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WPROWADZENIE

W ciggu ostatnich dekad antybiotykoopornos¢ bakterii stata sie jednym z
najpowazniejszych zagrozen dla swiatowego zdrowia publicznego. Corocznie
odnotowywany jest staty wzrost liczby szczepow bakteryjnych opornych na
liczne grupy lekéw przeciwdrobnoustrojowych, a skala problemu narasta. [1]
Wielolekoopornos¢ drobnoustrojow stanowi wyzwanie zaréwno w leczeniu
zakazen szpitalnych, jak i srodowiskowych, prowadzgc do wydtuzenia czasu
hospitalizacji, wzrostu kosztow ponoszonych przez podmioty lecznicze oraz

zwiekszonej ilosci powiktan i Smiertelnosci. [2]

Jednym z najwazniejszych czynnikbw odpowiedzialnych za rozwd¢j i
rozprzestrzenianie sie lekoopornosci sg Gram-ujemne pateczki jelitowe z
rodziny Enterobacterales, do ktorych zaliczajg sie m.in. Escherichia coli,
Enterobacter cloacae czy Klebsiella pneumoniae. Drobnoustroje te wykazujg
ztozone i szybko ewoluujgce mechanizmy nabywania opornosci, ktére
umozliwiajg ich przezycie nawet, gdy w ich srodowisku znajdujg sie czgsteczki

antybiotykéw. Szczepy te wykazujg opornos¢ zarowno na standardowe leki



przeciwdrobnoustrojowe, jak i tzw. ,leki ostatniej szansy” — cefalosporyny Il
generacji, karbapenemy, Kkolistyne i tigecykline. Taka sytuacja moze
skutkowa¢ wyczerpaniem dostepnych opcji terapeutycznych oraz brakiem
mozliwoséci wyleczenia zakazen. Co wiecej, szczepy te sg nie tylko coraz
powszechniejsze w srodowisku szpitalnym, ale takze stanowig zagrozenie w

srodowiskach pozaszpitalnych. [3]

Niezwykta zdolno$¢ adaptacyjna bakterii Gram-ujemnych, plastyczno$é
genomu bakteryjnego oraz procesy horyzontalnego transferu genéw (HGT —
ang. horizontal gene transfer) stanowig mechanizmy nabywania opornosci.
Kumulacja mechanizméw opornosci, takich jak produkcja beta-laktamaz o
szerokim spektrum substratowym (ESBL — ang. extented-spectrum beta-
lactamases), karbapenemaz oraz modyfikacja porin i aktywacja pomp efflux
prowadzg do powstawania szczepow wielolekoopornych, ktore mogag sie
rozprzestrzeniaC w wielu srodowiskach. [4] W obliczu stale rosngcego
zagrozenia dla zdrowia publicznego, rosnie zainteresowanie nowymi
metodami leczenia zakazen wywotanych przez wielolekooporne bakterie.
Szczegdlng uwage zwracajg zardowno innowacyjne strategie farmakologiczne,
jak i naturalne opcje terapeutyczne, ktére mogg wspiera¢ lub zastepowac

klasyczne antybiotyki.

Celem niniejszego manuskryptu jest przeglad aktualnych mechanizmow
opornosci wystepujgcych u pateczek Enterobacterales oraz przedstawienie
najnowszych kierunkdéw strategii terapeutycznych stosowanych w ich leczeniu.
Szczegolnie istotne jest przedstawienie  mozliwosci  praktycznego
wykorzystania wybranych naturalnych substancji oraz synergizm terapii

skojarzonych, wraz z ich aspektem klinicznym i epidemiologicznym.

Opornos¢ bakterii na antybiotyki — narastajacy problem

Leki przeciwdrobnoustrojowe zmienity oblicze wspotczesnego leczenia



zakazen. Pomimo szerokiego wachlarza dostepnych srodkéw, coraz wiecej
bakterii staje sie niewrazliwa na ten najskuteczniejszy element terapii.
Lekoopornos¢ to zdolnos¢ bakterii do przetrwania i namnazania sie mimo
obecnosci antybiotyku w Srodowisku komorek bakteryjnych, ktory w
normalnych warunkach powinien zahamowac ich wzrost lub prowadzi¢ do
Smierci komorki. [5]

Opornos¢ mozemy podzieli¢ na:

e Opornos¢ naturalng (wrodzong) — jest charakterystyczna dla danego
gatunku drobnoustroju oraz wynika z konkretnych cech strukturalnych
oraz metabolicznych (np. wrodzona opornosé Pseudomonas aeruginosa
na wiele antybiotykdw beta-laktamowych). [5]

e Opornos¢ nabytg — jest wywotana przez rézne zmiany w komodrce
bakteryjnej, takie jak mutacje w materiale genetycznym lub nabycie
genow opornosci od innych drobnoustrojow, najczesciej na drodze

horyzontalnego transferu genéw. [6]

Waznym aspektem jest klasyfikacja wielolekoopornosci, ktéra zostata
opracowana w celu ujednolicenia terminologii w badaniach naukowych oraz
praktyce klinicznej. Wielolekoopornos¢ (MDR, z ang. multidrug-resistant)
definiowana jest jako opornosc¢ bakterii na co najmniej jedng substancje z
trzech lub wiecej roznych klas antybiotykow. Rozszerzona opornos¢ (XDR - z
ang. extensively drug resistant) oznacza opornos¢ na wszystkie, poza jedng
lub dwiema klasami antybiotykdw, ktore w warunkach naturalnych sg
skuteczne wobec danego mikroorganizmu, natomiast catkowita opornosc¢
(PDR - z ang. pan-drug resistance) oznacza opornos¢ na wszystkie dostepne
leki przeciwdrobnoustrojowe. [7] Rozrdéznienie terminologii ma zasadnicze
znaczenie w kontekscie terapii oraz klasyfikacji drobnoustrojéw, poniewaz

kazda klasa opornosci znaczgco ogranicza dostepne opcje terapeutyczne.

Réznice miedzy opornoscig naturalng oraz nabytg sg fundamentalne.
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Opornos¢ naturalna wynika z specyfiki gatunkowej i jest stabilna, natomiast
opornos¢ nabyta pojawia sie wskutek adaptacji bakterii do np. niekorzystnych
warunkéw srodowiskowych (takich jak pojawienie sie czgsteczek antybiotykéw
w Srodowisku). Ponadto w niektorych srodowiskach (takich jak srodowiska
szpitalne) oporno$¢ bakterii moze sie szybko rozprzestrzeniaé, zwtaszcza
wskutek presji selekcyjnej. [5] Jedng z grup drobnoustrojéw pojawiajgcych sie
szeroko w roznych srodowiskach i odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne
jest rodzina pateczek jelitowych Enterobacterales. W obrebie tej rodziny
najbardziej istotnymi w kontekscie klinicznym sg szczepy E. coli produkujgce
enzymy ESBL, K. pneumoniae z rosngcg liczbg szczepdw wytwarzajgcych
karbapenemazy oraz Enterobacter spp. wykazujgce coraz wiekszg opornosc¢
na antybiotyki o szerokim spektrum substratowym, takie jak cefalosporyny Il

generacji i karbapenemy. [8]

Wieloletni wzrost czestotliwosci wystepowania szczepow MDR
Enterobacterales wigze sie z istotnymi konsekwencjami klinicznymi i
terapeutycznymi. Ograniczenie skutecznych opcji terapeutycznych prowadzi
czesto do koniecznosci stosowania lekdow o wiekszej toksycznosci,
zwiekszonych kosztow leczenia, wydtuza hospitalizacje oraz zwieksza ryzyko
niepowodzenia terapii i Smiertelnosci. Zjawisko to wystepuje na catym swiecie
i dotyczy szczegodlnie srodowisk szpitalnych, gdzie pacjenci sg poddawani
réznym procedurom medycznym, ktory zwieksza ryzyko zakazenia tego typu

drobnoustrojami. [4]

Rozprzestrzenianie sie szczepdw wielolekoopornych z  rodziny
Enterobacterales stanowi powazne wyzwanie dla wspodtczesnej medycyny,
wymuszajgc koniecznos¢ opracowywania nowych strategii terapeutycznych i
pogtebionej analizy mechanizmdéw opornosci, ktére umozliwiajg przetrwanie

drobnoustrojow w obecnosci coraz szerszego spektrum antybiotykdw.

Antybiotykoopornos¢ (AMR — ang. antimicrobial resistance) stanowi
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jedno z najwiekszych zagrozen zdrowia publicznego na swiecie. Wedtug
najnowszych prognoz, do 2050 roku liczba zgondéw spowodowana
wyczerpaniem dostepnych opcji terapeutycznych przewyzszy liczbe zgondéw
spowodowanych przez nowotwory. Wedtug najnowszych prognoz Swiatowe;
Organizacji Zdrowia (WHO - ang. World Health Organization) zakazenia
wywotane szczepami lekoopornymi mogg by¢ bezposrednig przyczyng nawet
39 miliondw zgondw na swiecie w okresie od 2025 do 2030 roku. [9] W 2019
roku oszacowano, iz AMR odpowiadata za ponad 1 milion zgondéw rocznie
oraz przyczyniata sie do 5 milionédw zgondéw na swiecie. Szczegolnie dotkniete
problemem lekoopornosci sg kraje nisko- i Srednio rozwiniete, ktore nie
przeznaczajg wystarczajgcych srodkow na diagnostyke oraz leczenia
zakazen. W kolejnych latach przewiduje sie wzrost liczby zakazen i zgonow
wywotanych przez AMR. Najszybsze wzrosty dotyczg Gram-ujemnych
pateczek, w tym Enterobacterales (szczegdlnie szczepéw ESBL+ oraz
produkujgcych karbapenemazy). Gtéwnymi czynnikami napedzajgcymi AMR
sg nadmierne i niewtasciwe stosowanie antybiotykéw, niedostepnos¢ nowych

lekow w niektorych regionach oraz migracje. [9]

W krajach europejskich sytuacja rowniez ulega pogorszeniu — wedtug
Europejskiego Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb (ECDC - z ang.
European Centre for Disease Prevention and Control) kazdego roku ponad 30
tysiecy osOb umiera wskutek zakazen wywotanych przez oporne bakterie. [10]
Dodatkowo cata sytuacja generuje wielomiliardowe koszty leczenia.
Najwieksze zagrozenie wsréd bakterii stanowig E. coli oraz K. pneumoniae, u
ktérych gwaltownie rosnie odsetek szczepow opornych na kluczowe
antybiotyki o szerokim spektrum dziatania — karbapenemy oraz cefalosporyny
trzeciej generacji. Z raportu ECDC wynika, iz w krajach Unii Europejskiej w
latach 2019 — 2023 nastgpit wzrost liczby bakteriemii wywotanych przez
karbapenemazo-dodatnig K. pneumoniae o ponad 50% (wzrost z 2,52 do 3,97
na 100 000 mieszkancoéw). [3,11] Podobne wzrosty odnotowuje sie wsrod E.
coli i K. pneumoniae opornych na cefalosporyny. Najwiekszy odsetek zakazen
wywotanych przez szczepy MDR odnotowuje sie w krajach Europy
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Potudniowej i Srodkowo-Wschodniej — Grecji, Wtoszech, Rumunii, Butgarii,
Polsce, ale takze w Niemczech. Sytuacja ta moze mie¢ zwigzek z konsumpcjg

antybiotykdw w danych krajach, ktéra przewyzsza srednig europejskg. [3]

W Polsce epidemiologia narasta spdjnie z trendami europejskimi, z
kilkoma czynnikami przyspieszajgcymi caty proces. Problem dotyczy réwniez
narastania opornosci wsrod pateczek Enterobacterales, przede wszystkim E.
coli oraz K. pneumoniae. Najnowsze dane Narodowego Instytutu Lekéw (NIL)
oraz Krajowego Os$rodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow
(KORDL) potwierdzajg wysokg czestos¢ szczepéw ESBL-dodatnich oraz
Enterobacterales produkujgcych karbapenemazy (CPE -  ang.
carbapenemase-producing Enterobacterales). [12] Raport NIL potwierdza, iz w
niektérych regionach (w szczegdlnosci wysoko zaludnionych) ponad 10%
szczepow K. pneumoniae to szczepy CPE, a udziat szczepow ESBL-
dodatnich szacuje sie na okoto 40%. Raporty KORDL podaja, ze ponad 30%
izolatow E. coli oraz 40% izolatéw K. pneumoniae to szczepy ESBL-dodatnie,
ponadto obserwuje sie sukcesywny wzrost ognisk epidemicznych zwigzanych
z CPE w szpitalach, w szczegdélnosci na oddziatach intensywnej terapii oraz
neonatologii. [12] Te oddziaty sg szczegdlnie predysponowane, ze wzgledu na
fakt hospitalizacji pacjentow z grup ryzyka, poddawanych inwazyjnym
procedurom medycznym oraz w immunosupresji. Tak samo jak w innych
krajach europejskich odnotowuje sie korelacje miedzy zmianami trenddow

opornosci a wysokg konsumpcjg antybiotykow.

Molekularne podstawy wielolekooopornosci Enterobacterales

Wielolekoopornos¢  pateczek  Enterobacterales jest zjawiskiem
wynikajgcym z wspotwystepowania wielu mechanizméw molekularnych, ktére
umozliwiajg przetrwanie Dbakterii w trudnych dla nich warunkach
srodowiskowych (takich jak obecnos¢ licznych klas antybiotykow w srodowisku

komorki bakteryjnej). [9] Zdolno$¢ ta jest efektem zaréwno umiejetnosci
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dostosowywania sie bakterii do panujgcych warunkow, wysokiej plastycznosci
genomu bakterii Gram-ujemnych oraz naduzywania lekow
przeciwdrobnoustrojowych w medycynie, weterynarii oraz srodowisku
naturalnym. Wsrod Enterobacterales szczegdlnie istotne sg mechanizmy
warunkujgce szerokie spektrum opornosci na antybiotyki oraz ich szybkie
rozprzestrzenianie pomiedzy réznymi gatunkami za pomocg mobilnych

elementow genetycznych, takich jak np. plazmidy, transpozony i integrony. [4]

Jednym z najistotniejszych i najczesciej wystepujgcych mechanizmow
molekularnych prowadzgcych do wielolekoopornosci ws$rod pateczek
Enterobacterales jest produkcja enzymow zdolnych do inaktywacji szerokiego
wachlarza antybiotykow. Z klinicznego punktu widzenia najwazniejszymi z nich
sg trzy grupy enzymow: beta-laktamazy o szerokim spektrum substratowym

(ESBL), cefalosporynazy AmpC oraz karbapenemazy. [5,6]

ESBL nalezg do najwazniejszych i najczestszych mechanizméw
opornosci wsréd szpitalnych i srodowiskowych izolatdw Enterobacterales.
Enzymy te hydrolizujg antybiotyki beta-laktamowe, takie jak penicyliny,
wiekszos¢ cefalosporyn (poza cefamycynami) i monobaktamy. Mechanizm
dziatania opiera sie na rozcinaniu pierscienia beta-laktamowego, ktory jest
kluczowym elementem strukturalnym w czgsteczkach hydrolizowanych
antybiotykdéw, co prowadzi do utraty ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.
[13] Na przestrzeni lat udato sie wykryC rézne typy i rodziny nalezgce do
ESBL. Wsréd licznych rodzin, kluczowg role kliniczng i epidemiologiczng

odgrywaja:

1. CTX-M — obecnie najczesciej wystepujgca rodzina ESBL na Swiecie.
Enzymy te wywodzg sie z chromosomalnych beta-laktamaz i zostaty
przeniesione na plazmidy. Hydrolizujg cefalosporyny, przede wszystkim
cefotaksym. Rodzina CTX-M dzieli sie na ponad 150 podtypow,
pogrupowanych w pie¢ grup filogenetycznych: CTX-M-1, -2, -8, -9, -25.
Najczestszym podtypem w Europie pozostaje CTX-M-15, a jego odsetek
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u szczepéw E. coli i K. pneumoniae roénie. Czesto towarzyszy im
opornosc¢ na aminoglikozydy, fluorochinolony oraz
trimetoprim/sulfametoksazol.

2. TEM - najwczesniej opisana rodzina ESBL, odkryta u pateczek E. coli w
Grecji oraz Francji. Podtypy TEM-1 i TEM-2 hydrolizujg gtéwnie
penicyliny, natomiast wskutek mutacji punktowych w genach doszto do
rozszerzenia opornosci na cefalosporyny, ktére zauwazalne jest w
podtypie TEM-3 i kolejnych. [13]

3. SHV - odkryta po raz pierwszy u K. pneumoniae. Pierwotnie
hydrolizowata penicyliny, jednakze wskutek mutacji rozwineta sie
zdolnos¢ do rozkfadania cefalosporyn — podtyp SHV-2 i pochodne.

Wystepuje najczesciej u K. pneumoniae. [13]

Gtowng przyczyng rozprzestrzeniania sie ESBL jest obecnos¢ gendw na
mobilnych elementach (takich jak plazmidy, transpozony, integrony).
Umozliwia to transfer gendw miedzy wieloma szczepami bakteryjnymi, w wielu
Srodowiskach, przede wszystkim w Srodowisku szpitalnym. Mobilne elementy
mogg zawiera¢ dodatkowo inne geny opornosci (np. zwigzane z opornoscig na
aminoglikozydy lub chinolony), ktére sprzyjajg wyksztatcaniu fenotypu
MDR/XDR u bakterii. [3,13]

Odsetki zakazen wywotanych przez szczepy ESBL-dodatnie sg jednymi
z najwyzszych w Europie (i Polsce), szczegdlnie wsréd E. coli i K.
pneumoniae. Szczepy te sg odpowiedzialne za wiekszo$¢ groznych zakazen
szpitalnych, takich jak bakteriemia, zakazenia ukltadu moczowego (ZUM),
zakazenia ran oraz zapalenia ptuc. Ponadto obserwuje sie wystepowanie tych
szczepdw w Srodowiskach pozaszpitalnych. Diagnostyka wymaga stosowania

testow fenotypowych, a leczenie powinno by¢ poparte antybiogramem.

