodzacych w sktad
warstwy powierzchniowej bakterii zalicza sie adhezyne
- biatko Cwp66 [117]. Jest to biatko wykazujace bardzo
duzg zmienno$¢ w sktadzie aminokwasowym miedzy
poszczegSlnymi izolatami klinicznymi, ale zmienno$é
ta nie koreluje ze zwiekszong zjadliwoscig bakterii, czy
trudniejszym przebiegiem choroby. Do czynnikéw wiru-
lencji zalicza sie takze proteaze Cwp84 - biatko nieko-
walencyjnie zwigzane z warstwg S, ktére bierze udziat
w budowaniu warstwy S [63]. Wykazano silng stymula-
cje uktadu odpornosciowego przez proteaze, co sugeruje
udzial tego biatka w patofizjologii zakazet C. difficile [85].
Jest to biatko wysoce konserwatywne, niemal identyczna
sekwencja aminokwasowa wystepuje u wielu izolatéw
klinicznych C. difficile. Biatko Cwp84 ulega przycieciu
w komdree, z tego powodu powstaje wiele jego typdw,
prawdopodobnie o réznej aktywnosci proteolitycznej.
Proteaza moze trawi¢ sktadniki macierzy zewnatrzko-
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Clostridium difficile

komoérka dendrytyczna

warstwa S

peptydoglikan

btona komorkowa

cytokiny prozapalne

Ryc. 1. Rozpoznawanie bakterii Clostridium difficile przez uktad odpornosciowy. Komérki dendrytyczne gospodarza maja na swojej powierzchni receptory TLR4, ktére
rozpoznajac biatka warstwy S bakterii przekazuja sygnat do wnetrza komérki i wiaczaja ekspresje cytokin prozapalnych

moérkowej gospodarza, przez co narusza integralnosé
komdrek nabtonka [55]. C. difficile wiaze sie do sktadni-
kéw macierzy zewnatrzkomérkowej, takich jak: fibro-
nektyna, fibrynogen, kolagen i witronektyna [24] za
pomoca biatka wiazacego fibronektyne Fbp68 (fibronc-
tin binding protein) [51]. Wiazanie fibronektyny umoz-
liwia przywieranie patogenu bezpo$rednio do komédrek
nabtonka, zaktéca to proces prawidtowego rozpoznawa-
nia patogenu przez komdrki uktadu odpornosciowego
gospodarza. Biatko zablokowane swoistymi przeciwcia-
tami powodowato jedynie cze$ciowa utrate mozliwosci
przylegania C. difficile do komdrek Vero, co wskazuje, ze
w procesie tym biorg udziat takze inne biatka.

Sugeruje sie udziat biofilmu bakteryjnego w procesie
nawrotu choroby. Komérki C. difficile wytwarzaja bio-
film, w ktérym tworza sie spory oraz nastepuje zahamo-
wanie ich kietkowania [102]. Wytwarzany przez bakterie
biofilm jest stosunkowo gruby (30-45 um) i wielowar-
stwowy, moze wptywaé na lekooporno$¢ [30]. Bakterie
wykazywaly wieksza opornosé na te sama dawke wan-
komycyny, kiedy rosty w biofilmie, niz w catej objeto-
$ci probéwki. Zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu jest
zalezna od szczepu bakterii i od sktadnikéw odzywczych
obecnych w $rodowisku. Bakterie tworza macierz bio-
filmu wydzielajac biatka, DNA i polisacharydy, dzieki
czemu oddzielaja komérki mikroorganizmu od $rodo-
wiska zewnetrznego. Zjawisko to udokumentowano za
pomocy przeciwcial nakierowanych na C. difficile - prze-
ciwciata dotarly tylko do nielicznych komdrek bakteryj-
nych. Dodatek proteinazy K oraz DN-azy I powodowat
zaburzenie makrokolonii. Do tego typu wzrostu jest nie-

zbedna prawidtowo wytworzona warstwa S. Mutanty
pozbawione enzymu zaangazowanego w dojrzewanie
warstwy S nie byly zdolne do wzrostu w biofilmie. Wici
prawdopodobnie sg niezbedne w poczatkowej fazie two-
rzenia sie makrokolonii. Mutacja wprowadzona w gen
wici powodowata znaczne zmniejszenie przyrostu bio-
filmu, jednak dopiero w pigtym dniu wzrostu, co ozna-
cza, ze ten element bierze udziat w pdzniejszym etapie
tworzenia makrokolonii.

Zwierzece mobELe CDI

Liczne modele zwierzece sa wykorzystywane w bada-
niach nad C. difficile. Jednym z najczesciej wykorzysty-
wanych jest chomik syryjski, poniewaz przebieg infekcji
C. difficile u tych zwierzat w duzym stopniu przypomina
zakazenie u ludzi. W modelu chomiczym choroba jest
indukowana przez podanie antybiotyku, ktéry zabu-
rza naturalng mikroflore jelita, a nastepnie zakazenie
zwierzecia sporami. Objawy oraz przebieg choroby sa
podobne jak u cztowieka, z tym wyjatkiem, ze zakaze-
nie u chomikéw koriczy sie $miercig juz po kilku dniach
od infekeji, uniemozliwiajac dtuzsza obserwacje prze-
biegu choroby. Prace z tym modelem utrudnia réwniez
brak odpowiednich odczynnikéw do badan immunolo-
gicznych (przeciwciat do pracy z materiatem uzyska-
nym od chomika). Jako mysie modele CDI wykorzystuje
sie myszy majace naturalna mikroflore, pozbawione
mikroflory, monokolonizowane oraz myszy o sktadzie
mikroflory przyblizonym do ludzkiej. Za pomoca mysich
modeli choroby badano mechanizm zakazenia, wytwa-
rzanie toksyn przez bakterie, przenoszenie i nawrdt
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choroby oraz wptyw §rodowiska zewnetrznego na infek-
cje. Zdrowe myszy sa odporne na zakazenie, w tym
przypadku do wywotania CDI jest niezbedna uprzednia
kuracja antybiotykowa. Stosowanie antybiotykéw jest
zbedne u myszy od urodzenia pozbawionych mikroflory
jelitowej, jednak jest to model rzadziej uzywany. Myszy
od urodzenia pozbawione mikroflory nie odwzorowuja
sytuacji jaka zachodzi u pacjentéw. U zakazonych myszy
rzadko rozwija sie choroba o gwaltownym przebiegu.
Oprécz myszy w badaniach wykorzystuje sie réwniez
szczury, $winki morskie, zajace, kréliki, $winie i inne
gatunki zwierzat [29,112,121].