Karbapenemazy to grupa beta-laktamaz, ktére wykazujg zdolno$é do
hydrolizy karbapenemdw — antybiotykdw o szerokim spektrum substratowym,

stosowanych w sytuacjach, gdy inne opcje terapeutyczne sg wyczerpane. LeKi
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te sg czesto okreslane ,lekami ostatniej szansy” w terapii ciezkich i
wielolekoopornych zakazen bakteryjnych. Pojawienie sie karbapenemaz u
Enterobacterales jest jednym z najpowazniejszych wyzwanh wspotczesnej
medycyny. [12] Karbapenemazy dziatajg poprzez rozkfad pierscienia beta-
laktamowego karbapenemow, neutralizujgc ich dziatanie przeciwbakteryjne.
[14] Karbapenemazy dzieli sie na kilka gtéwnych klas wedtug klasyfikacji
Amblera, ktéra opiera sie na réznicach w budowie molekularnej i mechanizmie

dziatania tych enzymow:

1. Klasa A sg to serynowe beta-laktamazy, ktorych najbardziej znanym
przedstawicielem jest KPC (ang. Klebsiella ~ pneumoniae
carbapenemase). Enzymy te potrafig rozktada¢ szeroki wachlarz
antybiotykdw beta laktamowych, w tym karbapenemy oraz wykazujg
opornos¢ na inhibitory beta-laktamaz, takie jak kwas klawulanowy i
tazobaktam. KPC jest szeroko rozpowszechniony przede wszystkim w
Ameryce i Europie, a jego obecnos¢ na plazmidach umozliwia szybkie
rozprzestrzenianie sie tego mechanizmu wsréd roznych gatunkéw z
rodziny Enterobacterales. [3,14]

2. Klasa B to metalo-beta-laktamazy (MBL), ktére do swojego dziatania
wymagajg jonéw metali, gtdwnie cynku. Najbardziej znang z tej grupy
jest NDM (z ang. New Delhi Metallo-beta-lactamase), ktorej wykrycie
zapoczatkowato  dyskusje na temat lekoopornosci  bakterii.
Rozprzestrzenianie NDM jest globalne, obecnie najczestsze rejony, w
ktorych wykrywany jest ten fenotyp stanowig Azja Potudniowa, Afryka i
Europa. Najczesciej wykrywany wariant to NDM-1, ale opisano ponad
20 podtypéw. Inne istotne klinicznie MBL to: VIM (z ang. Verona
Integron-encoded  Metallo-beta-lactamase) oraz IMP (z ang.
Imipenemase). VIM jest szeroko rozpowszechniony w Europie, gtéwnie
w srodowiskach szpitalnych, gdzie najczesciej wykrywa sie podtyp VIM-
2, dominujgcy u Gram-ujemnych pateczek niefermentujgcych. Podtyp

ten bywa rowniez wykrywany u Enterobacterales. IMP zostat pierwotnie
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wykryty w Japonii, obecnie opisano ponad 80 podtypow tego enzymu.
Najczesciej wykrywany jest w Azji. [12,14]

3. Klasa D jest to grupa oksycylinaz (OXA). Beta-laktamazy tej grupy
cechuje mechanizm serynowy, lecz struktura miejsca aktywnego rozni
sie w innych klasach. Najwazniejszym przedstawicielem jest OXA-48,
ktéry zostat po raz pierwszy opisany w Turcji, a obecnie jest
rozpowszechniony w Europie i Afryce. OXA-48 skutecznie hydrolizuje
karbapenemy, ale wykazuje stabg aktywnos$¢ wobec cefalosporyn.
Ponadto szczepy posiadajgce ten mechanizm dos¢ czesto posiadajg
inne mechanizmy opornosci, takie jak np. AmpC (chromomalna
cefalosporynaza), co dodatkowo ogranicza dostepne opcje

terapeutyczne. [14]

Zakazenia wywotane przez bakterie produkujgce karbapenemazy, takie
jak CPE, mogg prowadzi¢ do powaznych utrudnien w leczeniu z powodu
ograniczenia dostepnych opcji terapeutycznych. Opornos¢ na karbapenemy
wymusza stosowanie lekéw starszej generacji lub lekdw o wyzszej
toksycznosci (np. kolistyny). Weczesna diagnostyka i identyfikacja
karbapenemaz jest kluczowa nie tylko w kontekscie klinicznym, ale takze
epidemiologicznym, umozliwiajgc wdrozenie odpowiedniej terapii oraz dziatan

zapobiegawczych w placéwkach szpitalnych.

AmpC beta-laktamazy to wazna grupa enzymow, ktéra hydrolizuje
antybiotyki beta-laktamowe. Wystepuje u wielu gatunkéw Enterobacterales.
[15] Enzymy AmpC nalezg do klasy C w klasyfikacji Amblera i sg serynowymi
beta-laktamazami. Odpowiadajg gtdwnie za hydrolize penicylin, cefalosporyn Il
i [Il generacji oraz cefamycyn. Ich aktywnos¢ nie obejmuje karbapenemoéw, co
jest cechag roznicujgcg te enzymy od karbapenemaz. [15] Geny kodujgce
AmpC mogg by¢ chromosomalne (indukowalne) oraz plazmidowe (o statej
ekspresji). [14] Chromosomalne AmpC jest powszechnie wystepujgce u E.
cloacae, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Morganella morganii, a ich

ekspresja moze byc¢ indukowana pod wptywem beta-laktamdéw. Plazmidowe
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AmpC jest nabyte i wystepuje gtéwnie u E. coli oraz K. pneumoniae. [14,15]
Wystepowanie gendéw na plazmidach umozliwia ich szybkie przenoszenie za
pomocg HGT miedzy bakteriami. Rozprzestrzenianie sie plazmidowych AmpC
moze spowodowac wysokie wskazniki opornosci na cefalosporyny Il generacji
u E. coli i K. pneumoniae w warunkach klinicznych. Szczepy produkujgce
AmpC, czesto jednoczesnie wykazujg oporno$¢ na inne grupy lekdow, co jest
efektem wspétwystepowania innych gendédw opornosci na plazmidzie i w
konsekwencji wyksztatceniem fenotypu MDR. W Europie i Polsce narasta
wykrywalnos¢ Enterobacterales z AmpC, zwitaszcza w zakazeniach ukfadu
moczowego, uktadu oddechowego i bakteriemiach. [11,12] Problem ten
dotyczy zaréwno srodowisk szpitalnych, jak i pozaszpitalnych, co wigze sie z
szerokg presjg antybiotykowg i dynamicznym HGT. Wykrywanie AmpC w
testach klasycznych moze byC niewystarczajgce, dlatego wymagane sg
badania fenotypowe i genotypowe. [14] Szczep, ktéry wykazuje opornos¢ na
cefalosporyny Il generacji oraz niewrazliwos¢ na inhibitory beta-laktamaz
sugeruje obecnos¢ AmpC. Diagnostyka i wykrywanie AmpC (szczegolnie
plazmidowych) stanowi wyzwanie w zwalczaniu wielolekoopornosci w
szpitalach i srodowisku. Skuteczne procedury kontroli zakazeh powinny by¢
wdrozone, aby mdc ograniczy¢ presje selekcyjng i dynamiczne

rozprzestrzenianie tych genow.

Btona zewnetrzna (OM - ang. outer membrane) u bakterii Gram-
ujemnych stanowi podstawowg linie obrony, dziatajgc jako mechaniczna i
fizjologiczna bariera przed szkodliwymi warunkami srodowiska. OM chroni
komorke bakteryjng przed antybiotykami, srodkami dezynfekcyjnymi, biatkami i
innymi potencjalnie szkodliwymi czynnikami. [1] Poriny to struktury, ktore
odpowiadajg za transport substancji o niskiej masie (do 600 Da). Wsrod
pateczek Enterobacterales poriny produkowane sg gtownie przez E. coli, E.
cloacae oraz K. pneumoniae. Jednym z kluczowych mechanizmdw opornosci

jest modyfikacja porin lub ich utrata, co skutkuje zmniejszeniem
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przepuszczalnosci btony zewnetrznej dla réznych substancji. E. coli
syntetyzuje poriny OmpC i OmpF, natomiast K. pneumoniae — OmpK35 i
OmpK36. [16] Zmiany ilosciowe (utrata porin) lub jakosciowe (mutacja,
modyfikacja strukturalna) powodujg ograniczenie przenikania antybiotyku do
przestrzeni periplazmatycznej i wnetrza komorki bakteryjnej. Zjawisko to
dotyczy przede wszystkim beta-laktaméw, chinolonbw oraz niektérych
aminoglikozydéw. [16] Utrata OmpK35 zwieksza opornos¢ na cefalosporyny,
natomiast dodatkowa utrata lub mutacja w OmpK36 prowadzi do ograniczenia
wnikania karbapenemdéw, w szczegdlnosci, gdy wspotistnieje z produkcjg
AmpC lub karbapenemaz. Takie zjawisko obserwowane jest wsrdd szpitalnych
szczepoOw z rodziny Enterobacterales, przede wszystkim u K. pneumoniae.
[16,17] Ten mechanizm opornosci jest trudny do przetamania, nawet przy
zastosowaniu nowoczesnych antybiotykow i znacznie ogranicza mozliwosci
terapii. Ponadto ten mechanizm moze wystepowacC z innymi, prowadzgc do

wytworzenia fenotypu MDR/XDR.

Pompy efflux to biatka, ktérych zadaniem jest aktywne usuwanie
substancji szkodliwych dla komorki bakteryjnej do srodowiska. Ich zasadnicza
rola polega na aktywnym usuwaniu duzej grupy szkodliwych substanciji, takich
jak antybiotyki, toksyczne metabolity komodrkowe, toksyny, metale ciezkie,
srodki antyseptyczne, dezynfekcyjne i konserwanty. [4] Do dziatania pomp
efflux wymagana jest energia, najczesciej w postaci ATP. Caty proces
sprawia, ze stezenie leku przeciwdrobnoustrojowego w komoérce bakteryjnej
jest nizsze od poziomu terapeutycznego i umozliwia przetrwania bakterii mimo
obecnosci czynnika przeciwdrobnoustrojowego. Ponadto pompy te zwigzane
sg z wytwarzaniem biofilmu bakteryjnego. [4] Pompy efflux sg szeroko
rozpowszechnione u pateczek Enterobacterales, stanowigc jeden z
kluczowych nienabytych mechanizmow wielolekoopornosci. Dzielg sie na 5
rodzin, z ktérych kluczowe sg rodziny RND (z ang. Resistance-Nodulation

Division) oraz MFS (z ang. Major Facilitator Family). Najlepiej poznang pompg
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z rodziny RND jest pompa AcrAB-TolC, ktora jest obecna m.in. u E. coli i K.
pneumoniae, ale moze by¢ obecna takze u E. cloacae, w zwigzku z ich bliskim
pokrewienstwem. [4,18] System ten sktada sie z trzech biatek: pompy
wbudowanej w btone cytoplazmatyczng (AcrB), kanatu btony zewnetrznej
(TolC) oraz biatka tgczgcego peryplazme (AcrA). Uktad pompy pozwala na
bezposrednie usuwanie lekéw z komoérki do Srodowiska, z pominieciem
przestrzeni periplazmatycznej. Pompy efflux majg szerokie spektrum
transportowanych zwigzkéw, ktéry obejmuje m.in. niektore beta-laktamy,
chinolony, chloramfenikol, tetracykliny, makrolidy, linkozamidy, barwniki, sole
zOtciowe i detergenty. [16] Ponadto pompy mogg usuwac ,leki ostatnigj
szansy”, takie jak karbapenemy, kolistyne i tigecykline przy
wspotwystepowaniu innych mechanizmdéw opornosci, co skutkuje wyzwaniem

w leczeniu zakazen takim szczepem bakteryjnym. [4]

Pompy efflux u Enterobacterales moze by¢ zardwno wrodzona
(naturalnie wystepujgca u niektoérych gatunkéw), jak i nabyta. Nabywanie tego
mechanizmu opiera sie na kilku sciezkach, ktére prowadzg do zwiekszonej

ekspresji genow lub aktywnosci pomp. [19]

1. Bakterie mogg naby¢ mutacje w obszarach regulatorowych genow
kontrolujgcych ekspresje pomp efflux. Przyktadami takich gendéw sg
marR, soxS, ramA lub acrR, ktére dziatajg jako represory Iub
aktywatory szlakow ekspresji systemow z rodziny RND. Mutacje
dezaktywujgce represory mogg skutkowaé w niekontrolowane]
nadekspresji pompy, a efekt ten utrzymuje sie bez presji
antybiotykéw. Takie szczepy bardzo szybko przenoszg sie klonalnie
w Srodowiskach szpitalnych. [4]

2. Czesc¢ genow kodujgcych systemy efflux znajdujg sie na mobilnych
elementach genetycznych (takich jak plazmidy, transpozony,
integrony). Plazmidy mogg by¢ przekazywane w obrebie szczepow i
gatunkow Enterobacterales na drodze koniugacji, rzadziej przez

transformacje i transdukcje. W rezultacie fenotyp opornosci
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wywotanej przez systemy efflux tatwo mogg rozprzestrzenia¢ sie w
srodowisku szpitalnym, podatnym na kontakt drobnoustrojéw
wielolekoopornych. [16]

3. Ekspozycja bakterii na subinhibicyjne (mniejsze, niz stezenie
terapeutyczne) dawki antybiotykéw, srodkow dezynfekcyjnych, metali
ciezkich czy innych toksyn prowadzi do wytworzenia presji
selekcyjnej. Bakterie, ktére cechuje wyzsza ekspresja pomp efflux
potrafig szybciej sie namnazaé. Ponadto obecnos¢ innych
antybiotykdw w srodowisku komorki bakteryjnej lub obecnos¢ innych
srodkéw niebedacych antybiotykami (takimi jak $rodki czyszczace)
moze indukowac zwigkszong ekspresje genow systemow efflux, co
promuje rozwoj tego typu mechanizmu opornosci. [16]

4. Zwiekszona ekspresja pomp moze przebiegaC razem z innymi
mechanizmami, takimi jak produkcja beta-laktamaz czy zmiany w
porinach bton zewnetrznych bakterii. Ztozone mobilne elementy
genetyczne mogg przenosic wiele gendw zwigzanych z
mechanizmami opornosci, co skutkuje w wytworzeniu fenotypdéw
MDR/XDR. Dodatkowo, niektére mutacje zwigzane z pompami efflux
mogg promowac opornos¢ na Srodki dezynfekcyjne, co zwieksza

przezywalnosc¢ bakterii w trudnych warunkach srodowiskowych. [4]

W praktyce klinicznej nadekspresja pomp efflux wykrywana jest czesto u
K. pneumoniae i E. coli wykazujgcych opornos¢ na chinolony oraz tetracykliny.
[17] Sam fenotyp opornosci jest niezwykle trudny do wykrycia za pomocag
rutynowych testow mikrobiologicznych. Nie istniejg obecnie referencyjne testy
pozwalajgce na szybkie i bezposrednie wykrycie tego mechanizmu opornosci
u bakterii. W laboratoriach badawczych mozna przeprowadzi¢ testy
fenotypowe (polegajgce na dodaniu inhibitora pomp efflux do szczepu
badanego hodowanego z antybiotykiem) lub testy genotypowe (reakcja
tancuchowa polimerazy — PCR lub real-time PCR z oceng ekspresji gendéw w
materiale genetycznym). Obecnie nie stosuje sie jednak zadnych
komercyjnych testéw rutynowo wykrywajgcych systemy efflux w standardowej
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diagnostyce mikrobiologicznej.

Mechanizm modyfikacji docelowego miejsca dziatania leku to jeden z
istotnych mechanizmoéw opornosci, ktory umozliwia bakteriom przetrwanie w
obecnosci lekow przeciwdrobnoustrojowych. [6] Mechanizm ten moze
wystepowa¢ u pateczek Enterobacterales i polega przede wszystkim na
zmianie docelowego miejsca wigzania antybiotykow beta-laktamowych, czyli
biatka PBP (z ang. penicilin-binding protein) oraz antybiotykéw dziatajgcych na
synteze bakteryjnego DNA (np. chinolonéw). [20] Biatka PBP znajdujg sie w
btonie komdrkowej bakterii i petnig kluczowg role w syntezie peptydoglikanu —
gtéwnego budulca sciany komdérkowej. Beta-laktamy wigzg sie z biatkiem PBP,
blokujgc ich dziatanie oraz hamujgc powstawanie sciany komorkowej. Mutacje
punktowe, delecje lub insercje w genach kodujgcych PBP mogg spowodowac
zmiany konformacyjne miejsca aktywnego biatka. [21] W rezultacie
powinowactwo beta-laktamow do biatka maleje, a antybiotyk nie jest w stanie
zahamowa¢ aktywnosci PBP, co skutkuje przezyciem bakterii i
wyksztatceniem fenotypu opornosci na te klase antybiotykow. W rodzinie
pateczek Enterobacterales obserwuje sie przede wszystkim mutacje w genach
kodujgcych biatka PBP, ktorych znaczenie narasta w kontekscie zwiekszonej

presji antybiotykow. [21]

Kolejng istotng modyfikacjg sg mutacje dotyczgce enzyméw biorgcych
udziat w replikacji i naprawie DNA, takich jak topoizomeraza Il i IV. Chinolony
hamujg funkcje tych enzymdw, uniemozliwiajgc bakteriom podziaty i
przetrwanie. Mutacje w genach gyrA (kodujgcym topoizomeraze Il) i parC
(kodujgcym topoizomeraze V) zmieniajg strukture docelowg dla antybiotyku,
w wyniku czego nie dochodzi do zahamowania podziatéw bakteryjnych. Ten
mechanizm opornosci jest najczestszym warunkujgcym oporno$¢ na
chinolony, a jego wspotwystepowanie z innymi mechanizmami moze

promowac powstawanie fenotypu MDR/XDR u bakterii. [21]
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Modyfikacje miejsc docelowych mogg powodowac brak dziatania nawet
najnowszych  antybiotykéw beta-laktamowych oraz chinolonéw, w
szczegolnosci w wspoétwystepowaniu tych mechanizmoéw wraz z innymi. W
praktyce klinicznej pojedyncze mutacje nie wywotujg wysokiego poziomu
opornosci na dang klase antybiotykow, jednakze w potaczeniu z innymi
mechanizmami moga prowadzi¢ do wytworzenia fenotypdw

wielolekoopornosci i narastania niepowodzen terapii.

Horyzontalny transfer genow to kluczowy mechanizm umozliwiajgcy
szybkie szerzenie sie mechanizmow opornosci na antybiotyki wsrdd bakterii. Z
pomocg HGT bakterie mogg pozyskiwaC geny opornosci czesto od
niespokrewnionych  szczepow czy tez gatunkdw, co przyspiesza
rozprzestrzenianie sie opornosci w srodowisku. Do gtéwnych mechanizmdw

HGT zaliczamy koniugacje, transformacje oraz transdukcje. [4]

Koniugacja to najwazniejszy proces przekazywania materiatu
genetycznego wystepujgcego u bakterii. Koniugacja to rowniez najwazniejszy
mechanizm szerzenia opornosci wsrod pateczek Enterobacterales. Polega na
bezposrednim przekazaniu plazmidu z komérki dawcy do komérki biorcy
poprzez specjalne struktury (pili ptciowe). Plazmidy czesto zawierajg wiele
gendw kodujgcych rézne mechanizmy opornosci i mogg by¢ sprawnie
przekazywane w warunkach szpitalnych, ktére sg bardzo sprzyjajgce dla tego
procesu (wysokie zageszczenie bakterii, obecno$¢ bakterii wytwarzajgcych
biofilm na sprzecie medycznym, dlugotrwata antybiotykoterapia, stosowanie
srodkow dezynfekcyjnych). Koniugacja umozliwia powstawanie tzw.
.superplazmidow”, czyli struktur kodujgcych wiele réznych determinant
opornosci (np. ESBL, KPC, dodatkowe mechanizmy), co w praktyce klinicznej
moze oznaczac pojawienie sie szczepow bakteryjnych niepodatnych nawet na

leki ,ostatniej szansy”. [4,22]

Transformacja to proces, w ktérym bakteria pobiera wolne DNA z
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otoczenia i wbudowuje go do swojego genomu. Transformacja rzadziej
wystepuje u Enterobacterales, natomiast czesciej u bakterii Gram-dodatnich,
ale moze byc istotna w miejscach, gdzie dochodzi do uszkodzen komorek i
uwolnienia materiatu genetycznego do Srodowiska (np. podczas

antybiotykoterapii). [22]

W mechanizmie transdukcji dochodzi do przenoszenia fragmentéw DNA
za pomocg bakteriofagow. Bakteriofagi moga przenosi¢ geny opornosci
miedzy komorkami i powodowaé¢ wytworzenie fenotypu MDR/XDR.
Transdukcja ma mniejsze znaczenie, w porownaniu do koniugacji, jednakze

moze brac udziat w rozprzestrzenianiu sie determinant opornosci. [22]

Efektem HGT jest szybkie i powszechne rozprzestrzenianie sie
wielolekkoopornosci, zwlaszcza w srodowiskach szpitalnych oraz w
populacjach bakteryjnych poddanych silnej presji selekcyjnej (np. stosowanie
antybiotykéw, srodkéw dezynfekcyjnych). Dzieki HGT pateczki jelitowe mogg
wyksztatcaé fenotyp wielolekoopornosci, dzieki nabywaniu licznych gendéw
kodujgcych mechanizmy opornosci. [4] Kontrola HGT nalezy do
fundamentalnych elementow polityKi przeciwdziatania narastaniu
wielolekoopornosci. Kluczowe  jest  ograniczenie nieuzasadnionej
antybiotykoterapii, monitoring ognisk epidemicznych, skuteczna izolacja

pacjentdéw oraz poszukiwanie i wdrazanie nowych strategii terapeutycznych.
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Rycina 1. Najczesciej wystepujgce mechanizmy opornosci u pateczek Enterobacterales

Nowe opcje terapeutyczne w leczeniu lekoopornych

Enterobacterales

W ostatnich latach nowe potgczenia antybiotykow z inhibitorami beta-
laktamaz zyskujg na znaczeniu. Miedzynarodowe agencje lekow, takie jak
amerykanska FDA (ang. Food and Drug Administration) lub europejska EMA
(ang. European Medicines Agency) w ostatnich 10 latach zatwierdzajg nowe
potgczenia lekow z inhibitorami, miedzy innymi do leczenia MDR Gram-
ujemnych. Celem takich terapii jest przetamanie opornosci warunkowane;j
obecnoscig szeroko rozpowszechnionych enzymow, ktére hydrolizujg

antybiotyki (np. ESBL, MBL, karbapenemazy).