POTENCJALNE ANTYGENY SZCZEPIONKOWE

Jedna z metod prewencji zakazeti C. difficile moga by¢
swoiste przeciwciata skierowane przeciwko czgstecz-
kom zaangazowanym w proces adhezji, poniewaz zablo-
kowanie miejsc wigzacych na powierzchni bakterii
uniemozliwialoby przyleganie patogenu do komdrek
nablonkowych pacjenta i tym samym nie dochodzitoby
do rozwiniecia sie stanu zapalnego. Wykazywane dzia-
tanie immunomodulacyjne sktadnikéw powierzchni C.
difficile stwarza mozliwo$¢ wykorzystania ich w szcze-
pionkach. Za wykorzystaniem tych biatek w szczepion-
kach przemawia réwniez to, ze cze$¢ z nich ma regiony
konserwatywne. Przeprowadzono eksperymenty majace
na celu wzbudzenie odpornosci na toksyny oraz biatka
powierzchniowe C. difficile [42,43,84,86]. Skuteczno$é
antygendw zbadano na chomikach syryjskich i myszach
pozbawionych flory bakteryjnej. Do zbadania ich sku-
teczno$ci wykorzystano testy ochronne polegajace na
zakazeniu $ci$le okreslong liczbg komérek bakteryjnych
myszy lub chomika po jego wcze$niejszej immunizacji.

Trwaja jeszcze badania kliniczne 111 fazy nad szczepionka
opartg na najlepiej poznanych sktadnikach wirulencji C.
difficile, czyli toksynach. Fragmenty toksyn A i B podane
jako antygeny wzbudzajag odpowied? systemowa, ktéra
neutralizuje dziatanie toksyn, jednak indukcja odpo-
wiedzi miejscowej w jelicie jest bardzo staba [118]. Udo-
wodniono dziatanie ochronne szczepionek opartych
na toksynach A i B [42,111]. Na zdrowych ochotnikach
wykazano, ze szczepionki sg bezpieczne i immunogenne
oraz ze zapobiegaja nawrotom choroby u oséb cierpia-
cych na nawracajace CDI [64]. Istniejg jednak doniesie-
nia o duzej zmiennosci wytwarzanych przez bakterie
toksyn, zwlaszcza w rejonie najsilniej wzbudzajgcego
odpowiedZ odpornos$ciowa C-korica tych biatek [96].
Nie wiadomo, czy wytworzenie aktywnych przeciwciat
skierowanych na toksyny wyeliminuje nosicielstwo oraz
przenoszenie zakazenia przez spory miedzy pacjentami.

Badacze poszukujg wcigz nowych antygenéw do uzycia
w szczepionkach. Najbardziej obiecujace wyniki uzy-
skano dla biatek Cwp66, Cwp84, FliC i FliD oraz Fbp68
[85,87,120]. Przeprowadzono eksperymenty na zwierze-
tach, w ktérych wykazano wtadciwosci immunogenne
biatek Cwp84 i FliD [84,86]. Uzyskano istotna statystycz-
nie réznice w liczbie chomikdw, ktére przezyty zakazenie

C. difficile, miedzy grupg zaszczepiong biatkiem Cwp84
a grupg kontrolng [84]. Wykazano zmniejszona koloniza-
cje jelit przez C. difficile w przypadku myszy zaszczepio-
nych biatkami FIiD i Cwp84. Zbadano odpowiedz uktadu
odporno$ciowego ludzi chorych i zdrowych wzgledem
toksyny A i B oraz bialek powierzchniowych C. difficile:
FIiD, FliC, kotica N- i C- biatka Cwp66 i biatka Fbp68 [85].
Stezenie przeciwcial u tych oséb zmierzono za pomoca
testu immunoenzymatycznego (ELISA). W grupie cho-
rej na CDI stezenie przeciwciat bylo najwyzsze wzgle-
dem C-kotica biatka Cwp66 i spadato dla Fbpés, FliD,
toksyny B i A, N-korica biatka Cwp66 i FliC. Stezenie
przeciwciat nakierowanych na N-koniec biatka Cwpé6,
FliC, FliD i Fbp68 byto wyzsze w grupie kontrolnej od
tego w grupie chorych. Stezenie przeciwciat swoistych
dla toksyn nie réznito sig istotnie statystycznie miedzy
obiema grupami. Badanie polimorfizmu dlugosci frag-
mentéw restrykcyjnych 17 klinicznych szczepéw C. dif-
ficile wykazato duze podobietistwo sekwencji biatek FliD
i FliC miedzy poszczegdlnymi izolatami [87]. Oba biatka
byly rozpoznawane przez przeciwciata zawarte w suro-
wicach pobranych od pacjentéw. Wymienione antygeny,
a zwlaszcza FliD, FIliC i Cwp84, ze wzgledu na wywoty-
wang silng odpowiedZ uktadu odpornosciowego oraz
konserwatywny charakter, sag dobrymi kandydatami do
zastosowania w szczepionkach w potaczeniu z odpo-
wiednimi adiuwantami.

DANE EPIDEMIOLOGICZNE

C. difficile zasiedla uktad pokarmowy prawie u 3% zdro-
wych dorostych oraz do 80% zdrowych noworodkéw,
nie dajac zadnych objawéw chorobowych [6]. Nosi-
cielstwo C. difficile zwieksza sie 0 16-35% u 0séb leczo-
nych w szpitalach i wzrasta proporcjonalnie do dtugo$ci
pobytu w szpitalu oraz w czasie kuracji antybiotykowej
[1]. Prawie 30% zakazonych pacjentéw wykazuje objawy
chorobowe. Chorzy zakazaja sie od siebie sporami, ktére
wydalajg pacjenci z CDI. Wydalane spory znajduja sie
na urzadzeniach szpitalnych np. basenach, toaletach,
poscieli. Sa oporne na wysychanie, wysokie temperatury
i wiele §rodkéw odkazajacych [40]. Whasciwosci spor
r6znig sie miedzy poszczegdlnymi szczepami klinicz-
nymi, np. zdolno$cig do przywierania do metalowych
powierzchni [59]. W razie pozytywnej diagnozy standar-
dowym dziataniem jest kuracja antybiotykowa pacjenta,
jezeli nie ma przeciwwskazani. Na ogét towarzyszy temu
natychmiastowa izolacja pacjenta, zastosowanie dodat-
kowych reziméw higienicznych oraz szkolenie personelu
szpitala dotyczace opieki nad zakazonym pacjentem
[40]. Stwierdza sie obecno$é bakterii w prébkach stolca
po zakoniczonej kuracji antybiotykowej u 10-40% oséb
cierpigcych na CDI [77].

Czesto$¢ wystepowania chordb zwigzanych z zakaze-
niem C. difficile u mieszkaticéw USA w ciagu 9 lat ule-
gla prawie potrojeniu (z 31/100 000 do 84/100000) [94].
W skali roku jest to okoto 300 000 przypadkéw. W szczy-
cie epidemii w 2008 . 93% chorych to byli ludzie powyzej
65 roku zycia, co stawia zakazenia C. difficile na 18 miej-
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scu wsrdd gtéwnych przyczyn $miertelno$ci w tej gru-
pie wiekowej [71]. Epidemie zakazeth wywotanych przez
C. difficile sa réwniez obecne w Europie, Azji, Australii
i Ameryce Srodkowej [27,66]. W Polsce czesto$¢ zakazen
bakteria C. difficile wynosi 76 przypadkéw na 10 000 szpi-
talnych przyjeé, gdzie $rednia dla szpitali w zachodnich
krajach Europy wynosi 23 na 10000 przyje¢ [9]. Poziom
$miertelnosci u chorych na CDI, u ktérych stwierdzono
rzekomobloniaste zapalenie jelit, wynosi 6-30% i utrzy-
muje sie réwniez na wysokim poziomie u pacjentéw,
u ktérych nie zdiagnozowano wcze$niej rzekomobto-
niastego zapalenia jelit [1,6]. W Stanach Zjednoczonych
koszty leczenia jednego pacjenta zakazonego C. diffi-
cile wynosza 2 000-72 000 $ [34,41], a walka z biegun-
kami wywotanymi zakazeniem C. difficile wynosi rocznie
okoto 1,1 miliarda dolaréw [67]. Warto odnotowaé, ze
coraz wiecej chorych zakaza sie poza jednostkami opieki
medycznej.

Przesiea INFEKQI C. DIFFICILE

Spory, ktére dostaly sie do organizmu pacjenta w spo-
séb fekalno-oralny, kietkuja w chwili wystapienia
dysbiozy przewodu pokarmowego u pacjentéw leczo-
nych antybiotykami i zaczynaja sie masowo namnazac
w jelitach. Komérki bakterii po przejéciu w stan wege-
tatywny i osiagnieciu fazy stacjonarnej wytwarzaja
toksyny, ktére powoduja nadmierne wydzielanie wody
i elektrolitéw do $wiatta jelit, apoptoze kolonocytdw,
co doprowadza do ostrego zapalenia jelit [35]. Gtéw-
nym elementem w aktywacji odpowiedzi odpornoscio-
wej jest rozpoznanie przez receptory TLR (Toll-like
receptors) gospodarza bakterii i aktywacja odpowiedzi
odpornosciowej przez szlak sygnatowy z udziatem biatka
MyD88 (ryc. 1). Myszy pozbawione biatka adaptorowego
wykazywaly zwiekszong podatnos$é na ostre zakazenie
bakterig C. difficile [69]. W do$wiadczeniach z wykorzy-
staniem linii komérkowych wykazano, ze toksyny A i B
aktywujg wytwarzanie prozapalnego czynnika NF-kB
[62,98], w wyniku czego neutrofile przemieszczajg sie do
miejsca zakazenia i wywoluja stan zapalny, ktéry moze
uszkadzaé powierzchnie jelit. OdpowiedZ odpornosciowa
u pacjentéw moze przybieral rézne postaci. W osoczu
krwi wiekszosci chorych znajduja sie przeciwciata skie-
rowane przeciw C. difficile typu IgA, prawdopodobnie sg
to $lady po kontakcie z bakterig we wczesnych latach
zycia. W krwi leczacych sie 0sdéb kraza przeciwciata IgA
i IgG. Pacjenci cierpigcy na nawracajace zakazenia C. dif-
ficile nie wykazuja skutecznej odpowiedzi przeciwcia-
tami, prawdopodobnie z powodu zbyt matego stezenia
swoistych przeciwcial 1gG [42]. W razie zakazenia, pierw-
sza linig obrony jest warstwa $luzu, przez ktéra bakterie
muszg sie przedostaé, aby méc sie zwigzaé do komérek
nabtonka jelit. C. difficile oprécz wici, ktéra umozliwia
jej poruszanie sie w §luzie, potrafi réwniez obnizy¢ ste-
zenie wydzielanego $luzu [16]. Na powierzchni komé-
rek nabtonka jelit znajduja sie receptory rozpoznajace
wzorce (PRR - pattern recognition receptors), do kté-
rych nalezg receptory Toll-podobne (TLR) oraz NOD-
-podobne (NLR, NOD-like receptors) [68]. Receptory