Cefiderokol to jeden z nowszych antybiotykéw z grupy cefalosporyn,
ktory budowg zblizony jest do ceftazydymu oraz cefepimu. Mechanizm
dziatania opiera sie na tzw. metodzie ,konia trojanskiego”, ktdra polega na
chelatowaniu zelaza przez czgsteczke leku, ktora wykorzystuje specyficzne

transportery zelaza w drobnoustrojach do przejscia przez btone zewnetrzng.
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[23] Nowa struktura czgsteczki cefiderokolu wykazuje zwiekszong stabilnosc
wobec Dbeta-laktamaz, co skutkuje wysokg aktywnos¢ wobec wielu
mechanizmow opornosci bakterii, takich jak KPC, NDM, OXA oraz VIM. [23]
Oprécz dziatania na enzymy rozkfadajgce beta-laktamazy, lek wykazuje
wysokie powinowactwo do biatek wigzgcych penicyline (biatka PBP), zaréwno
u pateczek Enterobacterales oraz Gram-ujemnych pateczek niefermentujgcych
(takich jak np. Pseudomonas aeruginosa). Preparat zawierajgcy cefiderokol
zostat zatwierdzony przez EMA w kwietniu 2020 roku oraz przez FDA w
listopadzie 2019 roku. [23]

Imipenem/relebactam to potgczenie antybiotyku z grupy karbapenemow
oraz nowoczesnego Iinhibitora beta-laktamaz. Mechanizm dziatania jest
potgczeniem mechanizmu obu substancji — dochodzi do zakitdécenia syntezy
biatek PBP w Scianie komérkowej bakterii oraz hamowania enzymow, ktoére
mogtyby rozktadac ten lek. [24] Skutecznos¢ dotyczy gtéwnie szczepdéw ESBL-
dodatnich oraz KPC-dodatnich, a takze niektérych szczepéw AmpC-dodatnich.
Ponadto wykazano, iz relebactam jest dezaktywowany przez metalo-beta-
laktamazy klasy B, takie jak IMP, NDM, VIM oraz wykazuje ograniczone
dziatanie wobec szczepom wytwarzajgcym OXA-48. [24,25]
Imipenem/relebactam zostat zatwierdzony przez EMA w lutym 2020 roku, a

przez FDA w lipcu 2019 roku.

Azteonam-avibactam to obecnie opracowywana kombinacja, ktora
zawiera aztreonam - antybiotyk beta-laktamowy odporny na dziatanie
enzymow MBL, ale podatny na degradacje przez inne enzymy, takie jak ESBL,
KPC Ilub AmpC oraz avibactam - skuteczny wobec beta-laktamaz
serynowych, lecz nie dziatajgcy na MBL. [25] Potgczenie pokonuje niemalze
wszystkie mechanizmy opornosci enzymatycznej, umozliwiajgc leczenie
zakazen szczepami CPE. Kliniczne badania Il fazy wykazaty 97%
skutecznos¢ wobec szczepdw MDR/XDR, a sam lek jest rekomendowany do
leczenia lekoopornych szczepdéw, zaréwno szpitalnych jak i srodowiskowych.

[25] Dzieki zadowalajgcym wynikom badan, FDA zaakceptowata ten lek w
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lutym 2025 roku, natomiast EMA zatwierdzita lek w kwietniu 2024 roku.

Sulbactam/durlobactam zostat zatwierdzony w maju 2023 roku przez
FDA, natomiast EMA jeszcze go nie zatwierdzita. Potgczenie obu substanciji
opiera sie na kombinacji jednego ze starszych antybiotykow beta-laktamowych
— sulbactamu oraz durlobactamu — jednego z nowszych inhibitoréw beta-
laktamaz. Potgczenie to zostato opracowane przede wszystkim w celu
leczenia wielolekoopornych Acinetobacter baumannii — Gram-ujemnej, czesto
wielolekoopornej pateczki, wobec ktorej réwniez istnieje mozliwos¢
wyczerpania dostepnych opcji terapeutycznych. [25] Sulbactam wykazuje
aktywnos¢ wobec A. baumannii, jednakze potencjat leku jest ograniczony
przez aktywnos¢ beta-laktamaz. Durlobactam to silny inhibitor beta-laktamaz
klasy A, C i D, ktoéry chroni sulbactam przed degradacjg oraz hamuje
wiekszoS¢ mechanizmdéw opornosci enzymatycznej. [25] W badaniach
porownujgcych dziatanie tej kombinacji oraz kolistyny — jednego z lekdéw
,ostatniej szansy” wykazano wyzszg skutecznoS¢ na korzyS¢ potgczenia
surbactam/durlobactam oraz nizszg nefrotoksycznosc. [25] Mimo faktu, iz
SUL/DUR dziata stabo na Enterobacterales, jest to jeden z pierwszych lekow

celowanych i zatwierdzonych do leczenia konkretnego rodzaju bakterii.

Nowoczesne potgczenia antybiotykow i inhibitorow moze stanowic jeden
z gtownych aspektéw walki 2z narastajgcg lekoopornoscia ws$rod
Enterobacterales. Uzycie tych lekdw oparte na zasadach racjonalnej
antybiotykoterapii oraz odpowiedniej diagnostyce mikrobiologicznej wraz z
interpretacjg mechanizmow opornosci moze umozliwi¢c skuteczne leczenie
zakazen, ktore byty uznawane wczesniej za trudne lub niemozliwe do

wyleczenia.

Terapia bakteriofagowa stanowi jedng z najciekawszych i najszybcie]
postepujgcych alternatyw wobec klasycznego leczenia za pomocg

antybiotykdw, szczegdlnie w kontekscie narastajgcej lekoopornosci zaréwno u
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Enterobacterales, ale takze u A. baumannii oraz P. aeruginosa. Bakteriofagi
sg wirusami bakteryjnymi, ktére mogq infekowac i niszczy¢ bakterie, dzieki
czemu mogg stuzy¢ jako specyficzne narzedzie skierowane przeciwko
czynnikowi etiologicznemu zakazenia. [26] Bakteriofagi dziatajg na zasadzie
rozpoznania konkretnej komorki bakteryjnej i adsorpcji do specyficznych
receptorow komoérkowych na powierzchni. Nastepnie wstrzykiwany jest
materiat genetyczny bakteriofaga oraz przeprowadzany cykl lityczny, ktérego
efektem koncowym jest rozpad (liza) komérki bakteryjnej. Jedng z
najwiekszych zalet tej metody jest wysoka swoisto$¢ wobec celu oraz
zdolnos¢ namnazania bakteriofaga w $rodowisku konkretnej bakterii, bez

zaburzania mikrobiomu. [26]

W ostatnich latach prowadzone sg intensywne badania kliniczne
dotyczgce terapii bakteriofagowej. Obecnie na platformie ClinicalTrials.gov
zarejestrowanych jest ponad 100 badan klinicznych z udziatem bakteriofagow,
ktére dotyczg przede wszystkim zakazen bakteriami Gram-ujemnymi. W
retrospektywnych analizach ponad 100 przypadkéw wykazano poprawe w
ponad 77% przypadkéw oraz eradykacje patogenu w 61%. [26] Interesujacym
aspektem jest najwyzsza skuteczno$é przy stosowaniu bakteriofagdw w
pofgczeniu z antybiotykami. Dziatanie bakteriofagdw moze przyczyni¢ sie do
przywrocenia wrazliwosci bakterii na antybiotyki, poprzez selekcje mutantéw z
nadekspresjg niektéorych mechanizmow opornosci (takich jak pompy efflux lub

receptory na powierzchni komorek).

Kluczowym wyzwaniem terapii bakteriofagowej pozostaje koniecznosc
doboru odpowiedniego faga do danego szczepu bakteryjnego
(personalizacja), ryzyko szybkiego rozwiniecia opornosci na fagi oraz problem
z szerokg dystrybucjg preparatow. Mimo powstatych ograniczen, badania
kliniczne dotyczgce terapii bakteriofagami sg ciggle prowadzone oraz ich
liczba stale rosnie. [26] Bakteriofagi mogtyby by¢ stosowane w zakazeniach
miejscowych (zakazenia ran, odlezyny), dozylnej oraz wziewnej (zapalenie

ptuc zwigzane z wentylacjg mechaniczng). W najblizszych latach kluczowe
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kroki to: standaryzacja leczenia, rozprzestrzenianie sie osrodkéw oferujgcych
terapie fagowe oraz rozwdj baz fagowych, ktére obejmowac bedg szczepy

wielolekooporne.

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP — z ang. antimicrobial peptides)
to mate oligonukleotydy, ktére wystepujg naturalnie, odpowiadajgc za reakcje
obronne gospodarza m.in. u cziowieka, roslin i zwierzat. AMP wykazuje
szerokie spektrum przeciwdrobnoustrojowe, obejmujgce bakterie, grzyby,
wirusy i pasozyty. [27] W ostatnich latach stanowig przedmiot badan jako
potencjalna alternatywa lub uzupetnienie standardowej antybiotykoterapii w
leczeniu zakazen wywotanych m.in. przez MDR/XDR Enterobacterales. AMP
dziatajg poprzez interakcje z btong bakteryjng, prowadzac do destabilizacji,
tworzenia porow i w konsekwenciji lizy komoérki bakteryjnej. Czes¢ peptydow
moze stymulowa¢ uktad immunologiczny gospodarza, neutralizowac
endotoksyny lub utatwia¢ fagocytoze. [27] Peptydy przeciwdrobnoustrojowe
mozna podzielic ze wzgledu na ich pochodzenie i strukture — do
najwazniejszych nalezg defensyny, katelicydyny oraz peptydy bakteryjne
(takie jak nizyna oraz gramicydyna). Obecnie 10 peptydow zostato
zatwierdzonych do uzytku klinicznego, gtéwnie jako srodki miejscowe. [27]
Sposréd dziesieciu zatwierdzonych Srodkow, tylko trzy sg aktywne wobec
bakterii Gram-ujemnych, w tym Enterobacterales. Polimyksyna B i
polimyksyna E (kolistyna) majg aktywno$é wobec Gram-ujemnych, jednakze
sg okreslane jako leki ,ostatniej szansy” i nie powinny byC¢ stosowane
rutynowo w leczeniu zakazen. [28] Dodatkowo w stezeniach terapeutycznych
mogg dziata¢ nefrotoksycznie. Gramicydyna D wykazuje dziatanie wobec
bakterii Gram-ujemnych, jednakze jest gtdbwnie przeznaczona do leczenia
zakazen bakteriami Gram-dodatnimi, co wiecej toksycznos¢ tego peptydu jest

rowniez wysoka.

Badania wykazaty, iz potgczenie AMP z wybranymi antybiotykami moze
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efektywnie obniza¢ warto$¢ minimalnego stezenia hamujgcego (MIC — z ang.
minimal inhibitory concentration) oraz minimalizowac ryzyko selekcji szczepow
opornych. Obecnie okoto 15 peptydéw wykazujgcych szerokie spektrum
dziatania jest uzywane w badaniach klinicznych, w szczegdlnosci do leczenia
zakazen bakteriami Gram-ujemnymi. Obecnie syntetyczny peptyd PL-5 jest w
Il fazie badan klinicznych, wykazujgc dziatanie w formie aerozolu

stosowanego na rany (np. u pacjentéw ze stopg cukrzycowsq). [28]

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe stanowig jedng z alternatyw przy
narastajgcym problemie lekoopornosci bakteri. AMP mogg znalez¢
zastosowanie jako preparaty miejscowe (np. aerozole, opatrunki) oraz w
terapiach skojarzonych. Najistotniejszym wyzwaniem jest obserwowana

toksycznos¢é AMP i ich stabilnos¢, ktéra nie jest w petni satysfakcjonujaca.

Zwigzki pochodzenia roslinnego od wiekow stanowig zrodto lekow i sg
wykorzystywane zaréwno w lecznictwie tradycyjnym, jak i w ramach
tradycyjnej fitoterapii. W obliczu narastajgcego problemu lekoopornosci
bakterii Gram-ujemnych zwigzki naturalne mogg mie¢ znaczenie jako
potencjalne narzedzia wspomagajgce leczenie zakazen bakteriami MDR.
Najistotniejszymi klasami zwigzkoéw roslinnych, ktére majg udokumentowane
potencjalnie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe to m.in.: alkaloidy, flawonoidy,
fenole, taniny, terpeny, a takze olejki eteryczne (jak np. eugenol). Zwigzki
naturalne mogg dziataC na wielu ptaszczyznach, takich jak: destabilizacja i
rozszczelnianie  btony komorkowej bakterii, dezorganizacja  Sciany
komorkowej, hamowanie ekspresji genow kodujgcych mechanizmy opornosci,
dezaktywacja biofilmu bakteryjnego, dezaktywacja enzymow bakteryjnych,

synergizm z antybiotykami. [29]

Flawonoidy to liczna grupa zwigzkéw polifenolowych obecnych w wielu
roslinach. Do flawonoidow najczesciej rozpatrywanych w kontekscie dziatania

przeciwdrobnoustrojowego mozemy zaliczy¢ m.in. hesperydyne, kwercetyne
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czy katechine. Mechanizm dziatania opiera sie na destabilizacji btony
komodrkowej, zwiekszania jej przepuszczalnosci, hamowania syntezy kwaséw
nukleinowych, enzymow oraz hamowania ekspresji gendéw opornosci.
Dodatkowo mogg wykazywacé synergizm z innymi antybiotykami, zwtaszcza z
beta-laktamami i chinolonami. W badaniach in vitro ekstrakty zawierajgce
flawonoidy wykazaty aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg - katechol i
hesperydyna pochodzgce z fasoli czerwonej wykazaty dziatanie na MDR

Enterobacterales bedgc w niskich stezeniach. [29]

Taniny i fenole to zwigzki wykazujgce silne wiasciwosci Sciggajgce,
dodatkowo petnig funkcje ochronne w roslinach. Zwigzki te mogg dziata¢
gtbwnie na Gram-ujemne poprzez denaturacje biatek btonowych oraz
hamowanie syntezy sciany komérkowej. Fenole (w tym eugenol) odpowiadajg
za zaburzenie struktur btonowych, stres oksydacyjny w komaorce bakteryjnej i

blokowanie cyklu komérkowego bakterii. [29]

Eugenol jest gtdbwnym sktadnikiem olejkow eterycznych z gozdzika (z
tac. Syzygium aromaticum), ale obecny jest takze w cynamonowcu i bazylii
bedgc jednym z najlepiej przebadanych zwigzkéw roslinnych aktywnych
wobec bakterii Gram-ujemnych (w tym Enterobacterales). Dziatanie eugenolu
opiera sie na: uszkadzaniu btony cytoplazmatycznej i zaburzeniu jej
przepuszczalnosci, hamowaniu tworzenia biofilmu (jest to kluczowy
mechanizm w zakazeniach szpitalnych opornych na leczenie), hamowaniu
ekspresji gendw mcr-1, ktore odpowiadajg za opornos¢ na Kkolistyne oraz
zmniejszenie aktywnosci pomp efflux. [29] Ponadto eugenol dziata
synergistycznie z antybiotykami, powodujgc obnizenie wartosci MIC wielu
lekéw przeciwdrobnoustrojowych. [29] Eugenol wykazuje silne dziatanie
wobec szczepow ESBL-dodatnich oraz CPE E. coli i K. pneumoniae. W
badaniach in vitro wykazano, ze eugenol w niskich stezeniach (4-8 pg/ml)
moze byC skuteczny wobec szczepow E. coli i K. pneumoniae opornych na
kolistyne (jeden z lekow ,ostatniej szansy”). Ponadto kombinacja eugenolu z

aminoglikozydami, cefalosporynami i kolistyng prowadzi do przywrdcenia
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wrazliwosci bakterii na antybiotyki. Badania potwierdzono w modelu in vivo, w
ktérym eugenol okazat sie nietoksyczny dla komorek jgdrzastych w stezeniach

terapeutycznych. [29]

Terpeny to zwigzki, ktére sg obecne np. w olejku cynamonowym,
gozdzikowym i lawendowym, ktore wykazujg dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe poprzez zaburzanie integralnosci btony komorkowej,
hamowanie syntezy peptydoglikanu, dezorganizacje biofilmu. Mechanizm
dziatania jest niezwykle wazny w zakazeniach przewlektych ran i na

powierzchni materiatow medycznych. [29]

Midd cechuje wielokierunkowe dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, ktére
wynika z zawartosci wielu zwigzkdw chemicznych w jego sktadzie. [30]
Wysoka skuteczno$¢ miodu, ktéra obejmuje zaréwno bakterie Gram-dodatnie
jak 1 Gram-ujemne wynika przede wszystkim z synergistycznego dziatania
wielu mechanizmow, takich jak: niskie pH, ktére hamuje wzrost i rozwdj
bakterii; obecnos¢ nadtlenku wodoru, ktory wykazuje silne dziatanie
bakteriobojcze; zwigzki fenolowe i flawonoidy uszkadzajgce btony komérkowe
I zaburzajgce procesy komoérkowe bakterii oraz pszczele peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, takie jak defensyna-1 i lizozym, ktére wykazujg
dziatanie bakteriolityczne. [30] Szczegdlnym typem miodu, ktéry wykazuje
silne i udokumentowane dziatanie przeciwdrobnoustrojowe jest miéd manuka,
ktéry pochodzi z Nowej Zelandii. Miéd manuka zawiera bardzo wysokie
stezenia metyloglioksalu (MGO), organicznego zwigzku z grupy aldehydow,
ktory wykazuje dziatanie przeciwko bakteriom lekoopornym, takim jak MRSA,
ESBL. Dziatanie miodu manuka opiera sie na wysokich stezeniach MGO oraz
nadtlenku wodoru, ktore zapewniajg efekt bakteriostatyczny. [30] W praktyce
klinicznej i badaniach in vitro miéd manuka jest stosowany do wspomagania
leczenia ran, owrzodzen oraz oparzen, w szczegolnosci tych, ktére sg trudne
do wyleczenia. Miéd manuka jest sktadnikiem opatrunkéw i preparatow
wspomagajgcych leczenie zakazen miejscowych, co czyni go cennym

skfadnikiem nowoczesnej fitoterapii.
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Inne substancje naturalne o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, ktore
sg wykorzystywane od wiekow w medycynie, jak i wspotczesnych badaniach
nad alternatywami dla antybiotykdw syntetycznych obejmujg: czosnek
(gtownym skfadnikiem jest allicyna, ktéra dziata na szerokie spektrum bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych); imbir (substancja aktywna — gingerol, ktory
dziata przeciwbakteryjnie, przeciwzapalnie i przeciwutleniajgco); tymianek
(tymol i karwakrol silnie dziatajg na drobnoustroje Gram-ujemne); oregano;
gozdziki (zawierajg eugenol); kurkuma (substancjg aktywng jest kurkumina,
ktora dziata przeciwbakteryjnie, antyoksydacyjnie i przeciwzapalnie) oraz
zurawina (flawonoidy obecne w zurawinie dziatajg poprzez hamowanie adhez;ji
np. bakterii E. coli do nabtonka drég moczowych). [29,30] Wiekszos¢ tych
substancji zostata przebadana w warunkach in vitro lub in vivo ha modelach
zwierzecych, dlatego wymaga dalszych badan klinicznych. Srodki naturalne
mogg byC¢ stosowane w terapii wspomagajgcej klasyczng antybiotykoterapie,

stanowigc istotne narzedzie w walce z lekoopornymi szczepami bakteryjnymi.
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Rycina 2. Nowe strategie terapeutyczne w leczeniu zakazen lekoopornymi Enterobacterales
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PODSUMOWANIE

Narastajgca oporno$¢ bakterii Gram-ujemnych, w szczegdlnosci
Enterobacterales, stanowi jedno 2z najwiekszych wyzwan wspoétczesnej
medycyny, skutecznie ograniczajgc dostepne opcje terapeutyczne. Chociaz
pierwsze antybiotyki zostaty odkryte niecate 100 lat temu, obecnie problem z
opracowywaniem nowych substancji przeciwdrobnoustrojowy skutkuje
brakiem przetomu w leczeniu szczepow MDR. Ograniczenie mozliwosci
leczenia powoduje m.in. zwiekszong smiertelnos¢, wydtuzong hospitalizacje
oraz zwiekszone koszty leczenia zakazen szpitalnych i pozaszpitalnych.
Mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki sg ztozone i obejmujg
mechanizmy enzymatyczne (produkcja ESBL, karbapenemaz), zmiany w
przepuszczalnosci bton komdérkowych, czy nadekspresje pomp efflux.
Kluczowg role w rozprzestrzenianiu tych mechanizméw stanowi horyzontalny
transfer gendw, ktéry umozliwia szybkie narastanie opornosci bakterii w
réznych srodowiskach. W ostatnich latach obserwowany jest dynamiczny
rozwoj nowoczesnych opcji terapeutycznych, ktére obejmujg nowe generacje
potaczen  antybiotykowych z  inhibitorami  beta-laktamaz, terapie
bakteriofagowe oraz peptydy przeciwdrobnoustrojowe. Niezwykle obiecujgca
opcjg okazujg sie naturalne zwigzki, ktére mogg wspiera¢ antybiotykoterapie i
dziata¢ na bakterie MDR/XDR. Warto podkresli¢ znaczenie substanciji, takich
jak eugenol czy produktow, takich jak midod manuka, ktére mogg wspierac
leczenie przewlektych zakazeh ran. Przysztos¢ walki z antybiotykoterapig
powinna opieraC sie przede wszystkim na precyzyjnej diagnostyce
mikrobiologicznej, a takze w uzasadnionych przypadkach analizach
molekularnych. Podejscie integrujace precyzyjng diagnostyke
mikrobiologiczng z konsekwentnym stosowaniem zasad racjonailnej
antybiotykoterapii moze spowolni¢, a nawet odwréci¢ narastajgcy problem

lekoopornosci bakterii Gram-ujemnych.