powierzchniowe gospodarza rozpoznaja mikroorgani-
zmy po konserwatywnych molekularnych wzorcach
mikroorganizméw (MAMPs - microbe associated mole-
cular patterns) [32]. Przyltaczenie sie wzorca (ligandu) do
receptora indukuje odpowiedZ odporno$ciowa w postaci
wydzielania cytokin, defensyn, substancji o dziataniu
antybakteryjnym, czasteczek sygnatowych i mucyn [72].
Mechanizmem zapobiegajacym nadmiernej aktywacji
receptoréw jest staba konstytutywna oraz selektywna
ekspresja. W 2011 r. pojawily sie pierwsze doniesienia na
temat rozpoznawania komdrek C. difficile przez gospoda-
rza z uzyciem swoistych receptoréw. Badania przepro-
wadzone pod kierownictwem Hasegawy sugerujg udziat
w tym procesie biatka NOD1 [49]. NOD1 jest to wewnatrz-
komérkowa czasteczka, ktéra rozpoznaje zwiazki
peptydoglikanu. Nastepstwem stymulacji NOD1 jest
wzmozone wytwarzanie CXCL1 - chemokiny przyciaga-
jacej neutrofile w miejsce zakazenia. Na temat rozpozna-
nia C. difficile przez organizm gospodarza pisali réwniez
Ryan i wsp. Sugeruja, ze bakteria jest identyfikowana za
pomoca TLR4, ktéry reaguje na obecnos$é bakteryjnych
struktur SLP [97]. Biatka warstwy S powoduja dojrzewa-
nie komérek dendrytycznych oraz wywotuja odpowiedz
limfocytéw Th1 i Th17 przez interakcje z TLRA4.

W 90% przypadkéw objawy zakazenia C. difficile poja-
wiaja sie miedzy pierwszym a dsmym tygodniem po
rozpoczeciu kuracji antybiotykowej. Choroba objawia
sie wodnistg biegunka w potaczeniu ze skurczami mie-
$ni brzucha. U starszych oséb pojawia sie niemozno$¢
utrzymania katu. U pacjentéw z ciezka postacia cho-
roby lub z gwattownym jej przebiegiem, moze doj$¢ do
niedroznosci jelit, objawéw otrzewnowych (silny bdl,
obrona mie$niowa, brak szmerdéw perystaltycznych) lub
wystgpienia objawéw wstrzasu septycznego. Zakazenie
moze mie¢ czasem przebieg inwazyjny i moze spowodo-
wa( reaktywne zapalenie stawéw, zakazenie skéry, krwi
lub koéci. Obraz kliniczny jest nieswoisty i obejmuje
stany podgoraczkowe, rozlang tkliwo$¢ jamy brzusz-
nej i odwodnienie [53]. Diagnostyka opiera sie na tescie
wykrywajacym dehydrogenaze glutaminianowa (GDH)
oraz tescie na obecno$¢ toksyn A i B. W przypadku obu
wynikéw dodatnich pacjenta uznaje sie za zakazonego
toksynotwdrcza bakteria C. difficile. W przypadku dodat-
niego testu GDH i ujemnego testu na obecnos$¢ toksyn
przeprowadza sie dodatkowe badanie w postaci testu
amplifikacji kwaséw nukleinowych (metoda PCR) lub
posiewu bakterii C. difficile z oznaczeniem toksynotwo-
rzenia. Oba testy potwierdzajg obecnos¢ lub brak toksy-
notwdrczego szczepu [53].

LECZENIE — METODY STANDARDOWE

W przypadku stwierdzenia obecnosci toksynotwdr-
czego szczepu C. difficile u pacjenta nalezy odstawié
antybiotyki, ktére spowodowaly dysbioze, a nastepnie
nadmierng kolonizacje jelita bakterig C. difficile. Zwy-
kle takie dziatanie wystarcza u 23% pacjentéw. Lekiem
pierwszego rzutu jest podawany doustnie metronidazol
lub wankomycyna [28], czasem stosuje sie teikoplanine,
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rifaksymine. Niestety, kuracja najcze$ciej stosowanym
metronidazolem nie jest skuteczna w przypadku 16-38%
chorych [88]. Obecnie wprowadza sie réwniez fidak-
somycyne, lek bardziej skuteczny niz dotychczas sto-
sowane przeciwko C. difficile, o0 mniejszym wplywie na
mikroflore jelit oraz osiggajacy wysokie stezenie w jeli-
tach przy jednoczesnie niskiej absorpcji [57]. W najciez-
szych przypadkach jednak niezbedne jest chirurgiczne
usuwanie powiktadi (kolektomia). Wzrastajgca opornosé
bakterii na antybiotyki zmusza do poszukiwania alter-
natywnych terapii. Potrzebne sa szybsze i skuteczniej-

sze sposoby walki z zakazeniami wywolywanymi przez
C. difficile.

LECZENIE — METODY ALTERNATYWNE

Przeszczep flory bakteryjnej (FMT - fecal microbiome
transplantation) to metoda znana od wielu lat i z powo-
dzeniem stosowana w zakazeniach wywotanych C. dif-
ficile i innych schorzeniach, takich jak zapalenie jelit,
zespdt jelita drazliwego, zatwardzenia, a nawet niektd-
rych schorzeri uktadu nerwowego [12]. Polega na pobra-
niu prébek zawartosci jelita grubego od zdrowego dawcy
i przeniesieniu ich do jelit biorcy za pomoca lewatywy.
Donorami zwykle sa osoby z rodziny, poniewaz podo-
biefistwo pod wzgledem genetycznym odzwierciedla sie
réwniez w sktadzie mikroflory jelitowej. W literaturze
opisano okoto 100 przypadkéw nawracajacego CDI leczo-
nych za pomoca FMT w latach 1958-2008, a skuteczno$¢
terapii oszacowano na 89% [4]. W 2012 r. przeprowa-
dzono pierwsze, randomizowane badanie skutecznosci
terapii FMT w leczeniu nawracajacego CDI [115]. Poréw-
nano trzy grupy: pacjenci leczeni podawana doustnie
wankomycyng, a nastepnie przechodzacy ptukanie jelit
i FMT, pacjenci leczeni tylko doustnie wankomycyna,
pacjenci leczeni doustnie wankomycyna, a nastepnie
ptukaniem jelit. W grupie pierwszej 93% pacjentéw
zostato wyleczonych, w grupie drugiej 30,7%, a trzeciej
jedynie 23% (P<0,001). Niski koszt, skuteczno$¢ metody
oraz tatwo$¢ przeprowadzenia procedury powodujg, ze
FMT moze sie sta¢ dobrg alternatywa dla antybiotykéw.
Metoda ma réwniez wady, istnieje duze prawdopodo-
bieristwo przeniesienia patogendéw dawcy flory bakteryj-
nej do biorcy, nie ma mozliwo$ci weryfikacji metody, bo
za kazdym razem przeszczepiana flora bedzie mieé inny
sktad. Zdarza sie tez, ze pacjenci nie akceptujg takiej
terapii.

Inng metodg leczenia CDI jest wykorzystanie probioty-
kéw. Nie wiadomo jednak w jaki sposéb probiotyki wpty-
waja na mikroflore jelitowa oraz jak modulujg odpowied?
uktadu odporno$ciowego na zakazenia. Szczepy probio-
tyczne muszg by¢ dostosowane do warunkéw panuja-
cych w uktadzie pokarmowym oraz oporne na substancje
bakteriobdjcze wydzielane przez inne sktadniki mikro-
flory. Probiotyki moga modulowa¢ odpowiedz komérek
uktadu odpornosciowego i tym samym wptywacé na sku-
teczno$¢ leczenia zakazen C. difficile. Cze$¢ z juz znanych
mikroorganizméw ma te wlaciwosci, sa to np. bakterie
z rodzaju Lactobacillus (Lactobacillus acidophilus CL1285,

Lactobacillus casei LBC8OR) oraz Saccharomyces boulardii
[58]. Uzycie probiotykéw w celach prewencyjnych, jak
i w polgczeniu z antybiotykami uznano za jeden z mozli-
wych sposobéw walki z CDI. Najlepiej przebadanym pod
wzgledem mozliwosci stosowania w leczeniu pacjentéw
z CDI jest S. boulardii. Jest to mikroorganizm, ktéry przy-
wiera do $cian jelit, natychmiast po podaniu kolonizuje
je, apo 5 dniach od zaprzestania podania znika z uktadu
pokarmowego. Zapobiega dziataniu toksyny A bakterii
C. difficile przez wydzielanie proteazy trawiacej toksyne
A i ograniczajacej wigzanie sie toksyny do jej receptoréw
znajdujgcych sie na powierzchni jelita cienkiego szczu-
réw [23]. L. acidophilus LA-5 podany myszom pozbawio-
nym komensali znacznie zmniejszyt nasilone objawy
CDI [60], obnizyt m.in. stezenie toksyn i polepszyt obraz
histopatologiczny. Inkubacja C. difficile z supernatantem
hodowli Lactococcus lactis SL3 znacznie obnizata zywot-
nos¢ patogenu. Inne probiotyki, takie jak: Lactobacillus
rhamnosus LR5, Bifidobacterium breve BR3, Bifidobacterium
lactis BL3 daly bardzo zblizone wyniki, jak L. lactis SL3
[70]. Saccharomyces cerevisiae szczep 905 chronit jelito
$lepe myszy pozbawionych mikroflory przed patolo-
gicznymi zmianami wywotanymi przez C. difficile [75].
Przeprowadzona wnikliwa analiza wynikéw badan doty-
czacych stosowania probiotykéw w leczeniu biegunki
poantybiotykowej wykazata dziatanie nastepujgcych
szczepéw: Lactobacillus GG, Saccharomyces boulardii, Lac-
tobacillus rhamnosus, Bifidobacterium lactis Bb12, Strepto-
coccus thermophilus. W tej samej analizie wzieto réwniez
po uwage nastepujace szczepy: Lactobacillus acidophillus,
Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium breve, Bifidobac-
terium infantis, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium lon-
gum PLO3, Lactobacillus plantarum PL02, ktére jednak nie
wykazaly tak skutecznego dziatania jak: Lactobacillus GG,
Saccharomyces boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobac-
terium lactis Bb12, Streptococcus thermophilus [109]. Takie
analizy na duza skale maja jednak swoje ograniczenia
biorac pod uwage eksperymenty réznigce sie sposobem
przeprowadzenia i opisem. Nie we wszystkich badaniach
sa podane wszystkie potrzebne dane, a przyjete defini-
cje rdznig sie, np. biegunki. Poza tym, badacze postuguja
sie grupami kontrolnymi réznej wielko$ci, a wiek bada-
nych rézni sie diametralnie miedzy badanymi grupami.
Niektére artykuty przegladowe wskazuja na problem
z jednoznacznym potwierdzeniem skutecznosci probio-
tykéw w leczeniu schorzeti zwigzanych z zakazeniem
bakteria C. difficile. Zaproponowano probiotyki jako $ro-
dek prewencyjny CDI, ale tylko u 0séb zdrowych oraz
u 0sdéb z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na CDI.
Ograniczenia te wynikajg z pojedynczych przypadkéw
grzybic wérdd pacjentéw, wynikajacych z nadmiernej
kolonizacji przez S. boulardii [21]. Mimo wielu pozytyw-
nych przestanek literaturowych nie zarekomendowano
probiotykdw do rutynowego stosowania w leczeniu CDI.

Uzupetnieniem terapii z wykorzystaniem probiotykéw
mégtby by¢ dodatek specjalnie wyselekcjonowanych
bakterii probiotycznych wytwarzajacych bakteriocyny,
mate peptydy antybakteryjne. Wykazano in vitro dziata-
nie przeciwbakteryjne bakteriocyn laktycyny 3147 oraz
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nizyny wytwarzanych przez Lactococcus lactis, przeciwko
C. difficile. Niestety oba peptydy majg szeroki zakres dzia-
tania, szczegélnie przeciw bakteriom Gram-dodatnim
[8,92]. Innym peptydem antybakteryjnym jest LFF571,
ktéry wykazuje hamujace dziatanie na wzrost C. difficile,
a jednoczesnie mniejsze dziatanie hamujace na szczepy
Lactobacillus i Bifidobacterium [26]. Inng bakteriocyna
jest pétsyntetyczna pochodna aktagardyny A o waskim
zakresie dziatania i aktywna wzgledem C. difficile [11].