30



PISMIENNICTWO

10.

11.

12.

13.

Majewski P, Wieczorek P, Ojdana D, Sienko A, Kowalczuk O, Sacha P, i in. Altered outer
membrane transcriptome balance with AmpC overexpression in carbapenem-resistant
enterobacter cloacae. Front Microbiol. 2016;7(DEC). Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28066375/, data dostepu [23 December 2016]

Lye DC, Earnest A, Ling ML, Lee TE, Yong HC, Fisher DA, i in. The impact of multidrug
resistance in healthcare-associated and nosocomial Gram-negative bacteraemia on mortality
and length of stay: cohort study. Clin Microbiol Infect. 2012;18(5):502—-8. Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/21851482/, data dostepu [May 2012]

European Centre for Disease Prevention and Control and World Health Organization.
Antimicrobial resistance surveillance in Europe 2023 - 2021 data. Stockholm; 2023.

Korczak L, Majewski P, lwaniuk D, Sacha P, Matulewicz M, Wieczorek P, i in. Molecular
mechanisms of tigecycline-resistance among Enterobacterales. Front Cell Infect
Microbiol.;14:1289396. Dostepne na: hitps:/pubmed.ncbi.nim.nih.gov/38655285/, data
dostepu [9 April 2024]

Peterson E, Kaur P. Antibiotic resistance mechanisms in bacteria: Relationships between
resistance determinants of antibiotic producers, environmental bacteria, and clinical
pathogens. Front Microbiol [Internet].;9(NOV):426686. Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30555448/, data dostepu [30 November 2018]

Reygaert WC. An overview of the antimicrobial resistance mechanisms of bacteria. AIMS
Microbiol. 2018;4(3):482. Dostepne na: https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/PMC6604941/,
data dostepu [26 June 2018]

Magiorakos AP, Srinivasan A, Carey RB, Carmeli Y, Falagas ME, Giske CG, i in. Multidrug-
resistant, extensively drug-resistant and pandrug-resistant bacteria: an international expert
proposal for interim standard definitions for acquired resistance. Clin Microbiol
Infect;18(3):268—81. Dostepne na: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/21793988/, data dostepu
[March, 2012]

Tangsawad W, Kositamongkol C, Chongtrakool P, Phisalprapa P, Jitmuang A. The burden of
carbapenem-resistant Enterobacterales infection in a large Thai tertiary care hospital. Front
Pharmacol.;13:972900. Dostepne na: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/36120317/, data
dostepu [2 September 2022]

World Health Organization. WHO Bacterial Priority Pathogens List, 2024- Bacterial pathogens
of public health importance to guide research, development and strategies to prevent and
control antimicrobial resistance. World Health Organization. 2024;1-72. Dostepne na:
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/376776/9789240093461-eng.pdf, data dostepu
[2024]

Antimicrobial resistance - European Commission.. Dostepne na:
https://health.ec.europa.eu/antimicrobial-resistance_en, data dostepu [2025]

European Centre for Disease Prevention and Control. Antimicrobial resistance in the EU/EEA
(EARS-Net) - Annual Epidemiological Report 2023. Stockholm; 2024. Dostepne na:
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/antimicrobial-resistance-annual-
epidemiological-report-EARS-Net-2023.pdf, data dostepu [2024]

Narodowy Instytut Lekéw. Pateczki Enterobacterales wytwarzajgce karbapenemazy (CPE).
Epidemiologia, diagnostyka, leczenie i profilaktyka zakazen. Warszawa; 2022. Dostepne na:
https://korld.nil.gov.pl/wp-content/uploads/2023/03/Rekomendacje-Paleczki-
Enterobacterales_2023.21.02-1.pdf, data dostepu [21 February 2023]

Castanheira M, Simner PJ, Bradford PA. Extended-spectrum B-lactamases: an update on
their characteristics, epidemiology and detection. JAC Antimicrob Resist 3(3). Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34286272/, data dostepu [1 September 2021]

31



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Queenan AM, Bush K. Carbapenemases: the versatile beta-lactamases. Clin Microbiol
Rev;20(3):440-58. Dostepne na: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/17630334/, data dostepu
[July 2007]

Jacoby GA. AmpC beta-lactamases. Clin Microbiol Rev. styczeh 2009;22(1):161-82.
Dostepne na: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19136439/, data dostepu [January 2009]

Masi M, Réfregiers M, Pos KM, Pagés JM. Mechanisms of envelope permeability and
antibiotic influx and efflux in Gram-negative bacteria. Nat Microbiol.;2(3). Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28224989/, data dostepu [22 February 2017]

Shon AS, Bajwa RPS, Russo TA. Hypervirulent (hypermucoviscous) Klebsiella pneumoniae: a
new and dangerous breed. Virulence.;4(2):107-18. Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23302790/, data dostepu [15 February 2013]

Thakur V, Uniyal A, Tiwari V. A comprehensive review on pharmacology of efflux pumps and
their inhibitors in antibiotic resistance. Eur J Pharmacol [Internet].;903. Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33964293/, data dostepu [15 July 2021]

Gonzalez-Villarreal JA, Gonzalez-Lozano KJ, Aréchiga-Carvajal ET, Morlett-Chavez JA,
Luévanos-Escarefio MP, Balagurusamy N, i in. Molecular mechanisms of multidrug resistance
in clinically relevant enteropathogenic bacteria (Review). Exp Ther Med.;24(6):753. Dostepne
na: https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/PMC9748766/, data dostepu [8 November 2022]
Bush K, Bradford PA. B-Lactams and B-Lactamase Inhibitors: An Overview. Cold Spring Harb
Perspect Med. 1 sierpien 2016;6(8). Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/27329032/, data dostepu [1 August 2016]

Sethuvel DPM, Bakthavatchalam YD, Karthik M, Irulappan M, Shrivastava R, Periasamy H, i
in. B-Lactam Resistance in ESKAPE Pathogens Mediated Through Modifications in Penicillin-
Binding Proteins: An Overview. Infect Dis Ther.;12(3):829—-41. Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/36877435/, data dostepu [1 March 2023]

Tokuda M, Shintani M. Microbial evolution through horizontal gene transfer by mobile genetic
elements. Microb Biotechnol.;17(1). Dostepne na: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/38226780/,
data dostepu [1 January 2024]

Wang C, Yang D, Wang Y, Ni W. Cefiderocol for the Treatment of Multidrug-Resistant Gram-
Negative Bacteria: A Systematic Review of Currently Available Evidence. Front Pharmacol.
;13. Dostepne na: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/35496290/, data dostepu [12 April 2022]
Tehrani KHME, Martin NI. B-lactam/B-lactamase inhibitor combinations: an update.
Medchemcomm. ;9(9):14309. Dostepne na:
https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/PMC6151480/, data dostepu [2018]

Alarcia-Lacalle A, Canut-Blasco A, Solinis MA, Isla A, Rodriguez-Gascon A. Clinical efficacy,
safety and pharmacokinetics of novel B-lactam/B-lactamase inhibitor combinations: a
systematic review. JAC Antimicrob Resist.;7(3). Dostepne na:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/40583996/, data dostepu [1 June 2025]

Palma M, Qi B. Advancing Phage Therapy: A Comprehensive Review of the Safety, Efficacy,
and Future Prospects for the Targeted Treatment of Bacterial Infections. Infect Dis Rep.
;16(6):1127-81. Dostepne na: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39728014/, data dostepu [1
December 2024]

Yadav N, Chauhan VS. Advancements in peptide-based antimicrobials: A possible option for
emerging drug-resistant infections. Adv Colloid Interface Sci. ;333. Dostepne na:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0001868624002057, data dostepu [1
November 2024]

Barreto-Santamaria A, Arévalo-Pinzén G, Patarroyo MA, Patarroyo ME. How to Combat
Gram-Negative Bacteria Using Antimicrobial Peptides: A Challenge or an Unattainable Goal?
Antibiotics.;10(12):1499. Dostepne na: https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/PMC8698890/,
data dostepu [1 December 2021]

Alam M, Bano N, Ahmad T, Sharangi AB, Upadhyay TK, Alraey Y, i in. Synergistic Role of
Plant Extracts and Essential Oils against Multidrug Resistance and Gram-Negative Bacterial

32



Strains Producing Extended-Spectrum B-Lactamases. Antibiotics.;11(7):855. Dostepne na:
https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/PMC9312036/, data dostepu [1 July 2022]

30. Stan D, Enciu AM, Mateescu AL, lon AC, Brezeanu AC, Stan D, i in. Natural Compounds With
Antimicrobial and Antiviral Effect and Nanocarriers Used for Their Transportation. Front
Pharmacol.;12:723233. Dostepne na: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34552489/, data
dostepu [6 September 2021]

33



LEKOOPORNOSC BAKTERII-
MECHANIZMY, DIAGNOSTYKA
MIKROBIOLOGICZNA |
PROFILAKTYKA W ODDZIALACH
SZPITALNYCH

Emilia Skrodzka'’, Roman Cemaga®

'Pro-Medica" Sp. z o.0., Etk, emilia.skrodzka.priv@gmail.com (*autor korespondencyjny)
2Studenckie Koto Naukowe ,Biochemii Choréb Cywilizacyjnych”, Zaktad Higieny,
Epidemiologii i Ergonomii, ul. Mickiewicza 2C 15-022, Biatystok, Uniwersytet Medyczny w
Biatymstoku

WPROWADZENIE

Odkrycie i wprowadzenie do praktyki klinicznej antybiotykow
zrewolucjonizowato wspotczesng medycyne i nieodzownie zmienito wzorce
terapeutyczne na catym Swiecie. Leki przeciwbakteryjne sg jednym z
najwazniejszych odkry¢, ktore zmienity jakoS¢ zycia cziowieka poprzez
zapobieganie zagrazajgcym zyciu infekcjom [1].

Leczenie choréb z wykorzystaniem drobnoustrojéw produkujgcych
antybiotyki siega tysigcleci. Leczenie otwartych ran za pomocg oktadow ze
splesniatego chleba stosowano juz ponad 2 000 lat temu. Najstarszym
zachowanym dokumentem o charakterze medycznym jest Papirus Ebera z
1550 r. p.n.e., w ktérym znalezé mozna takie ,medykamenty” jak ziemia
lecznicza i splesniaty chleb [2]. Jednakze koncepcja chemioterapii lezgca u
podstaw lekow przeciwinfekcyjnych przypada na 1910 rok, kiedy to odkryto
pierwszy syntetyczny antybiotyk — salwarsan. Od tego czasu, dzieki
wprowadzeniu antybiotykdéw, srednia dtugos¢ zycia cztowieka wydtuzyta sie o
23 lata. ,Ztoty wiek” odkrywania antybiotykow jako produktéw naturalnych
rozpoczat sie 1928 roku, kiedy nastgpito odkrycie penicyliny. Jego szczyt
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przypada jednak na potowe lat piecdziesigtych XX wieku. Po tym czasie
zaobserwowano stopniowy spadek nowych odkry¢ lekow
przeciwdrobnoustrojowych [2].

Poza leczeniem choréb zakaznych antybiotyki stosowane sg takze w
zapobieganiu zakazen u chorych na raka, podczas operacji czy u chorych z
przeszczepami narzgddw [1]. Niestety, zwiekszajgca sie ilosC stosowanych
antybiotykdw w sektorach zdrowia i rolnictwa uwarunkowata pojawienie sie
opornosci na te srodki [3]. Lekoopornos¢ bakterii wystepuje najczesciej w
placowkach opieki zdrowotnej i dotyka gtéwnie pacjentow z niedoborem
odpornosci, osoby starsze oraz osoby wymagajgce regularnej opieki
medycznej. Zjawisko to zagraza skutecznemu leczeniu, a tym samym zdrowiu
ludzkiemu, w szczegolnosci krytycznie chorych pacjentéw [3].

W ciggu ostatnich dekad zaobserwowano spadek liczby nowych
antybiotykéw, gtéwnie ze wzgledu na rosngce koszty ich rozwoju i trudnosci w
identyfikacji nowych zwigzkéw. Obecnie wystepuje wysoki poziom opornosci
na wiele dostepnych antybiotykow, co prowadzi do pojawienia sie bakterii
wielolekoopornych, szerokolekoopornych i ogoélnolekoopornych. Przyktadami
takich bakterii sg Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae, ktére wykazujg
opornos$é na liczne antybiotyki. Swiatowa Organizacja Zdrowia oszacowata, ze
do roku 2050 moze nastgpi¢ 10 milionéw zgondéw z powodu wzrostu opornosci
na srodki przeciwdrobnoustrojowe, co stanowi jeden z gtdwnych problemow i

zagrozen zdrowia publicznego obecnych czaséw [3].

Biorac pod uwage narastajgce zagrozenie spowodowane
lekoopornoscig bakterii niezbedne jest zrozumienie genetycznych i
biochemicznych podstaw tych mechanizmoéow oraz wyksztatcenie strategii dla

przeciwdziatania narastajgcej opornosci i ochrony zdrowia publicznego.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wybranych mechanizmow
lekoopornosci bakterii powszechnie wywotujgcych infekcje zagrazajgce zyciu
pacjentow; przedstawienie genetycznych i biochemicznych podstaw tych

mechanizmow; nakreslenie konsekwencji wynikajgcych 2z narastajgcej
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lekoopornosci bakterii oraz aktualnych strategii zapobiegania lekoopornosci w

oddziatach szpitalnych.

MECHANIZMY NABYCIA OPORNOSCI

Opornoscig na  antybiotyki nazywamy mechanizm  obronny
mikroorganizmow na dziatanie konkretnych srodkéw. Zalezy ona od miejsca
docelowego oraz charakteru i rodzaju leku, ktéry zakitdéca okreslony szlak. W
konsekwencji patogeny aktywujg alternatywny mechanizm, aby unikngé
bakteriostatycznego lub bakteriobdjczego dziatania antybiotyku [1]. Aspekty
opornosci mozemy podzieli¢ na biochemiczne i genetyczne [3].

Do biochemicznych aspektdéw opornosci naleza:

1. Inaktywacja antybiotykéw, czyli proces, w ktorym czasteczka
antybiotyku jest dezaktywowana przez enzymy opornych komérek
patogenodw. Wskutek dziatania enzyméw zachodzi inaktywacja
hydrolizy, przeniesienie grup lub proces redoks. Przyktadem inaktywacji
hydrolizy jest zniszczenie pierscienia B-laktamowego penicyliny przez
bakterie wytwarzajgce B-laktamaze, takie jak E. coli lub K. pneumoniae.
Strategia wykorzystujgca proces redoks polega na inaktywacii
czgsteczki leku przez utlenienie lub redukcje [3].

2. Zmniejszona penetracja antybiotykéw, ktéra zostata nabyta przez
bakterie w wyniku zmniejszenia przepuszczalnosci btony komodrkowe;j.

Za przyktad moze postuzy¢ komorka Mycobacterium tuberculosis, ktorej

zewnetrzna warstwa Sciany komorkowe) jest zbudowana z
dtugotancuchowych kwaséw mykolowych, dzieki czemu jest wyjgtkowo
lipofilna. Leki hydrofilne penetrujg natomiast komorke przez kanaty typu
poryn, ktore wystepujg w niskim stezeniu, co spowalnia przenikanie
lekdw. Zatem Sciana komérkowa pratkdw zmniejsza przepuszczalnos$é
antybiotykéw, jedoczes$nie umozliwiajgc nabycie naturalnej opornosci

[3].
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3. Aktywacja pompy wyptywowej, za pomocg, ktérej wydalane sg z
komorki toksyczne dla niej zwigzki, w tym antybiotyki. Pompy efluksowe
to biatka transportowe zlokalizowane w btonie sciany komoérkowej, ktére
mogag byc¢ specyficzne dla jednego antybiotyku oraz wielu jednoczesnie.
Znane grupy antybiotykéw usuwane w ten sposéb to makrolidy,
fluorochinolony, oksazolidynony, [B-laktamy, cefalosporyny oraz
karbapenemy czwartej generacji. Inng rolg pompy wyptywowej jest
transport sktadnikéw odzywczych [3].

4. Obejscie celu, czyli wytworzenie alternatywnych biatek przejmujgcych
role innego, funkcjonalnego biatka, aby wytworzyé oporno$é na
antybiotyk. Za przyktad moze postuzy¢ gen mecA kodujgcy biatko
wigzgce penicyline - PBP-2A, ktére u S. aureus umozliwia opornos¢ na
metycyline. W poréwnaniu do PBP nowe biatko charakteryzuje sie
niskim powinowactwem do metycyliny. MecA zawiera rowniez struktury
gendw, ktére odpowiadajg za oporno$¢ na inne antybiotyki niz [3-

laktamowe [3].