Wsrdd bakterii, ktére zamieszkuja ludzkie jelito, odna-
leziono Bacillus thuringiensis, ktéry wydziela substancje
o nazwie thuricin CD o minimalnym stezeniu hamuja-
cym wzgledem C. difficile poréwnywalnym do metroni-
dazolu i wankomycyny [93]. Peptyd ten nie wykazuje
toksycznego dziatania na reszte mikroflory.

Interesujacych rozwiazan w walce z C. difficile moze
dostarczyé nowa dyscyplina naukowa - patobiotech-
nologia, ktéra zajmuje sie wykorzystaniem wiadciwosci
patogendw w przemysle spozywczym i medycynie. Jedng
z idei jest zastosowanie bakterii, ktére na powierzchni
zawieraja receptory podobne do tych na powierzchni
komdrek jelit gospodarza. Moga to by¢ receptory tok-
syn wytwarzanych przez patogeny lub dla samych pato-
gendw, ktérych wigzanie spowoduje ich inaktywacje.
Prowadzone sa badania nad rozwigzaniami, w ktérych
bakterie probiotyczne otrzymujg geny odpowiedzialne
za przetrwanie warunkéw stresowych wywotanych
przez bakterie patogenne, dzieki czemu stajg sie bar-
dziej oporne. W taki sposéb udato sie zmienié Lactoba-
cillus salivarius UCC118 [103], bakterie o wlasciwosciach
probiotycznych, na mniej wrazliwg na niekorzystne
warunki $rodowiska. Naukowcom udato sie wprowadzi¢
do L. salivarius gen BetL pochodzacy z Listeria monocyto-
genes odpowiedzialny za wytwarzanie biatek, ktére uod-
parniaja patogen na zasolenie, niskg temperature [119]
i umozliwiaja przezywanie w niektérych przetworzo-
nych pokarmach [106]. Takg samg modyfikacje przepro-
wadzono z Bifidobacterium breve UCC2003 [104]. Badania
z wykorzystaniem modelu zwierzecego wykazaty zwiek-
szong przezywalno$¢ modyfikowanego szczepu bakte-
ryjnego podawanego do jamy ustnej po przejéciu przez
uktad pokarmowy myszy w poréwnaniu do szczepu nie-
modyfikowanego oraz dziatanie ochronne przed zaka-
zeniem L. monocytogenes. Wada takiego rozwigzania jest
to, ze sa to organizmy modyfikowane genetycznie, przez
co muszg spetniaé wiele norm bezpieczenistwa, a z ich
stosowaniem wigze sie wiele zagrozeni, np. mozliwo$¢
przeniesienia genéw oporno$ci na patogenne bakterie.
Dotychczas tylko jedna zmodyfikowana bakteria Lacto-
coccus lactis (LL-Thy12) jest testowana w badaniach kli-
nicznych jako potencjalny lek [15].

Innym sposobem walki z bakteriami chorobotwdrczymi
jest wykorzystanie przeciwcial leczniczych nakierowa-
nych na czynniki inwazyjne bakterii np. adhezyny, wi¢,
toksyny. W tym celu wykorzystano przeciwciata wytwa-
rzane w jajach kurzych (IgY) swoiste wzgledem biatek
FIiD, FliC oraz Cwp84 [80]. Chomiki syryjskie zakazano

sporami C. difficile po uprzedniej kuracji antybiotykowe;j,
po czym podawano im przeciwciata lecznicze 1gY; prze-
ciwciato IgY anty-FliD spowodowato znaczny wzrost ich
przezywalnosci.

Jedna z obecnie stosowanych terapii w przypadku zaka-
zeni bakteryjnych jest fagoterapia. Fagi atakuja $cisle
okreslone bakterie, ktére dostaja sie do wnetrza komérki
bakteryjnej, przejmuja kontrole nad replikacja DNA
i zabijajg zainfekowana bakterie w procesie lizy towa-
rzyszacej uwalnianiu sie faga. Bakteriofagi sa stosowane
do zwalczania infekcji Pseudomonas u pséw, myszy i ludzi
[23,57]. Jest to do$¢ dobrze poznana terapia stosowana,
gdy antybiotyki zawodza. Dotychczas wyizolowane fagi
to fagi lizogeniczne, czyli trwale wbudowane w genom
bakterii C. difficile. Istnieja doniesienia o prawdopodob-
nej roli profagdw w ekspresji gendw toksyny A i B C. dif-
ficile [101]. Udowodniono naturalng indukcje profaga
w przebiegu CDI, co prowadzito do zabijania komérki
bakteryjnej [78]. Niestety w tego typu zakazeniach, jak
dotad nie ma opracowanych terapii z wykorzystaniem
fagéw przeznaczonych do szerokiego zastosowania.

ANTYBIOTYKI | ZABURZENIA MIKROFLORY A C. DIFFICILE

Badania prowadzone nad skladem mikroflory jelit
wykazaty obecno$¢ tysiecy mikroorganizméw réznych
gatunkdw, nalezacych gtéwnie do typéw Firmicutes i Bac-
teroidetes. W jelicie znajdujg sie réwniez mniejsze grupy
bakterii nalezace do typéw Proteobacteria, Actinobacte-
ria, Verrucomicrobia, Fusobacteria [36]. Mikroorganizmy
tworzace mikroflore przewodu pokarmowego spetniajg
wiele pozytecznych rél, wytwarzaja witaminy K i B,
metabolizuja cholesterol, wytwarzaja krétkotaicuchowe
kwasy ttuszczowe, takie jak ma$lan, rozktadaja polisa-
charydy z pozywienia, ktére nie bytyby dostepne czto-
wiekowi [3]. Pobudzaja uktad odpornosciowy do obrony
przed patogenami, konkurujg z organizmami patogen-
nymi o miejsca wigzace na powierzchni jelit, wytwa-
rzaja substancje zwane bakteriocynami, ktére zabijaja
bakterie chorobotwdrcze [95]. Mikroflora jelitowa dziata
réwniez niekorzystnie. Nadmierne pobudzenie uktadu
odpornosciowego przez antygeny bakterii komensal-
nych moze prowadzi¢ do przewlektego zapalenia jelit
(IBD - inflammatory bowel disease) i do rozwiniecia sie
choroby Le$niowskiego-Crohna [13].

Uktad odpornosciowy zwigzany z uktadem pokarmo-
wym ma za zadanie walke z patogenami z jednoczesna
tolerancja spozywanego pokarmu oraz zasiedlajacych
$wiatto jelit organizméw komensalnych. Spetnia to
zadanie, wykorzystujac wiele swoistych oraz nieswo-
istych mechanizméw. Do mechanizméw nieswoistych,
ktdre tworzg pierwsza linie obrony, nalezy powierzch-
nia jelit pokryta $cisle przylegajacymi do siebie komdr-
kami nabtonkowymi wydzielajacymi $luz, ktéry jest
rezerwuarem substancji o dziataniu przeciwbakteryj-
nym w postaci peptydéw o dziataniu bakteriobdjczym
i immunoglobulin wydzielonych przez wyspecjalizo-
wane do walki z patogenami komérki uktadu odpor-
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nosciowego. System tkanki limfatycznej zwigzanej ze
$luzéwka jelit nazywa sie GALT (gut-associated lymphoid
tissue). Do elementéw budujacych ten uktad naleza
struktury limfatyczne, krezkowe wezty chtonne, kepki
Peyera, grudki chtonne oraz inne struktury zwigzane ze
$luzéwka jelit (ryc. 2). Szacuje sie, ze 80% immunoglobu-
lin wytwarzanych w ludzkim organizmie powstaje wia-
$nie w GALT [10].

Nabtonek jelit jest miejscem, gdzie komérki gospodarza
ytestuja” zawarto$é $wiatta jelit na obecnosé patogen-
nych mikroorganizméw i wywotuja odpowiedz odpor-
nosciowa przez wydzielenie czasteczek sygnatowych,
takich jak cytokiny i chemokiny lub tez wydzielajg sub-
stancje o dziataniu przeciwbakteryjnym. Nastepnie do
miejsca kontaktu z obcym mikroorganizmem napty-
wajg leukocyty (limfocyty T i B) [107]. Mimo ciaglego
kontaktu §luzéwki z organizmami komensalnymi uktad
reaguje jedynie niewielkim zapaleniem w odpowiedzi
na ich lipopolisacharyd (LPS), lipoproteiny lub peptydo-
glikan. Organizm gospodarza moze odréznié niegrozne
bakterie od patogennych za pomocg systeméw rozpo-
znajacych antygeny. Do takich systemdéw nalezg wcze-
$niej wspomniane receptory TLR, NOD2 i NOD1, np. TLR4
jest receptorem LPS [89], ligandem dla TLR5 jest flage-
lina i bakterie zaopatrzone w wi¢ [50]. Zidentyfikowano
ligandy receptoréw NOD: dla NOD2 jest to swoisty dla

peptydoglikanu (PGN) motyw dipeptyd muramylowy
(MDP) [45], dla NOD1 jest to pochodna PGN u bakterii
Gram-ujemnych [44]. Zwiazanie receptoréw z ligandem
zmienia ekspresje gendw komérki wchodzgcej w sktad
uktadu odporno$ciowego §luzéwki jelit oraz aktywacje
lub hamowanie odpowiedzi odpornosciowej.

Odkrycie antybiotykéw w 1928 r. przez Alexandra Fle-
minga byto kamieniem milowym w walce z patoge-
nami. Mimo iz jest to jedno z najwiekszych odkryé XX
w., jego niewta$ciwe wykorzystanie, a nawet naduzy-
cie ma pewne negatywne skutki. Podanie pacjentowi
antybiotyku zaburza mikroflore jelitowa i wptywa na
odpornos$¢ organizmu. Badania przeprowadzone na
zdrowych osobnikach, ktérzy przyjmowali przez 5 dni
doustnie ciprofloksacyne wykazaly zubozenie sktadu
mikroflory w czasie kuracji [31]. R6znorodnos$¢é bakterii
spadta u badanych pacjentéw o 1/3. Wprawdzie mikro-
flora powrdcita do stanu réwnowagi po czterech tygo-
dniach od kuracji, to jednak w jej sktadzie nie wykryto
kilku szczepéw, co oznacza, ze nawet kilkudniowe
leczenie moze powodowad nieodwracalne zmiany w jej
sktadzie. Inne badania dotyczace sktadu flory bakteryj-
nej katu wykazaty, ze po 7-dniowej kuracji klindamy-
cyna zmniejszyta sie réznorodno$¢é rodzaju Bacteroides
i dochodzito do wzmozonej kolonizacji szczepami opor-
nymi na antybiotyki. Sktad bakterii z rodzaju Bactero-
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ides nie powrdcit do normy sprzed kuracji nawet po
dwdéch latach od zaprzestania kuracji antybiotykiem
[56]. Szczepy mikroflory sg od siebie zalezne, oddziatuja
na siebie i dlatego zastosowanie antybiotyku powoduje
nie tylko utrate pojedynczej klasy mikroorganizmdw, ale
zaburza cata réwnowage. W do$wiadczeniu przeprowa-
dzonym na myszach, ktérym podano wankomycyne -
swoisty antybiotyk wzgledem bakterii Gram-dodatnich
- obserwowano w jelitach réwniez zmniejszenie liczby
Gram-ujemnych bakterii typu Bacteroidetes [100]. Inne
badanie sktadu bakteryjnego jelit wykazato zwiekszona
liczbe bakterii rodzaju Enterococcus spp., Clostridium spp.
i rodziny Enetrobacteriaceae [114].