Do genetycznych aspektéw opornosci zalicza sie opornos¢ mutacyjng i

poziomy transfer gendéw [3]. Do opornosci mutacyjnej naleza:

1. Spontaniczna mutacja spowodowana najczesciej ingerencjg Ww
replikacje DNA. Za przyktad moze postuzy¢é oporno$é na ryfampicyne,
wystepujgca w genie rpoB kodujgcym polimeraze DNA u M.
tuberculosis, E. coli, P. aeruginosa. Sg to najczesciej mutacje jedno- i
wielokrotne nukleotydoéw, zawierajgce insercije i delecje. Moga
powodowac rozne spektrum opornosci i wptywac na szybkos¢ dziatania
leku [3].

2. Hipermutacja odgrywajgca istotng role w rozwoju opornosci na
antybiotyki, co ma negatywny wptyw na leczenie
przeciwdrobnoustrojowe. Hipermutatory to mikroorganizmy
charakteryzujgce sie zwiekszong sktonnoscig do przechodzenia przez
spontaniczne mutacje z powodu wad w naprawie DNA lub btedow w
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systemie unikania. Wyzszy wspoétczynnik mutacji umozliwia bakteriom
szybkie dostosowywanie sie do Srodkdéw przeciwdrobnoustrojowych,
pasozytow wirusowych lub odpornosci gospodarza. Udowodniono, ze
hipermutacja przynosi ewolucyjne korzysci w przystosowaniu bakterii do
nowego srodowiska. Przyktadowo hipermutacja umozliwia P.
aeruginosa wywotywanie infekcji ptuc poprzez szereg adaptacji
fenotypowych, w tym tworzenie biofilmu i mutacje genetyczne
zapewniajgce diugotrwate przetrwanie [3].

. Mutacja adaptacyjna, jest jednym z gtéwnych Zzrdédet opornosci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe w $rodowisku klinicznym. Cechg
charakterystyczng tej mutacji jest jej wystepowanie w
mikroorganizmach, ktére nie dzielg3 sie | sg narazone na
nieSmiercionosng presje selekcyjna, takg jak warunki odzywcze, stan
wzrostu oraz subinhibicyjne poziomy antybiotykéw. Mutacja ta ma
rowniez przejsciowy charakter, co oznacza, ze moze powrocic do
pierwotnego stanu, gdy czynniki wyzwalajgce przestang dziataC.
Dlatego mutacja adaptacyjna jest znana rowniez jako mutacja
kierunkowa, mutacja indukowana selekcjg lub mutacja w fazie
stacjonarnej. Udowodniono, ze adaptacyjna mutacja jest regulowana
przez reakcje na uszkodzenie DNA, ktéra powoduje zatrzymanie cyklu
komorkowego, zwiekszong naprawe DNA i pojawienie sie opornosci.
Adaptacyjne mutacje przyczyniajg sie rowniez do znacznego wzrostu
liczby szczepow MDR (multidrug-resistant, wielolekooporne) i XDR
(extensively drug-resistant, szerokolekooporne) M. tuberculosis podczas

leczenia infekcji [3].

Innym dobrze zbadanym mechanizmem opornosci na antybiotyki jest

poziomy transfer gendéw, zwany rowniez transferem bocznym. Transfer

boczny moze zachodzi¢ miedzy réznymi prokariotami lub miedzy eukariontem

a prokariotem. Przenoszenie gendw opornosci miedzy réznymi genomami

odbywa sie zwykle poprzez transformacje, koniugacje Ilub transdukcje.
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Przyktadowo gen odpowiedzialny za opornoS¢ na metycyling, mecA
rozprzestrzenia sie zwykle poprzez koniugacje, transformacje lub transdukcje
u wrazliwych na metycyline S. aureus, co prowadzi do powstania MRSA
(methicyllin-resistant Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus oporne
na metycyline). Stwierdzono réwniez, ze MRSA nabywa geny oporne na
wankomycyne poprzez koniugacie z VRE (Vancomycin-Resistant

Enterococcus, enterokoki oporne na wankomycyne) podczas wspétzakazenia

3],

CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH MECHANIZMOW
LEKOOPORNOSCI BAKTERII

Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase (KPC)

Enzym KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase; karbapenemaza
Klebsiella pneumoniae) po raz pierwszy wykryto w 1996 roku w Stanach
Zjednoczonych. Od tamtej pory, wystepowaty regionalne ogniska K.
pneumoniae wytwarzajgcego KPC, ktore rozprzestrzenity sie na catym
Swiecie[4]. KPC jest jednym z gtéwnych czynnikdw opornosci K. pneumoniae
na karbapenemy i moze szeroko sie rozprzestrzeniaé dzieki obecnosci na
réznych plazmidach. Enzymy KPC nalezg do gtéwnej rodziny karbapenemaz
serynowych klasy A, produkowanych gtéwnie przez K. pneumoniae. W
rzeczywistosci, KPC jest najczestszym powodem opornosci na karbapenemy

wsrod Enterobacteriaceae [5].

Za globalne rozpowszechnienie KPC jest odpowiedzialny gen opornosci
na srodki przeciwdrobnoustrojowe blaxpc zatem szczepy posiadajgce ten gen
sg gtéwnym zrédtem obaw dla systemdw opieki zdrowotnej na catym Swiecie
[6]. Rozprzestrzenianie sie genu blakpc obejmuje zarbwno poziomy transfer
gendw i plazmidow Dblagpc, jak i rozprzestrzenianie sie klonalne.
Miedzynarodowe rozprzestrzenianie sie K. pneumoniae produkujgcej KPC ma
znaczenie epidemiologiczne i jest gtdwnie zwigzane z jednym typem sekwencji

multilocus - ST258 i jego pokrewnymi wariantami. Niemniej jednak,

39



molekularne czynniki przyczyniajgce sie do sukcesu ST258 pozostajg w duzej

mierze niejasne [5,6].

Szczepy produkujgce KPC sg nie tylko zdolne do hydrolizy
karbapenemow, ale sg réwniez oporne na rozne antybiotyki B-laktamowe oraz

nie-B-laktamowe [6].
Oxacillinase-48 (OXA-48)

OXA-48 (Oxacillinase-48; oksacylina-48) nalezy do enzymoéw klasy B-D-
laktamaz weditug klasyfikacji Amblera. Zostata po raz pierwszy opisana w
izolacie K. pneumoniae z Turcji w 2001 roku [7]. Pierwszy opis izolatow z
genami B-laktamazy OXA-48-like (blapxa.ss-like) w Stanach Zjednoczonych

pochodzi z badania obserwacyjnego przeprowadzonego w 2013 roku [8].

Enzym OXA-48 skutecznie hydrolizuje penicyliny, powoli karbapenemy,
a sftabo cefalosporyny o rozszerzonym spektrum. Nie jest hamowany przez
tazobaktam, sulbaktam ani kwas klawulanowy. Rezerwuary OXA-48
zidentyfikowano u wielu gatunkéw Enterobacteriaceae poza K. pneumoniae, w
tym Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, K. oxytoca,
Serratia marcescens oraz Providencia rettgeri. Oprocz OXA-48 opisano kilka
jego wariantow o podobnych profilach enzymatycznych, przy czym kazdy rézni

sie od OXA-48 jedynie kilkoma aminokwasami [7,9].

New Delhi Metallo-beta-laktamase (NDM)

NDM (New Delhi Metallo-beta-laktamase; metalo-B-laktamaza z New
Delhi) to enzym wyizolowany po raz pierwszy w 2008 roku, ktory zdolny jest
do hydrolizy niemal wszystkich B-laktaméw. Do tej pory zidentyfikowano
dwadziescia cztery warianty NDM w 11 rodzinach bakterii, z ktérych kilka
wykazuje zwigkszong aktywnos¢ karbapenemazy. Klebsiella pneumoniae i
Escherichia coli sg gtéwnymi nosicielami genu blaypy, @ niektore typy

sekwencji sg szczegolnie powszechne, np. dla K. pneumoniae sg to ST11,
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ST14, ST15 i ST147; dla E. coli, ST167, ST410 i ST617. Szczepy dodatnie
pod wzgledem NDM zostaty wykryte na catym swiecie. Wiekszos¢ plazmidow
przenoszgcych gen blaypy nalezy do ograniczonych typow replikondéw, takich
jak IncX3, IncFll oraz IncC, odgrywajgcych wazng role w transporcie roznych

gendw opornosci wielolekowej miedzy gatunkami bakterii [10,11].
Extended-Spectrum Beta-lactamase (ESBL)

ESBL (Extended-Spectrum Beta-lactamase; B-laktamazy o
rozszerzonym spektrum) sg gtdbwng przyczyng opornosci na B-laktamy u
pateczek Gram-ujemnych [12]. ESBL to grupa enzymdéw kodowanych przez
plazmidy, ktére hydrolizujg penicyliny, cefalosporyny o rozszerzonym
spektrum oraz aztreonam [12]. ESBL sg wynikiem produkcji enzymow SHV,
TEM i CTX-M, ktére sg kodowane przez geny blaSHV, blaTEM i blaCTX-M.
Opisano prawie 300 réznych wariantow ESBL. W$rod Enterobacteriaceae,
ESBL wystepujg gtéwnie u Klebsiella spp. i Escherichia coli, a takze w innych
rodzinach Enterobacteriaceae, takich jak Enterobacter spp., Proteus spp.,
Citrobacter spp., Morganella spp., Providencia spp., Salmonella spp. i Serratia
spp [13,14]. Bakterie Gram-ujemne produkujgce ESBL powodujg czestsze
stosowanie innych, drozszych srodkow przeciwdrobnoustrojowych (takich jak
karbapenemy), co wydtuza pobyt w szpitalu i zwieksza zachorowalnos$é,
Smiertelnos¢ oraz koszty opieki zdrowotnej. Bakterie produkujgce ESBL mogg
kolonizowac przewdd pokarmowy dzieci i sg zwigzane z infekcjami zaréwno u
dorostych, jak i dzieci, w tym zakazeniami drég moczowych, jamy brzusznej i
krwi [15,16].

Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus (MRSA)

S. aureus stanowi jedng z najczestszych przyczyn infekcji u ludzi.
Historycznie, oporno$s¢ S. aureus pojawita sie zaledwie 2 Ilata po
wprowadzeniu penicyliny. Pod koniec lat piecdziesigtych XX wieku
opracowano potsyntetyczny antybiotyk, metycyline, a w 1960 roku
zidentyfikowano MRSA [17].
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Zakazenia wywotane przez metycylinooporne szczepy S. aureus wigzg
sie z wyzszg Smiertelnoscig niz te wywotane przez szczepy wrazliwe na
metycyline. Ponadto, prowadzg one do wydtuzenia pobytu w szpitalu i
zwiekszonych kosztow opieki zdrowotnej [17,18]. Szczepy MRSA produkujg
zmienione biatko PBP (Penicillin binding proteins, biatko wigzgce penicyline),
ktore ma mniejsze powinowactwo do wiekszosci potsyntetycznych penicylin.
To biatko jest kodowane przez nabyty gen mecA, ktéry znajduje sie na
ruchomym elemencie genetycznym zwanym kasetg chromosomalng mec.
Pojawienie sie szczepow MRSA wynika z nabycia i integracji tych ruchomych

elementow genetycznych do chromosomow wrazliwych szczepdw [19].

W wiekszosci przypadkdw MRSA odpowiada za co najmniej 25-50%
zakazen S. aureus w warunkach szpitalnych. Stanowig one powazny problem
ze wzgledu na wysokg zachorowalno$¢ i smiertelnoS¢ oraz opornos¢ na
wszystkie dostepne penicyliny i wiekszo$¢ innych lekéw B-laktamowych, z

wyjatkiem ceftaroliny i ceftobiprolu [17].
Vancomycin-Resistant Enterococcus (VRE)

Szczegdlnym wyzwaniem w leczeniu w warunkach szpitalnych jest VRE.
Enterokoki to fakultatywne beztlenowe bakterie Gram-dodatnie, ktore tworzg
pary lub tancuchy i zyjg w przewodzie pokarmowym, zwykle bedac
komensalami ludzi. Mogg jednak wywotywacC rézne infekcje, najczesciej
zakazenia drég moczowych, zakazenia wewngtrzbrzuszne, bakteriemie czy
zapalenie wsierdzia. Dodatkowo, Enterococcus oporny na wankomycyne
czesto wystepuje jako kolonizujgcy organizm, ktory nie zawsze prowadzi do
infekcji, co utrudnia okres$lenie, kiedy i jak leczy¢ te zakazenia. Mimo tych
trudnosci wykazano, ze infekcje wywotane przez Enterococcus oporny na
wankomycyne zwiekszajg koszty oraz Smiertelnos¢ w poréwnaniu z izolatami

wrazliwymi na wankomycyne [20,21].

Enterokoki wyksztatcity r6znorodne mechanizmy opornosci na wiele

antybiotykéw, takich jak aminoglikozydy, B-laktamy, tetracykliny, chinolony
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oraz wankomycyna (glikopeptyd). Opornos¢ Enterococcus na wankomycyne
wynika gtownie ze zmian w budowie peptydoglikanu, ktéry tworzy Sciane
komorkowg bakterii. W normalnych warunkach wankomycyna wigze sie z
koncem D-Ala-D-Ala prekursoréw peptydoglikanu. Opornos¢ pojawia sie, gdy
ten koniec ulega zmianie na D-Ala-D-mleczan, co zmniejsza powinowactwo
wankomycyny. Zmiany te sg kodowane przez geny oznaczane literami od
VanA do VanG. Najczestsze sg genotypy VanA i VanB przenoszone przez
plazmidy, a nastepnie chromosomalne fenotypy VanD i VanC. Enterococcus
oporny na aminoglikozydy, z wyjgtkiem streptomycyny, wykazuje opornosc¢
gtownie z powodu inaktywacji enzymu 2"-fosfotransferazy-6'-
acetylotransferazy, natomiast opornos¢ na streptomycyne wynika z produkcji

adenylotransferazy streptomycyny [22—24].

DIAGNOSTYKA MIKROBIOLOGICZNA MECHANIZMOW
LEKOOPORNOSCI BAKTERII

Zgodnie z EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwos$ci)
zalecane metody wykrywania mechanizmow lekoopornosci obejmujg przede
wszystkim metode dyfuzyjno-krgzkowsq i e-test oraz metody molekularne, takie
jak PCR (polymeraze chain reaction, reakcja tancuchowej polimerazy), PCR-
RFLP (polymeraze chain reaction - restriction fragment length polymorphism,
reakcja fancuchowej polimerazy - polimorfizm dtugosci fragmentow
restrykcyjnych), RT-PCR (reverse-transcription polymerase chain reaction,
reakcja tancuchowej polimerazy w ktérej pierwszy etap jest przeprowadzany
przez odwrotng transkryptaze) sekwencjonowanie Sangera, Western Blot,

mikromacierze [25,26].

Metoda dyfuzyjno-krgzkowa, znana takze jako metoda Kirby-Bauera, to
rutynowe badanie umozliwiajgce zaklasyfikowanie badanego szczepu jako
wrazliwy, srednio wrazliwy lub oporny na dany antybiotyk. W tej metodzie na

agarowg ptytke nanosi sie zawiesine bakterii o stezeniu 0,5 MacFarlanda i
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umieszcza krgzki nasgczone antybiotykiem. Wynik odczytuje sie po 18
godzinach inkubacji. Metoda jest =zalecana dla szybko rosngcych

drobnoustrojéw. [26]

E-test to metoda ilosciowo-jakosciowa bazujgca na dyfuzji antybiotyku z
paska, ktéry uwalnia antybiotyk w gradientach stezen. Po 18 godzinach
inkubacji tworzy sie eliptyczna strefa zahamowania wzrostu, a granica tej
strefy przecinajgca pasek pozwala wyznaczy¢ MIC (minimum inhibitory

concentration, minimalne stezenie hamujace) [27].

W diagnostyce opornosci na leki stosuje sie takze metody molekularne,
wykrywajgce zmiany na poziomie DNA, RNA i ekspresji genow. Do
kluczowych metod nalezg: PCR, PCR-RFLP, RT-PCR, sekwencjonowanie
Sangera, Western Blot oraz mikromacierze. PCR to metoda analizy DNA,
szczegolnie uzyteczna przy znanych mechanizmach opornosci. Modyfikacje
PCR obejmujg PCR-RFLP, gdzie amplifikowany DNA jest trawiony enzymami
restrykcyjnymi, pozwalajgc na identyfikacie  mutacji  punktowych.
Sekwencjonowanie Sangera umozliwia odczyt sekwencji DNA poprzez
kopiowanie katalizowane przez polimeraze DNA. RT-PCR i qPCR oceniajg
ekspresje RNA. Western Blot i mikromacierze analizujg biatka; Western Blot
wykorzystuje elektroforeze i przeciwciala, mikromacierze hybrydyzujg

sekwencje DNA lub cDNA z fluorochromami do analizy genow [25,26,28].

KONSEKWENCJE WYNIKAJACE Z NARASTAJACEJ
LEKOOPORNOSCI BAKTERII

Narastajgca lekoopornos¢  drobnoustrojdw  wywotuje istotne
konsekwencje kliniczne, epidemiologiczne, mikrobiologiczne, ekonomiczne i
spoteczne [29]. Z punktu widzenia klinicznego opornos¢ ogranicza
efektywnosc¢ terapii zwiekszajgc ryzyko powaznych powikfan oraz zmuszajgc
do stosowania mniej efektywnych terapii ratunkowych. Przemieszczanie
sie ludzi i towarbw w zwigzku z globalizacjg nasila ten problem. Dane

epidemiologiczne sugerujg, ze do 2050 roku $miertelnos¢ spowodowana przez

44



bakterie antybiotykooporne moze przekroczy¢ liczbe ofiar chordb

nowotworowych [29].

Diagnostycznie, wykrywanie lekoopornosci wymaga zastosowania
zaawansowanych metod analitycznych, zwiekszajgc koszty i czas oczekiwania
na wyniki, a takze podkresla potrzebe badan molekularnych, ktérych

dostepnos¢ w Polsce jest ograniczona.

Z ekonomicznego punktu widzenia zwiekszona lekoopornos¢ generuje

dtuzsze pobyty w szpitalu oraz wieksze koszty leczenia [29].

Spotecznie, lekoopornos¢ bakterii wywotuje lek pacjentow i ich rodzin,
obawy zwigzane z powrotem do zdrowia i utratg kariery zawodowej, oraz

problemami z przyjeciem do placowek medycznych [29].

AKTUALNE STRATEGIE ZAPOBIEGANIA LEKOOPORNOSCI W
ODDZIALACH SZPITALNYCH

Opornos¢ na antybiotyki stanowi $wiatowy kryzys zdrowotny, ktéry
powaznie zagraza nowoczesnej medycynie. Konieczne jest natychmiastowe
wdrozenie skutecznych srodkow prewencyjnych, aby zapobiec powstawaniu i
szerzeniu sie opornosci na antybiotyki. Aktualne strategie zapobiegania
lekoopornosci w oddziatach szpitalnych w Polsce mozna znalez¢é w
rekomendacjach Narodowego Programu Ochrony Antybiotykdéw. Program ten
oferuje szczegotowe wytyczne dotyczgce profilaktyki, diagnostyki i terapii
zakazen, zwtaszcza w oddziatach intensywnej terapii (OIT), gdzie problem

lekoopornosci jest szczegolnie nasilony [30].

Gtowne elementy strategii obejmujg profilaktyke zakazen, racjonalizacje
stosowania antybiotykéw, szkolenie personelu oraz monitoring i kontrole
zakazen. Oznacza to, ze kluczowe jest wdrazanie Scistych procedur
higienicznych, izolacji pacjentow zakazonych lekoopornymi drobnoustrojami
oraz stosowanie srodkéw dezynfekcyjnych przeciwko opornym patogenom.