Zagadnienie antybiotykooporno$ci ma $cisty zwia-
zek z CDI, polega na nabyciu przez bakterie zdolnoci
do inaktywacji lub unikania dziatania antybiotyku. C.
difficile jest oporne na dziatanie wielu antybiotykdw,
w przeciwieristwie do bakterii Gram-ujemnych wcho-
dzacych w sktad mikroflory, ktére w czasie leczenia
w duzej cze$ci zostaja zabite. Wystepowanie infekcji
C. difficile jest zwiazane z dlugotrwalym przyjmowa-
niem klindamycyny, cefalosporyny lub fluorochinolo-
néw. Klindamycyna powoduje, m.in. znaczny spadek
liczby bakterii beztlenowych, pojawienie sie opornych
na antybiotyki enterokokéw i enterobakterii. Cefalo-
sporyny powoduja przerost grzybéw z rodzaju Candida
oraz zaburzajg réwnowage miedzy liczba bakterii tle-
nowych i beztlenowych w jelitach. Antybiotyki z grupy
penicylin powoduja oporno$é na antybiotyki entero-
bakterii, wzrost liczby bakterii tlenowych Gram-dodat-
nich oraz bakterii beztlenowych. Najsilniejszy wptyw
na sktad mikroflory maja fluorochinolony, ktére znacz-
nie obnizajg liczbe bakterii beztlenowych, enterobak-
terii, tlenowych ziarniakéw Gram-dodatnich, powoduja
pojawienie sie opornych na antybiotyki Bacteroides oraz
przerost grzybéw z rodzaju Candida. Mikroflora cho-
rych na CDI ma zmniejszong réznorodno$¢ szczepédw
[25]. Obserwowano, ze juz pojedyncza dawka klindamy-
cyny powodowata dlugotrwate zmiany w mikroflorze
jelita cienkiego i grubego u myszy z okoto 90% utrata
réznorodnosci zasiedlajacych je szczepéw [18]. Zdrowe
myszy po zakazeniu sporami Clostridium zostaja bez-
objawowymi nosicielami przez dtugi czas. Zakazenie
myszy bakteria C. difficile po stosowaniu klindamycyny
spowodowato natychmiastowa kolonizacje, obnize-
nie réznorodnosci sktadu mikroflory oraz przenosze-
nie choroby z jednego osobnika na drugi. Zaprzestanie
kuracji antybiotykowej nie przynosito pozytywnych
wynikéw u czedci leczonych myszy [69]. O rozwinieciu
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zakazenia decyduje w duzej mierze stan fizjologiczny
mikroflory (jej ilo$ciowy i jako$ciowy sktad), a takze
czynniki zwigzane z uktadem odpornos$ciowym (poziom
pobudzenia uktadu, poziom wytwarzanych przeciwciat,
liczbe odpowiednich receptoréw na powierzchni komé-
rek nabtonka).

Szybki wzrost liczby zakazen bakteria Clostridium dif-
ficile, rosnaca liczba przypadkéw $miertelnych wéréd
0séb starszych, pojawianie sie szczepdw hiperwirulent-
nych oraz coraz liczniejsze przypadki zakazen poza pla-
cédwkami stuzby zdrowia powodujg, Ze ten patogen staje
sie powaznym zagrozeniem dla zdrowia i Zycia pacjen-
téw i jest jednym z gtéwnych tematéw badan doty-
czgcych zakazen szpitalnych. Brakuje bezpiecznych
i szybkich sposobdéw leczenia. Obecnie na catym $wiecie
odchodzi sie od szerokiego stosowania antybiotykéw,
ze wzgledu na oporno$¢ bakterii i powodowane trwate
zaburzenia mikroflory jelitowej pacjenta. Z wielu pomy-
stéw, jak radzi¢ sobie z problemem zakazen bakteryj-
nych, na szczeg6lng uwage zastugujg szczepionki oraz
przeciwciala lecznicze nakierowane na elementy bak-
teryjne niezbedne w procesie kolonizacji gospodarza.
W ten sposéb nie dopuszcza sie do rozwiniecia zakaze-
nia. Mimo wielu potencjalnych antygendw, ktére moga
znaleZ¢ zastosowanie w szczepionkach przeciw C. diffi-
cile wcigz istnieje uzasadniona potrzeba prowadzenia
dalszych badan w tej dziedzinie. Oprécz mechanizmu
kolonizacji nalezatoby réwniez doktadnie poznaé odpo-
wiedZ uktadu odporno$ciowego zakazonych pacjentdw,
jak 1 mechanizm bezobjawowego nosicielstwa w celu
poznania czynnikdéw, ktére dziataja ochronnie i nie
pozwalajg na rozwiniecie stanu chorobowego. Obecnie
najskuteczniejszg terapia alternatywna jest przeszczep
flory bakteryjnej od zdrowego dawcy, jednak z wielu
powoddéw nie jest to terapia powszechnie stosowana.
Do potencjalnych narzedzi profilaktycznych nalezy
zaliczy¢, oprécz bedacych w fazie badan klinicznych
szczepionek opartych na toksynach, zastosowanie pre-
paratéw probiotycznych u 0séb z grupy ryzyka. Nalezy
nieustannie szkoli¢ pracownikéw szpitali i innych pla-
céwek opieki medycznej o niebezpieczetistwie, jakie
wigze sie z CDI i na temat duzej opornosci bakterii
oraz fatwosci jej przenoszenia miedzy pacjentami. Jak
dotad najlepiej rozwinieta jest diagnostyka zakazen
C. difficile. Dostepne sg szybkie i pewne metody ozna-
czania patogenu z jednoczesnym okresleniem, czy jest
to szczep toksynotwdrczy. Dzieki diagnostyce pacjent
moze zostaé natychmiast odizolowany od innych cho-
rych i poddany odpowiedniemu leczeniu.
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