Kolejnym waznym elementem jest ograniczenie naduzywania antybiotykéw
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poprzez precyzyjng diagnostyke i stosowanie terapii zgodnej z aktualnymi
wytycznymi. Istotne jest réwniez unikanie niepotrzebnych antybiotykoterapii,
co pomaga zmniejszyC selekcje opornych szczepow. Wazng role odgrywa
szkolenia personelu - pogram przewiduje regularne warsztaty i szkolenia dla
medykéw w celu podnoszenia swiadomosci i umiejetnosci w zakresie
zapobiegania i kontrolowania zakazen. Ostatnim z elementoéw programu jest
monitoring i kontrola przypadkéw zakazen lekoopornych oraz analiza danych

epidemiologicznych do oceny skutecznosci wprowadzonych strategii [30].
PODSUMOWANIE

Lekoopornos¢ bakterii uwazana jest za jedno z najpowazniejszych
zagrozen dla zdrowia publicznego o wymiarze globalnym:
Opornosc¢ bakterii na antybiotyki pojawia sie na skutek mutacji oraz poziomego
transferu genéw. Mechanizmy opornosci obejmujg inaktywacje antybiotykow,
zmniejszenie ich penetracji, aktywacje pomp wyptywowych oraz zmiany w
miejscu docelowym dziatania leku. Bakterie mogg nabywac¢ geny opornosci
poprzez transformacje, koniugacje i transdukcje.
Wsréd mechanizmow opornosci  ktorych zrozumienie jest kluczowe dla
opracowania strategii zapobiegania i leczenia infekcji mozna wymienié:
karbapenemazy KPC produkowane przez K. pneumoniae, B-laktamazy OXA-
48, metalo-p-laktamazy NDM, B-laktamazy o rozszerzonym spektrum,
metycylinooporne szczepy S. aureus oraz Enterococcus oporny nha
wankomycyne.
Diagnostyka mechanizméw lekoopornosci obejmuje metody takie jak:
dyfuzyjno-krgzkowg (metoda Kirby-Bauera), E-test oraz metody molekularne -
PCR, RT-PCR, sekwencjonowanie Sangera i Western Blot.
Opornos¢ na antybiotyki prowadzi do zwiekszonej sSmiertelnosci i powiktan
terapeutycznych, wymaga zaawansowanych metod diagnostycznych,
zwiekszajgc koszty i czas oczekiwania na wyniki, generuje wyzsze koszty

leczenia i straty wydajnosci, co moze wptyng¢ na globalny PKB.
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Kluczowe elementy aktualnej strategii zapobiegania lekoopornosci w
oddziatach szpitalnych to profilaktyka zakazenh, racjonalne stosowanie
antybiotykdéw, szkolenie personelu oraz monitoring i kontrola zakazen.

Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw w Polsce zawiera szczegotowe
wytyczne w tej dziedzinie, skupiajgce sie przede wszystkim na oddziatach

intensywnej terapii.

Powyzsze wnioski podkreslajg ztozonos¢ i powage problemu
lekoopornos$ci oraz potrzebe skutecznych interwencji zaradczych na poziomie

zarowno lokalnym jak i globalnym.
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WPROWADZENIE

Bakterie z gatunku Enterobacter to Gram-ujemne, nieprzetrwalnikujgce,
wzglednie beztlenowe ruchliwe pateczki. Enterobacter cloacae jest
powszechnie wystepujgcym drobnoustrojem srodowiskowym, ktory stanowi
takze element naturalnego mikrobiomu jelitowego cztowieka i zwierzat. [1]
Mimo to moze petni¢ role czynnika etiologicznego licznych zakazeh, w tym
zakazen oportunistycznych, takich jak zapalenie ptuc, zakazenia dolnych drég
moczowych, cewki moczowej, skory i tkanek migkkich, a takze zakazenia
wewnagtrznaczyniowe. [1] Szczegolnie czesto E. cloacae jest odpowiedzialny
za zakazenia szpitalne, w tym ogniska epidemiczne na oddziatach intensywnej
terapii (OIT). Patogen ten wykazuje wysokg zdolnoS¢ przetrwania w

srodowisku szpitalnym, w tym na powierzchniach i sprzetach medycznych, co
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utatwia kolonizacje i przenoszenie sie pomiedzy pacjentami. [1] E. cloacae
moze rowniez cechowac sie tolerancjg na wybrane srodki dezynfekcyjne, a
zdolnos¢ do tworzenia biofiimu oraz obecnos¢ mechanizméw opornosci
warunkujg trudnosci w eliminacji tej bakterii w warunkach szpitalnych. [2]
Szczegdlne ryzyko zakazenia dotyczy pacjentdéw uprzednio poddanych
antybiotykoterapii oraz oséb z ostabiong odpornoscig, takich jak noworodki,
wczesniaki, osoby starsze, pacjenci po przeszczepach, z cukrzyca, rozlegtymi
oparzeniami czy licznymi urazami, zwtaszcza hospitalizowanych na oddziatach
intensywnej terapii. [3] Bakteria ta jest szeroko rozpowszechniona w
srodowisku naturalnym — wystepuje w glebie, wodzie, roslinach, sciekach oraz
odchodach zwierzecych. E. cloacae jest znana réwniez jako fitopatogen,
powodujgcy choroby roslin. [1] Pod wzgledem opornosci naturalnej wykazuje
niewrazliwos¢ na ampicyling, amoksycyline z kwasem klawulanowym,
cefalotyne oraz cefoksytyne, natomiast okoto potowa szczepdéw zachowuje

wrazliwos¢ na ureidopenicyliny i karboksypenicyliny. [1]

E. cloacae zaliczany jest do grupy bakterii, ktbra moze wyksztatcac
fenotyp wielolekoopornosci (MDR - ang. multidrug resistance). [4]
Wystepowanie zakazen bakteryjnych wywotywanych przez szczepy
wielolekooporne (MDR) stale wzrasta, stanowigc powazny problem o skali
globalnej i istotnie obcigzajgc systemy ochrony zdrowia. Zjawisko
wielolekoopornosci u E. cloacae wynika przede wszystkim z wysokiej
zdolnosci adaptacyjnej tej bakterii do srodowiska szpitalnego, jak réwniez z
efektywnego nabywania i transferu gendw opornosci oraz wirulencji za

posrednictwem plazmiddw, transpozondw i innych elementow ruchomych. [1]

Charakterystyczng cechg bakterii wykazujgcych opornosc¢ wielolekowg
jest skrajnie niska, czesto krytycznie ograniczona wrazliwos¢ na antybiotyki. Z
tego powodu drobnoustroje MDR staty sie globalnie jednym z najwazniejszych
czynnikow etiologicznych zakazen szpitalnych, zwtaszcza w oddziatach
intensywnej terapii. [5] Do rozwoju i rozprzestrzeniania sie zakazenh

wywotanych przez szczepy wielolekooporne dochodzi szczegdlnie u

51



pacjentow poddawanych dtugotrwatej hospitalizacji, narazonych na inwazyjne
procedury, takie jak cewnikowanie, intubacja czy dializoterapia, oraz przy
wyzszej ekspozycji na antybiotyki o szerokim spektrum dziatania. [4]
Kombinacja tych czynnikbw prowadzi do zwiekszonego ryzyka nabycia i
selekcji szczepdéw MDR. E. cloacae posiada zdolno$s¢ modulowania i
nabywania réznych mechanizmow opornosci, m.in. poprzez transfer genéw
opornosci, aktywacje pomp efflux czy zmiany ekspresiji biatek btonowych, co

stanowi istotne wyzwanie terapeutyczne. [1]

Ws$érdéd bakterii Gram-ujemnych E. cloacae nalezy do najczesciej
zgtaszanych gatunkéw wykazujgcych zdolnos$¢ produkcji karbapenemaz typu
KPC (ang. Klebsiella pneumoniae carbapenemase). [1] W przypadku
szczepow, u ktdérych dominuje nadmierna produkcja B-laktamaz typu AmpC,
karbapenemy pozostajg skuteczng opcjg terapeutyczng, choc¢ ich efektywnosé
moze by¢ stopniowo ograniczana przez nabyte mechanizmy opornosci. [6]
Imipenem przez ditugi czas byt uwazany za najbardziej efektywny lek z grupy
karbapenemow stosowany wobec E. cloacae. Niestety, w ostatnich latach
coraz czesciej identyfikuje sie szczepy zdolne do produkcji karbapenemaz —
takze innych niz KPC — co skutkuje narastaniem opornosci na imipenem i
znacznym ograniczeniem dostepnych strategii leczenia zakazen wywotanych

przez MDR E. cloacae. [6]

W trakcie antybiotykoterapii B-laktamami moze nabywac¢ zdolnosc
derepresji genu chromosomowego, prowadzgc do nadmiernej produkcji -
laktamaz typu AmpC. Enzymy te efektywnie hydrolizujg cefalosporyny trzeciej
generacji, istotnie ograniczajgc mozliwosci terapeutyczne. Oporno$¢ moze by¢
takze nabyta poprzez obecnos¢ genu AmpC przenoszonego na plazmidach,
co ufatwia poziomy transfer tej cechy w obrebie populacji bakteryjnej. [6]
Szacuje sie, ze produkcja B-laktamaz AmpC odpowiada nawet za 50%

przypadkow opornosci E. cloacae na antybiotyki B-laktamowe, bedgc gtownym
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mechanizmem lekoopornosci tego gatunku. [1] Co istotne, ten typ opornosci
czesto wspotwystepuje z wytwarzaniem B-laktamaz o rozszerzonym spektrum
(ESBL — ang. extended-spectrum beta lactamase), co dodatkowo komplikuje
leczenie zakazen szczepami MDR. W fenotypie MDR istotng role odgrywajg
mechanizmy opornosci zwigzane ze zmniejszong przepuszczalnoscig btony
komoérkowej, defektami porin oraz zwigkszong aktywnoscig pomp
wyptywowych. [6] Regulacja stezenia antybiotykdw przez te mechanizmy
przyczynia sie do wysokiej opornosci wsrdd bakterii wielolekoopornych. Takie
bariery stanowig szczegdlne zagrozenie dla pacjentow, poniewaz mogg
prowadzi¢ do aktywacji dodatkowych mechanizméw, takich jak mutacje w

biatkach docelowych czy zwigkszona ekspresja enzymow opornosci.

E. cloacae posiada w swoim arsenale mechanizmdw opornosci m.in.
pompy efflux, czyli wielolekowe transportery wyptywowe zlokalizowane w
wewnetrznej btonie bakteryjnej. [1] Mogg one funkcjonowa¢ jako monomery
lub dimery i odpowiadajg za usuwanie lekdw znajdujgcych sie w cytoplazmie
do przestrzeni periplazmatycznej. Szczegdlnie istotny jest kompleks RND
(ang. Resistance-Nodulation-Division), bedacy tréjdzielnym systemem
wyptywowym  ztozonym z transportera btony wewnetrznej, Dbiatka
adaptorowego przestrzeni periplazmatycznej oraz kanatu btony zewnetrzne;.
[7] Pozwala on na efektywne usuwanie substancji szkodliwych, takich jak
antybiotyki czy detergenty, do srodowiska zewnetrznego. Przyktadem pompy
efflux jest system OQXAB, ktéry odpowiada za zmniejszenie wrazliwosci
bakterii na chinolony poprzez wypompowywanie tych lekow poza komoérke

bakteryjng. [1]

Opornos¢ wielolekowa nie jest jedynym fenotypem obserwowanym
wsrod bakterii. Oprocz MDR wyrdznia sie takze rozszerzong lekoopornosé
(XDR — ang. extensively drug-resistant) oraz pan-opornos¢ (PDR — ang. pan-

drug resistance). [8] Rosnhgca czestos¢ wystepowania szczepdw opornych na
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wiele lekdw znacznie ograniczyta mozliwosci obecnie dostepnych terapii,
narazajgc pacjentéw na dtuzszg hospitalizacje, zwiekszone koszty leczenia i
powiktania wynikajgce z opdznionego wdrozenia skutecznej antybiotykoterapii.
[9] Sytuacji nie poprawia wolne tempo pojawiania sie nowych lekow
przeciwbakteryjnych oraz coraz czestsza koniecznos¢ siegania po antybiotyki

,ostatniej szansy”.

W leczeniu zakazen wywotywanych przez szczepy MDR bakterie Gram-
ujemne, stosuje sie m.in. kolistyne — antybiotyk, ktory dziata przez
uszkodzenie btony komorkowej i prowadzi do smierci komorki bakteryjnej. [10]
Niestety, terapia kolistyng obarczona jest znacznym ryzykiem toksycznosci,
zwtaszcza nefrotoksycznosci, dlatego wymaga starannej oceny korzysci i
ryzyka przy jej stosowaniu. Wzrost rozpowszechnienia szczepow MDR E.
cloacae stanowi powazne wyzwanie dla zdrowia publicznego w skali globalne;j.
[11] Standardowe antybiotyki, niegdys skuteczne w leczeniu zakazeh tym
patogenem, coraz czesciej zawodzg, a ztozonos¢ postepowania
terapeutycznego prowadzi do wydtuzania czasu leczenia i sprzyja adaptaciji
bakterii do $rodowiska szpitalnego. Sytuacja ta wymusza konieczno$é
opracowania nowych, skutecznych i jednoczesnie bezpiecznych strategii
terapii, dostosowanych do dynamicznie zmieniajgcych sie warunkow

epidemiologicznych.

Antybiotyki o szerokim spektrum dziatania pozostajg kluczowym
elementem terapii zakazen wywotanych przez szczepy wielolekooporne,
zwlaszcza w warunkach szpitalnych, gdzie szybkie leczenie empiryczne musi
uwzgledniaé wysokie ryzyko opornosci. Ich zastosowanie powinno opiera¢ sie
na aktualnym profilu wrazliwosci patogenu, lokalnej epidemiologii i ocenie
ryzyka wystepowania mechanizméw opornosci, aby zbalansowac skutecznosc¢

kliniczng z ograniczeniem dalszej selekcji opornych szczepodw.

Potgczenie sulfametoksazolu i trimetoprimu wykazuje szerokie spektrum
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aktywnosci in vitro wobec wielu bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, w
tym wybranych szczepéw E. cloacae. [12] Antybiotyk ten jest szeroko
stosowany w leczeniu zakazen uktadu moczowo-ptciowego, oddechowego,
pokarmowego, pneumocystozy, zapalenia ucha srodkowego u dzieci oraz
infekcji wywotanych przez pateczki Shigella. [12] W terapii zakazenh E. cloacae
jest skuteczny wobec wrazliwych szczepow, cho¢ narastajgca opornosc
ogranicza jego powszechne zastosowanie. Lek ten wykazuje dziatanie
synergistyczne i bakteriobdjcze oraz ma zdolnos¢ do hamowania rozwoju
opornosci. Jest relatywnie dobrze tolerowany u pacjentéw bez zaburzen
odpornosci i czesto preferowany u o0s6b uczulonych na penicyliny lub
zakazonych szczepami produkujgcymi B-laktamazy. [12] Do najczestszych
dziatan niepozgdanych zalicza sie zaburzenia Zzotgdkowo-jelitowe oraz
wysypki skorne, ktére pojawiajg sie zazwyczaj w ciggu pierwszych dwdch

tygodni terapii.

Imipenem i meropenem to antybiotyki z grupy karbapenemdw, ktére
dziatajg poprzez wigzanie sie z biatkami wigzgcymi penicyline (PBP - ang.
Penicilin Binding Proteins), co prowadzi do zaktdcenia syntezy i integralnosci
Sciany komorkowej bakterii, skutkujgc Smiercig komoérki. [13] Karbapenemy
charakteryzujg sie bardzo szerokim spektrum aktywnosci wobec bakterii
beztlenowych i Gram-ujemnych w poréwnaniu z innymi antybiotykami -
laktamowymi oraz wykazujg stabilnos¢ wobec ESBL. [13] Do najczestszych
dziatan niepozgdanych nalezg reakcje w miejscu podania oraz dolegliwosci ze
strony przewodu pokarmowego. Imipenem wykazuje skutecznoS¢ wobec
paciorkowcéw, metycylinowrazliwych gronkowcéw, bakterii z rodzajow
Neisseria i Haemophilus, beztlenowcéw oraz wielu najczestszych tlenowych
patogendw szpitalnych Gram-ujemnych, w tym E. cloacae. Ponadto wykazuje
dziatanie hamujgce na enterokoki. [14] Meropenem jest szczegdlnie aktywny
wobec bakterii Gram-ujemnych, réwniez niefermentujgcych oraz wykazuje
szerokie spektrum dziatania podobne do imipenemu. Z powodu rosngce;j liczby
szczepdw  wielolekoopornych, w tym E. cloacae produkujgcych
karbapenemazy (CPE — ang. Carbapenemase-producing Enterobacterales),
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karbapenemy staty sie jednymi z antybiotykdw ,ostatniej szansy” w leczeniu
ciezkich zakazen szpitalnych. [13] Swiatowa Organizacja Zdrowia umiescita
szczepy CPE w najwyzszej kategorii priorytetow jako jedno z
najpowazniejszych zagrozen dla zdrowia publicznego, ze wzgledu na skrajng
oporno$¢ na antybiotyki, potencjalne wyczerpanie dostepnych opcji
terapeutycznych oraz szybkie rozprzestrzenianie w warunkach szpitalnych.
Mimo skutecznosci, pojawiajgce sie mechanizmy opornosci stanowig powazne
wyzwanie terapeutyczne i wymagajg ciggtego poszukiwania nowych strategii

przeciwdziatania zakazeniom wywotywanym przez szczepy MDR.

Cefepim to cefalosporyna IV generacji z grupy B-laktaméw, o szerokim
spektrum aktywnosci wobec bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich.
Stosuje sie go w leczeniu zapalenia ptuc (szpitalnego i zwigzanego z
wentylacja mechaniczng), powiktanych i niepowiktanych zakazen drog
moczowych, zakazen skory i tkanek miekkich oraz jako terapie empiryczng
gorgczki neutropenicznej. [15] Ze wzgledu na stabilnos¢ wobec wielu
B-laktamaz i dobrg penetracje do tkanek, cefepim bywa wykorzystywany w
ciezkich zakazeniach szpitalnych, zwlaszcza gdy etiologia pozostaje
nieustalona. Mechanizm dziatania cefepimu jest typowy dla B-laktamow: lek
wigze sie kowalencyjnie z biatkami PBP, co prowadzi do zaburzen
integralnosci sciany, aktywacji autolizyn i lizy komorki bakteryjnej. W
poréwnaniu z cefalosporynami nizszych generacji cefepim wykazuje wiekszg
aktywnos¢ wobec pateczek Gram-ujemnych oraz lepszg stabilno$é wobec
chromosomalnych B-laktamaz AmpC. [15] W kontekscie E. cloacae cefepim
ma istotne znaczenie kliniczne, poniewaz wiele szczepow konstytutywnie lub
indukcyjnie produkuje AmpC, ktére hydrolizujg liczne cefalosporyny |li
generacji. Cefepim, dzieki wiekszej stabilnosci wobec AmpC, moze
zachowywac aktywnosc¢ przeciwko czesci szczepow E. cloacae, o ile nie
wspotwystepujg dodatkowe mechanizmy opornosci. Najczestsze dziatania
niepozgdane cefepimu obejmujg dolegliwosci ze strony przewodu
pokarmowego, odczyny w miejscu podania oraz wysypki skérne. U pacjentéw
z ciezkg niewydolnoscig nerek i przy braku dostosowania dawki opisywano
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ryzyko neurotoksycznosci (encefalopatia, drgawki), dlatego kluczowe jest
monitorowanie czynnosci nerek i modyfikacja dawkowania w tej grupie
chorych. [15]

Ceftazydym to cefalosporyna trzeciej generacji o wyraznej aktywnosci
wobec bakterii Gram-ujemnych, w tym licznych przedstawicieli rodziny
Enterobacterales oraz niefermentujgcych  pateczek  Gram-ujemnych
(zwlaszcza Pseudomonas aeruginosa). W poréwnaniu z innymi
cefalosporynami Il generacji ceftazydym cechuje sie stabszg aktywnoscig
wobec bakterii Gram-dodatnich, co ogranicza jego zastosowanie w
zakazeniach z przewagg tej flory. Farmakokinetycznie jest eliminowany
gtéwnie przez nerki, dlatego wymaga modyfikacji dawkowania u pacjentéw z
niewydolnoscig nerek. Mechanizm dziatania ceftazydymu jest podobny do
innych B-laktaméw. Klinicznie stosuje sie go m.in. w leczeniu zapalenia ptuc (w
tym szpitalnego i u pacjentdw wentylowanych mechanicznie), powiktanych
zakazen drog moczowych, zakazen skory i tkanek miekkich, zakazen jamy
brzusznej (z odpowiednim skojarzeniem) oraz jako element terapii empirycznej
w wybranych sytuacjach, gdy podejrzewa sie udziat pateczek Gram-ujemnych,

zwtaszcza P. aeruginosa. [16]

W kontekscie E. cloacae skutecznos¢ ceftazydymu moze byc
ograniczona ze wzgledu na ryzyko derepresji/indukcji chromosomalnych
B-laktamaz AmpC oraz mozliwe wspotwystepowanie ESBL, ktére hydrolizujg
cefalosporyny trzeciej generacji. Z tego powodu wybér ceftazydymu przeciw E.
cloacae powinien byC oparty na antybiogramie oraz ocenie ryzyka
mechanizmow opornoéci (AmpC/ESBL), a w razie ich podejrzenia powinno
rozwazyC sie alternatywy o wiekszej stabilnosci wobec tych enzyméw. [1]
Profil bezpieczenstwa ceftazydymu jest zblizony do innych cefalosporyn.
Najczestsze dziatania niepozgdane obejmujg dolegliwosci zotgdkowo-jelitowe,
odczyny w miejscu podania oraz wysypki skorne. U pacjentow z ciezkg
niewydolnoscig nerek i bez dostosowania dawki istnieje ryzyko

neurotoksycznosci (np. splatanie, drgawki), co uzasadnia Sciste monitorowanie
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funkcjonowania nerek i odpowiednig modyfikacje dawkowania. [16]

Norfloksacyna nalezy do grupy fluorochinolonéw, jest pochodng kwasu
nalidyksowego, o silnej aktywnosci przeciwko tlenowym bakteriom
Gram-ujemnym, w tym przedstawicielom rodziny Enterobacterales (takze
szczepom opornym na gentamycyne) oraz P. aeruginosa, a ponadto wobec
Neisseria gonorrhoeae opornych na penicyline. Wykazuje skutecznos¢
przeciwko szczepom Staphylococcus aureus (wrazliwym i opornym na
metycyline), cho¢ jej aktywnos¢ wobec wiekszosci innych tlenowych bakterii
Gram-dodatnich jest stabsza. Mechanizm dziatania polega na hamowaniu
gyrazy DNA (topoizomerazy Il) i topoizomerazy IV, co zaburza replikacje i
naprawe DNA, prowadzgc do smierci komorki bakteryjnej. [17] Opornos¢é na
norfloksacyne zwykle nie jest plazmidowa; wynika najczesciej z mutacji w
genach kodujgcych docelowe topoizomerazy Ilub 2z mechanizmow
zmniejszonej penetracji czy pomp efflux i rozwija sie rzadziej niz w przypadku
kwasu nalidyksowego. [18] Farmakokinetycznie norfloksacyna jest
eliminowana gtownie przez nerki, co uzasadnia modyfikacje dawkowania w
niewydolnosci nerek. Klinicznie stosuje sie jg przede wszystkim w terapii
niepowiktanych i powiktanych zakazen drog moczowych oraz w leczeniu
rzezgczkowego zapalenia cewki moczowej. W kontekscie E. cloacae
norfloksacyna wykazywac¢ aktywno$¢ wobec wrazliwych szczepow, jednak
narastajgca oporno$¢ wsrod pateczek Gram-ujemnych ogranicza jej
zastosowanie. Dziatania niepozgdane sg na ogot dobrze tolerowane i rzadko
wymagajg przerwania leczenia; najczesciej dotyczg dolegliwosci ze strony
przewodu pokarmowego i osrodkowego uktadu nerwowego o ftagodnym

nasileniu. [17]

W ostatnich latach obserwuje sie rosngce zainteresowanie naturalnymi
metodami leczenia. Rosliny lecznicze, znane z medycyny tradycyjnej,

stanowig bogate zrodto zwigzkédw biologicznie czynnych i inspirujg do
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poszukiwania nowych strategii terapeutycznych. Eugenol
(4-alilo-1-hydroksy-2-metoksybenzen) to naturalny fenol monoterpenoidowy,
ktory pozyskiwany jest z pgkdéw kwiatowych gozdzikowca (Syzygium
aromaticum, dawniej Eugenia caryophyllus), ale wystepuje rowniez w bazylii
(Ocimum basilicum), cynamonie (Cinnamomum verum), gatce muszkatotowej
(Myristica fragrans) oraz lisciu laurowym (Laurus nobilis). [19] Eugenol
znajduje szerokie zastosowanie praktyczne: w stomatologii jako srodek o
dziataniu znieczulajgcym i antyseptycznym, w przemysle perfumeryjnym jako
sktadnik kompozycji zapachowych, a w rolnictwie jako srodek owadobdjczy.
Zwigzek ten wykazuje ponadto wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwgrzybicze
i przeciwbakteryjne. Zostat uznany przez Swiatowg Organizacje Zdrowia za
niemutagenny; wykazano rowniez jego cytotoksyczne dziatanie wobec

komodrek nowotworowych m.in. czerniaka, raka jelita grubego i raka piersi. [20]

Eugenol, dzieki obecnosci wolnej grupy hydroksylowej w czgsteczce,
wykazuje potencjat przeciwdrobnoustrojowy m.in. wobec S. aureus, P.
aeruginosa oraz E. coli. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter tatwo przenika
przez ostony komorkowe bakterii, docierajgc do cytoplazmy, gdzie moze
zaburza¢ integralno$¢ bton, oddziatywaé z biatkami i innymi strukturami
wewnatrzkomoérkowymi, co prowadzi do destabilizacji funkcji komérkowych i
ostatecznie do smierci komérki. Eugenol szybko wchtania sie po podaniu
doustnym, osiggajgc maksymalne stezenie w surowicy okoto 4 godziny po
przyjeciu; jego okres pottrwania wynosi 14-18 godzin. Zwigzek tatwo
rozpuszcza sie w rozpuszczalnikach organicznych, a podanie w postaci

kapsutki zelowej poprawia jego stabilnosc¢ i trwatos¢. [20]

W badaniach przeprowadzonych na szczurach dawka $miertelna (LD50)
eugenolu wynosita okoto 2,650 mg/kg. Toksycznosc¢ jest zalezna od dawki: w
niskich stezeniach eugenol wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, natomiast w
wysokich — prooksydacyjne, z potencjalnym dziataniem hepatotoksycznym.
Objawy zatrucia obejmujg m.in. kwasice metaboliczng, drgawki, uszkodzenie

watroby oraz zaburzenia krzepniecia. Eugenol jest takze silnym alergenem
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kontaktowym i moze powodowac podraznienie bton Sluzowych, oczu i skory.
Eugenol poprzez swoje rozlegte dziatanie moze réwniez m.in. hamowac
tworzenie biofilmu oraz dziata¢ synergistycznie z antybiotykami, co sprawia, iz
eugenol jest rozpatrywany jako potencjalny srodek wspomagajgcy terapie

przeciwdrobnoustrojowg. [20]

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byla ocena wptywu roztworu eugenolu na
stosowane antybiotyki szerokospektralne wobec klinicznych szczepéw MDR
E. cloacae z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-krgzkowej. Oceniono wptyw
eugenolu na przedstawicieli cefalosporyn (cefepim, ceftazydym),
karbapenemow (imipenem, meropenem), fluorochinolondéw (norfloksacyna)

oraz antybiotykami sulfonamidowymi (trimetoprim-sulfametoksazol).

MATERIALY | METODY

W badaniu wykorzystano 30 szczepdéw MDR E. cloacae wyizolowanych
w latach 2014-2024 od pacjentow Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w
Biatymstoku, w trakcie rutynowych czynnosci zwigzanych z diagnostykg
mikrobiologiczng. Pochodzenie szczepdw oraz rodzaj materiatu klinicznego z
ktdrego zostaty wyizolowane sg zebrane w Rycinie. Wszystkie prébki zostaty
zabezpieczone i zamrozone w temperaturze - 80°C w bulionie tryptozowo-
sojowym (TSB) z dodatkiem 30% gliceryny. Do przeprowadzenia identyfikacji
biochemicznej oraz badania wrazliwosci na antybiotyki (AST - ang.
antimicrobial susceptibility testing) wykorzystano system VITEK 2 (bioMérieux
SSC, Francja), ktory opiera sie na analizie automatycznej badanej probki, jej

identyfikacji i lekowrazliwosci.

W pierwszym etapie badan, szczepy zostaty wysiane na podtoze
MacConkeya (OXOID LTD., Basingstoke, Wielka Brytania) — podtoze
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selektywno-réznicujgce do hodowli Gram-ujemnych drobnoustrojow. W
kolejnym etapie przeprowadzono AST z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-
krgzkowej (Kirby-Bauera). Metoda polega na uzyskaniu inokulum bakteryjnego
o gestosci optycznej réwnej 0,5 w skali McFarlanda i posiewie
powierzchniowym badanego szczepu na podtozu Mueller-Hintona (OXOID
LTD., Basingstoke, Wielka Brytania), ktore jest podtozem referencyjnym do
badania lekowrazliwosci. Nastepnie umieszczano bibutowe krgzki
antybiotykowe zawierajgce: cefepim (FEP 30 ug), ceftazydym (CAZ 10 ug),
imipenem (IPM 10 ug), meropenem (MEM 10 pg), norfloksacyne (NOR 10 pg)
oraz trimetoprim-sulfametoksazol (SXT 1,25/23,75 ug). Krgzki antybiotykowe
zostaty zakupione w firmie OXOID (OXOID LTD., Basingstoke, Wielka
Brytania). Kolejnym etapem bylo przeprowadzenie AST z zastosowaniem
roztworu 99% eugenolu (Merck, Darmstadt, Niemcy) oraz antybiotykdw
wymienionych powyzej. Na krgzki bibutowe zawierajgce antybiotyki w
podanych stezeniach aplikowano 10 pl roztworu eugenolu. Hodowla
drobnoustrojow oraz AST zostato przeprowadzone w temperaturze 35-37°C,
czasie 16-18 h i w warunkach tlenowych. Po wymaganym czasie inkubacji
dokonano pomiarow stref zahamowania wzrostu (SZW) dla antybiotykow w
monoterapii oraz z dodatkiem eugenolu. Kryteria interpretacyjne, ktorymi
postugiwano sie w trakcie przeprowadzonych badan pochodzity z oficjalnych
rekomendacji Europejskiego Komitetu do spraw badania lekowrazliwosci

(EUCAST - ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu STATA
17 (Stata Corp., 2023). W celu zobrazowania dziatania eugenolu na SZW
antybiotykdw obliczono podstawowe miary statystyczne (Srednia, mediana,
odchylenie standardowe, wartosci minimalne oraz maksymalne) oraz uzyto
testow statystycznych — Shapiro-Wilka do oceny normalnosci rozktadu
wynikow. W przypadku potwierdzenia rozktadu normalnego stosowano test t

dla préb sparowanych, zas w przypadku rozkfadu réznego od normalnego
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stosowano test Wilcoxona dla par zaleznych. Celem testéw byto okreslenie

istotnosci statystycznej otrzymanych wynikow.
WYNIKI

Ws8rod badanych szczepdw 90% (27/30) spetniato kryteria MDR,
wykazujgc opornos¢ na co najmniej jeden antybiotyk z trzech lub wiecej grup.
Statystyka opisowa objeta, dla kazdego antybiotyku, wyliczenie sredniej,
mediany, odchylenia standardowego oraz wartosci minimalnej i maksymailnej
zaréwno dla stref zahamowania wzrostu (SZW) w monoterapii, jak i po
dodaniu eugenolu, a takze dla réznicy tych wartosci. W monoterapii najwyzsze
Srednie SZW uzyskano dla meropenemu (20,90 mm) i imipenemu (19,33 mm),
najnizsze zas dla ceftazydymu (6,00 mm) oraz trimetoprimu-sulfametoksazolu
(7,37 mm). Niskie $rednie odnotowano takze dla norfloksacyny (10,03 mm) i

cefepimu (11,97 mm).

Po dodaniu eugenolu $rednie SZW wzrosty istotnie we wszystkich
grupach. Najwyzsze wartosci srednie uzyskano dla meropenemu (30,77 mm),
imipenemu (29,17 mm) i cefepimu (24,03 mm), a najnizsze dla trimetoprimu-
sulfametoksazolu (19,07 mm), ceftazydymu (19,67 mm) oraz norfloksacyny
(22,13 mm). Procentowy wzrost Sredniej obliczono jako rdéznice wartosci
srednich (po dodaniu eugenolu minus monoterapia) podzielong przez srednig
w monoterapii i pomnozong przez 100%. Najwiekszy wzrost uzyskano dla
ceftazydymu (227,8%), trimetoprimu-sulfametoksazolu (158,7%) [
norfloksacyny (120,6%), a najnizszy dla meropenemu (47,2%), imipenemu
(50,9%) oraz cefepimu (100,8%).

Analiza median, odchylen standardowych oraz zakreséw (min—max)
potwierdza wyrazny, powtarzalny wzrost SZW po zastosowaniu eugenolu,
widoczny zardowno w antybiotykach o wyjsciowo wysokiej aktywnosci
(karbapenemy), jak i w cefalosporynach, gdzie w przypadku cefepimu
mediana po dodaniu eugenolu wskazuje na odzyskanie wrazliwosci przez

wiekszos¢ szczepdw. W pozostatych grupach konsekwentny wzrost SZW
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rébwniez sugeruje przywracanie wrazliwosci drobnoustrojow. Zestawienie
wszystkich podstawowych miar statystycznych przedstawiono na Rycinie 1.
Rycina 1. Podstawowe wskazniki statystyczne (srednia, mediana, odchylenie standardowe,

wartosci minimalne, maksymalne) oraz réznice miedzy srednimi dla badanych antybiotykow
w grupach z eugenolem oraz w monoterapii

W monoterapii najwyzsze odsetki opornosci obserwowano dla
ceftazydymu (100%), norfloksacyny (97%), cefepimu (93%) i trimetoprimu-

sulfametoksazolu (90%), podczas gdy karbapenemy (imipenem i meropenem)

ol  Srednia 11,97 19,33 20,90 10,03

~/  Mediana 6,00 10,00 22,00 24,00 6,00 6,00
@ O Odchylenie st. 0 6,26 6,78 8,26 6,16 4,37

monoterapia

4 Min 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00

T Max 6,00 25,00 29,00 37,00 24,00 23,00

all  Srednia 19,67 24,03 2917, 30,77 22,13 19,07

~/  Mediana 21,50 24,50 29,50 30,50 24,00 19,00
O  Odchyleniest. 3,74 5,87 5,80 7,82 5,75 3,93

eugenol 10,00 13,00 18,00 16,00 10,00 14,00

24,00 35,00 40,00 44,00 37,00 30,00

AT e Wt 5
‘F°Z"'°a Srednia 13,67 12,07 12,07 12,10 11,70
eugenol-monoterapia)

wykazywaty wyraznie korzystniejszy profil wrazliwosci (odpowiednio: 53% i
63% szczepdw wrazliwych, przy 43% i 30% opornych oraz niewielkim odsetku
Sredniowrazliwych). Po dodaniu eugenolu odnotowano jednoznaczng poprawe
we wszystkich grupach: dla trimetoprimu-sulfametoksazolu uzyskano petng
wrazliwo$¢ (100%), dla meropenemu i imipenemu udziat wrazliwych wzrost
odpowiednio do 90% i 87% przy znikomej lub bardzo niskiej opornosci, a w
grupie cefalosporyn zaobserwowano istotne przesuniecie w kierunku
wrazliwoéci (dla cefepimu 53% wrazliwych, 17% s$redniowrazliwych i 30%
opornych; dla ceftazydymu 50% wrazliwych, 20% $redniowrazliwych i 30%
opornych). W przypadku norfloksacyny odsetek wrazliwych wzrést z 3% do

60%, co potwierdza znaczgce, cho¢ niepetne, przywrécenie wrazliwosci.
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Catosciowo, dodatek eugenolu skutkowat wyraznym i powtarzalnym
zwiekszeniem odsetka szczepow wrazliwych w porownaniu z monoterapig,
przy szczegdlnie duzych korzy$ciach w grupach o najwyzszej wyjsciowej
opornosci. W przypadku uzycia kombinacji antybiotyku z eugenolem opornos¢
wykazato 30%, wrazliwos¢ wykazato 50% natomiast Sredniowrazliwosc
wykazato 20% badanych szczepéw. Wykresy kotowe podsumowujgce
wskazniki wrazliwosci szczepow w monoterapii oraz z dodatkiem eugenolu
przedstawiono na Rycinie 2 oraz Rycinie 3. Wskazniki przywrdconej
wrazliwosci na antybiotyki po dodaniu eugenolu znajdujg sie na Rycinie 4.
Rycina 2. Wskazniki lekowrazliwosci drobnoustrojow na podstawie wytycznych EUCAST w
monoterapii oraz po dodaniu eugenolu. S — szczep wrazliwy na antybiotyk; | — szczep

Sredniowrazliwy; R — szczep oporny. IPM — imipenem; MEM — meropenem; SXT —
trimetoprim-sulfametoksazol.

¢

=S =] mR =S sl mR =S5 =l mR

SXT
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=S =l =R
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Rycina 3. Wskazniki lekowrazliwosci drobnoustrojow na podstawie wytycznych EUCAST w

monoterapii oraz po dodaniu eugenolu. S — szczep wrazliwy na antybiotyk; | — szczep
Sredniowrazliwy; R — szczep oporny. CAZ — ceftazydym; FEP — cefepim; NOR —
norfloksacyna.

Przywrécona wrazliwos¢

MEM [ ss 0%
o [ a0
NOR [ se o

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Rycina 4. Procentowa ilos¢ przywroconej wrazliwosci na antybiotyki po dodaniu eugenolu.
MEM — meropenem; IPM — imipenem; NOR — norfloksacyna; FEP — cefepim; CAZ —
ceftazydym; SXT — trimetoprim-sulfametoksazol.
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Do oceny istotnosci wptywu eugenolu na wielkos¢ stref zahamowania
wzrostu zastosowano test t dla prob sparowanych w przypadkach, gdy rozktad
réznic (z eugenolem oraz bez eugenolu) byt zblizony do normalnego, co
weryfikowano testem Shapiro—Wilka. Dla ceftazydymu (CAZ), gdzie rozkfad
réznic odbiegat od normalnego, uzyto nieparametrycznego testu Wilcoxona
dla par zaleznych. Test t dla prob sparowanych jest testem parametrycznym,
ktory ocenia, czy Srednia réznica miedzy dwoma pomiarami wykonanymi na
tych samych szczepach rézni sie istotnie od zera. Z kolei test Wilcoxona
porzadkuje bezwzgledne réznice, nadaje im rangi z uwzglednieniem znakow i
sprawdza, czy medianowa roznica odbiega istotnie od zera, raportujgc
statystyke W oraz p-value. We wszystkich analizowanych antybiotykach z
rozktadem réznic akceptowalnym dla zatozen testu t (FEP, IPM, MEM, NOR,
SXT) otrzymane p-value byty nizsze od poziomu istotnosci (p < 0,05), co
potwierdza istotny statystycznie wptyw eugenolu na wzrost SZW. W grupie
CAZ, analizowanej testem Wilcoxona, p-value rowniez byto mniejsze niz 0,05,

wskazujgc na istotny efekt eugenolu.

@ Antybiotyk ol Statystyka @ Istotnos¢ statystyczna
AZ 0,00 ©

' CA Wilcoxon i p < 0,001 Istotny
7 T-sparowany 12,91 p < 0,001 @ Istotny

T-sparowany 12.55 p < 0,001 @ Istotny

T-sparowany 11,08 p < 0,001 @ Istotny

T-sparowany 10,38 p < 0,001 @ Istotny

T-sparowany 15,62 p < 0,001 () Istotny

Rycina 5. Wyniki przeprowadzonych testow statystycznych Wilcoxona oraz t —
sparowanego. CAZ — ceftazydym; FEP — cefepim; IPM — imipenem; MEM — meropenem;
NOR — norfloksacyna; SXT — trimetoprim-sulfametoksazol.
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DYSKUSJA

Wyniki badania potwierdzajg pozytywny wptyw potgczenia naturalnych
srodkéw z tradycyjng antybiotykoterapig w celu przezwyciezania opornosci i
wzmachiania skutecznosci leczenia. W literaturze opisywano synergizm
eugenolu z réznymi lekami przeciwdrobnoustrojowymi, co jest zgodne z
obserwacjami przedstawionymi w niniejszej pracy. Przyktadowo, w badaniu z
2023 roku przeprowadzonym przez Konga i wsp., obejmujacym szczepy P.
aeruginosa i K. pneumoniae wykazano, ze dodatek eugenolu przywraca
wrazliwos¢ izolatbw opornych na kolistyne oraz dodatkowo wzmacnia jej
dziatanie ws$rod szczepdw wyjsciowo wrazliwych, co potwierdza efekt
synergistyczny tej kombinacji. [21] W analizie synergizm stwierdzono w 12 z
14 przypadkoéw (85%), podczas gdy w prezentowanym przez nas zbiorze
danych odsetek synergistycznych interakcji wyniést 105 na 360 kombinaciji
(29%), co roznicuje site efektu miedzy pracami, ale nie podwaza kierunku
Zjawiska. Istotng implikacjg kliniczng, ktérg podkreslajg autorzy cytowanego
badania, jest mozliwos¢ obnizenia dawek kolistyny przy zachowaniu
skutecznosci dzieki synergii z eugenolem, potencjalnie ograniczajgc
toksycznosé tego antybiotyku — czynnik o udokumentowanym znaczeniu dla

bezpieczenstwa terapii. [21]

W badaniu z 2018 roku autorstwa Wanga i wsp. wykazano, ze eugenol
nasila dziatanie kolistyny zarébwno wobec szczepdw opornych, jak i wrazliwych
klinicznych izolatbw E. coli, gatunku nalezgcego do rodziny pateczek
jelitowych Enterobacterales, podobnie jak E. cloacae analizowana w niniejszej
pracy. [22] Autorzy uzyli zestawu 14 klinicznych szczepow, w tym izolatow
opornych na kolistyne, a synergizm oceniano metodg checkerboard (metoda
ilosciowa, ktora determinuje wskaznik FICI — ang. fractional inhibitory
concentration index), uzupetniong o oznaczenia MIC i analizy ekspresji genu
mcr-1; synergistyczne dziatanie odnotowano w 8/14 przypadkéw, a w
pozostatych obserwowano efekt czesciowy, bez sladéw antagonizmu miedzy

eugenolem i antybiotykiem. Wynikom towarzyszyty rowniez dodatkowe
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obserwacje - istotne obnizenie ekspresji mcr-1 oraz przestanki bezposredniej
interakcji eugenolu z biatkiem MCR-1. [22] Na tym tle rezultaty naszych
wynikow badan w niniejszej pracy, mimo roznic w doborze gatunkow, panelu
lekéw i kryteriach klasyfikacji pozostajg zbiezne kierunkowo, potwierdzajgc
potencjat eugenolu jako adiuwanta zwiekszajgcego skutecznos¢ terapii wobec

drobnoustrojow wielolekoopornych.

Praca Ferrando i wsp. ocenita eugenol jako adiuwant dla siedmiu
antybiotykéw testowanych przeciwko czternastu gatunkom bakterii, wykazujac,
ze dodatek tej naturalnej substancji szeroko wzmacnia aktywno$¢ lekow w
uktadach in vitro. [23] Wyniki autorow potwierdzajg, ze eugenol moze petnic
role skutecznego modulatora odpowiedzi drobnoustrojow, co pozostaje
zbiezne z doniesieniami o synergii eugenolu z antybiotykami raportowanymi w
innych pracach i kierunkowo wspiera obserwacje przedstawione w niniejszym
badaniu. Interesujgcym uzupetnieniem wnioskow jest zwrocenie uwagi na
potencjalnie korzystniejszy profil bezpieczenstwa eugenolu wzgledem
wybranych antybiotykéw w kontekscie zastosowan jako adiuwant, co przy
zachowanej skutecznosci moze otwieraC mozliwos¢ redukcji dawek
antybiotykdéw i ograniczania ryzyka dziatan niepozgdanych, cho¢ wymaga to

dalszej walidacji w modelach in vivo i badaniach klinicznych. [23]

Zainteresowanie fgczeniem substancji naturalnych z antybiotykami
pozostaje aktualne, co potwierdzajg tegoroczne doniesienia z marca, w
ktdrych oceniano dziatanie olejkdw eterycznych z gozdzikéw i cynamonu w
potgczeniu z ciprofloksacyng oraz wankomycyng wobec Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, E. coli, Salmonella enterica i K.
pneumoniae. [24] Trzy z tych gatunkéw nalezg do rodziny Enterobacterales,
podobnie jak E. cloacae analizowany w niniejszym badaniu, co utatwia
kontekstowe porownanie. Szczegodlnie istotne jest zastosowanie olejku
gozdzikowego, ktoérego gtownym skfadnikiem czynnym jest eugenol
(analogiczny do uzytej przez nas substancji), poniewaz autorzy odnotowali

synergiczne dziatanie jego potgczenia z wankomycyng wzgledem wszystkich
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badanych szczepdw poza S. enterica. Pofgczenia z olejkiem istotnie
wzmachiaty aktywnos$¢ antybiotykdéw, a autorzy wskazali, ze obserwowana
synergia moze  uzasadniaC  strategie tgczenia  konwencjonalnej
antybiotykoterapii z wybranymi zwigzkami naturalnymi. [24] Z praktycznego
punktu widzenia takie podejscie moze umozliwi¢ redukcje dawek antybiotykow
przy  zachowaniu  skutecznosci, sprzyjajgc  ograniczaniu  dziatan

niepozgdanych, cho¢ wnioski te wymagajg dalszej walidaciji.

W badaniu Dhara i wsp. oceniano kliniczne izolaty E. coli oraz K.
pneumoniae wytwarzajgce ESBL i oporne na chinolony, stosujgc metode
mikrorozcienczen do analizy wplywu eugenolu na aktywno$¢ cefotaksymu i
ciprofloksacyny. [25] W przypadku kombinacji z cefotaksymem synergizm
odnotowano u 21,6% szczepdéw E. coli oraz 18,2% szczepdw K. pneumoniae,
przy czym redukcja wartosci MIC w obecnosci eugenolu siegata nawet ponad
1000-krotnosci, co wskazuje na silny potencjat adiuwantowy. Dla potgczenia z
ciprofloksacyng odsetek synergii byt nizszy u K. pneumoniae (6,1%) i
poréwnywalny z cefotaksymem u E. coli (21,6%). Zestawiajgc te obserwacje z
uzyskanymi wynikami, warto podkresli¢, ze oceniane przez nas cefalosporyny
(cefepim, ceftazydym) oraz chinolon (norfloksacyna) nalezaty do grup o
najwiekszych bezwzglednych przyrostach stref zahamowania wzrostu po
dodaniu eugenolu, co kierunkowo wspotgra z doniesieniami Dhara i wsp.
Jednoczes$nie do petnej oceny klinicznego potencjatu takich skojarzen
konieczne sg dalsze badania ilosciowe lekowrazliwosci (np. MIC, FICI) oraz
walidacja w modelach in vivo, aby przetozy¢ obserwowang synergie na

rekomendacje terapeutyczne. [25]
PODSUMOWANIE

Konfrontacja uzyskanych wynikbw z doniesieniami innych autoréw
wskazuje, ze eugenol oraz inne preparaty naturalne, w ktorych stanowi gtéwny
sktadnik czynny moze petni¢ role wartosciowego adiuwanta antybiotykoterapii,

wzmachniajgc aktywnos¢ lekdw i sprzyjajgc przetamywaniu opornosci.
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Szczegodlnie istotny jest kontekst kolistyny, uznawanej za lek ,ostatnigj
szansy”: mimo narastajgcej globalnie opornosci oraz ograniczen
bezpieczenstwa zwigzanych z toksycznoscig, tgczenie kolistyny z eugenolem
byto wielokrotnie opisywane jako strategia przywracajgca wrazliwos¢ czesci
izolatbw oraz potencjalnie umozliwiajgca redukcje dawki antybiotyku przy
zachowaniu skutecznosci, co ma istotne znaczenie Kkliniczne. W
przedstawionej pracy zjawisko synergii nie ograniczato sie wytgcznie do
kolistyny: obserwowano je réwniez dla innych antybiotykbw o szerokim
spektrum dziatania, takich jak: cefepim, ceftazydym, imipenem, meropenem,
norfloksacyny oraz trimetoprimu-sulfametoksazolu, gdzie po dodaniu roztworu
eugenolu szczepy wyjsciowo oporne wykazywaty odzyskanie wrazliwosci. Z
perspektywy praktycznej taki profil dziatania eugenolu wspiera kierunek badan
nad terapiami skojarzonymi, ktére mogg jednoczesnie zwigkszac skutecznosc
leczenia i ogranicza¢ ryzyko dziatan niepozgdanych poprzez modyfikacje
ekspozycji na antybiotyk; wymaga to jednak dalszej pracy w ujednoliconych
modelach ilosciowych oraz oceny w badaniach in vivo i klinicznych, aby
przetozy¢ obserwowang synergie na bezpieczne rekomendacje terapeutyczne

dla pacjentow w przysztoSci.
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WPROWADZENIE

Jednym z problemow, z ktorymi zmaga sie dzisiejszy system opieKi
zdrowotnej jest rosngca oporno$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe (AMR -
ang. antimicrobial resistance). [1] Mimo tego, Zze bakterie sg naturalnie oporne
na niektore antybiotyki, to opornos¢ nabyta odpowiada za wyksztatcenie
fenotypu wielolekowej opornosci (MDR - ang. multidrug resistance).
Wielolekoopornos¢ bakterii wynika w duzej mierze z niewlasciwego
stosowania antybiotykéw, obejmujgcego zaréwno nadmierne ich stosowanie,
jak i uzywanie w przypadkach, gdy terapia antybiotykowa nie jest wskazana,
na przyktad w infekcjach wirusowych. [2] Dodatkowym problemem jest
nieprzestrzeganie zalecen dotyczgcych dawkowania i dtugosci terapii, co

sprzyja selekcji szczepodw opornych. Na rozwdj opornosci istotnie wptywa
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rowniez stosowanie antybiotykbw w hodowli zwierzat, rolnictwie oraz
dostepnos¢ lekéw przeciwdrobnoustrojowych bez recepty w niektérych
krajach. [3] W konsekwencji ekspozycji na antybiotyki bakterie adaptujg sie do
srodowiska obecnosci tych substancji poprzez szereg mechanizméw
opornosci. Obejmujg one modyfikacje struktury sciany komorkowej, synteze
enzymow neutralizujgcych dziatanie antybiotykow, jak réwniez nabywanie oraz
przekazywanie gendéw opornosci na drodze horyzontalnego transferu genéw
(HGT - ang. horizontal gene transfer). [4] Ponadto, bakterie mogg wykazywac
mutacje w genach kodujgcych docelowe miejsca wigzania antybiotyku, co
prowadzi do zmniejszenia jego skutecznosci. Dodatkowo, produkcja
specjalistycznych biatek zdolnych do rozkfadania i inaktywacji czgsteczek
antybiotykéw jest istotnym sposobem ograniczania ich funkcji terapeutycznej

przez bakterie. [3]

Mechanizmy opornosci na antybiotyki wystepujg szczegolnie czesto u
bakterii Gram-ujemnych. [5] Wynika to ze specyficznej budowy ich Sciany
komérkowej, ktéra — oprocz typowej btony cytoplazmatycznej i cienkiej
warstwy mureiny — posiada dodatkowg, zewnetrzng btone komorkowas.
Struktura ta stanowi bariere utrudniajgcg przenikanie wielu antybiotykéw do
wnetrza komorki bakterii, zwiekszajgc ochrone przed dziataniem substancii
przeciwdrobnoustrojowych. Co wiecej, bakterie Gram-ujemne czesto
wyposazone sg w dodatkowe mechanizmy opornosci, takie jak produkcja
beta-laktamaz o szerokim spektrum substratowym (ESBL — ang. extended
spectrum beta-lactamases), czy karbapenemaz, takich jak KPC
(ang. Klebsiella pneumoniae carbapenemase), co znacznie ogranicza
skutecznosc¢ leczenia antybiotykami i przyczynia sie do rozprzestrzeniania
opornych szczepdéw. Problem AMR jest powaznym zagrozeniem dla zdrowia

publicznego w przysziosci oraz czesto okreslany jest jako ,,cicha pandemia”.

[5]
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Escherichia coli to Gram-ujemna, wzglednie beztlenowa pateczka z
rodziny Enterobacterales, cechujgca sie duzg réznorodnoscig genetyczna.
Cho¢ naturalnie wystepuje jako komensal w przewodzie pokarmowym
cztowieka, nawet pojedynczy transfer gendw moze przeksztatci¢ jg w patogen
zdolny do wywotywania réznych zakazen, obejmujgcych zaréwno infekcje
jelitowe, jak i pozajelitowe, takie jak zakazenia drog moczowych, bakteriemie
czy zapalenia osrodkowego uktadu nerwowego, w szczegolnosci u pacjentéw
z grup ryzyka. [6] Wyrdzniono osiem podtypow E. coli, z ktérych kazdy
posiada specyficzne czynniki wirulencji odpowiadajgce jego srodowisku
infekcji. Zakazenia tymi patogenami majg charakter powszechny i stanowig

istotne obcigzenie zdrowotne na catym swiecie. [6]

Warto podkresli¢, iz przedstawiciele rodziny Enterobacterales czesto
wykazujg tendencje do rozwijania fenotypu MDR, co jest zwigzane z
obecnoscig licznych mechanizméw opornosci, takich jak produkcja ESBL,
karbapenemaz oraz obecnosci pomp efflux, ktére mogg aktywnie usuwaé
antybiotyk z komorki bakteryjnej. [7] Ta zdolnos¢ do nabywania i
przekazywania gendw opornosci utrudnia leczenie zakazen wywotanych tymi
bakteriami, stanowigc powazne wyzwanie Kkliniczne i epidemiologiczne.
Problem wielolekoopornosci pateczek jelitowych spowodowat, Zze rodzina
Enterobacterales zostata umieszczona na liScie priorytetowych patogendw
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), ze wzgledu na ich potencjalne
zagrozenie dla zdrowia publicznego wynikajgce z ryzyka wyczerpania sie

dostepnych opcji terapeutycznych. [5]

Staphylococcus aureus to Gram-dodatni ziarniak, ktory jest jednym z
powszechnie wystepujgcych drobnoustrojow bakteryjnych na sSwiecie.
Wytwarza szeroki zakres czynnikow wirulencji oraz toksyn, co czyni go czestg
przyczyng zakazenh u ludzi. Odpowiada zaréwno za miejscowe infekcje skory i
tkanek podskornych, takie jak czyraki i zapalenia tkanek migkkich, jak i za
powazne zakazenia ogolnoustrojowe, m.in. septyczne zapalenie stawow,

bakteriemie czy pozaszpitalne martwicze zapalenie ptuc. Ponadto S. aureus
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powoduje zakazenia miejsc operowanych, infekcje gornych drog oddechowych

oraz zapalenia spojéwek. [8]

Naturalnie gatunek ten jest wrazliwy na wiekszo$¢ dostepnych
antybiotykéw, jednak zdolnos¢ do nabywania gendw opornosci sprawita, ze
moze nabyc¢ fenotyp MDR. Szczegdlnym problemem klinicznym jest opornos$é
na metycyline (MRSA - ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus),
ktora eliminuje skutecznos¢ powszechnie stosowanych antybiotykéw beta-
laktamowych w leczeniu zakazen powodowanych przez ten drobnoustréj. [9]
Opornos¢ wielolekowa S. aureus wynika zarébwno z mechanizmow
genetycznych, takich jak nabywanie gendéw kodujgcych modyfikacje biatek
wigzgcych penicyliny (PBP2a), jak i z aktywnosci pomp efflux oraz enzymow
rozktadajgcych antybiotyki. Ta zdolnos¢ adaptacyjna skutkuje pojawianiem sie
szczepow opornych takze na inne klasy lekow, co znaczgco komplikuje terapie
I wymaga stosowania zaawansowanych strategii leczniczych oraz kontroli

zakazen. [8,9]

W leczeniu zakazen bakteryjnych, w tym wywotanych przez szczepy
lekooporne, wcigz stosuje sie szerokie spektrum antybiotykéw. W przypadku
E. coli, dobdr lekdw =zalezy od lokalizacji infekcji, a najczesciej
wykorzystywane sg beta-laktamy, fluorochinolony, aminoglikozydy oraz
wybrane tetracykliny. Natomiast w terapii zakazeh wywotanych przez S.
aureus powszechnie stosuje sie glikopeptydy (np. wankomycyne), linkozamidy
oraz tetracykliny. Czesto stosowane sg rowniez potgczenia antybiotykdéw z
inhibitorami beta-laktamaz, takie jak amoksycylina z kwasem klawulanowym.
Mimo to, z uwagi na narastajgcg antybiotykoopornos¢, skutecznos¢ tych
terapii jest coraz czesciej ograniczona, co utrudnia skuteczne leczenie

zakazen. [5,9]

W obliczu rosngcego zainteresowania naturalnymi metodami leczenia,
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rowniez w mikrobiologii coraz czesciej rozwazane jest stosowanie substancii
pochodzenia naturalnego jako wspomagajgce w terapii antybiotykowej.
Przyktadem takich substancji sg olejki eteryczne, w tym olejek z drzewa
herbacianego (TTO — ang. tea tree oil), pozyskiwany gtdwnie z australijskiej
rosliny Melaleuca alternifolia. [10] Olejek charakteryzuje sie szerokim
spektrum  wiasciwosci  biologicznych, w tym  przeciwbakteryjnymi,
przeciwwirusowymi, przeciwgrzybiczymi oraz przeciwzapalnymi. [11]. W
nizszych stezeniach wykazuje dziatanie bakteriostatyczne. Chemicznie TTO
skltada sie przede wszystkim z weglowodoréw terpenowych, takich jak
monoterpeny i seskwiterpeny, oraz zwigzkéw alkoholowych powigzanych z
tymi grupami. Ze wzgledu na silnie niepolarny charakter i stabg
rozpuszczalnos¢ w wodzie, badania nad jego mechanizmami dziatania sg

utrudnione. [10]

Badania wykazaly, ze olejek 2z drzewa herbacianego dziata
bakteriobdjczo na rozne bakterie, m.in. na komensalne gronkowce, gatunki
Micrococcus obecne na skorze, Enterococcus faecalis oraz Pseudomonas
aeruginosa. Zaobserwowano rowniez minimalne stezenia hamujgce (MIC)
przeciwko szczepom S. aureus MRSA. Dodatkowo, odparowany TTO
wykazuje zdolnos¢ hamowania wzrostu bakterii takich jak Mycobacterium
avium, E. coli, Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes i
Streptococcus pneumoniae. [10] Olejek z drzewa herbacianego jest
powszechnie wykorzystywany jako sktadnik wielu preparatow do miejscowego
stosowania, zwtaszcza w leczeniu infekcji skornych. Mechanizm jego dziatania
opiera sie na zwiekszaniu przepuszczalnosci uktadéw liposomalnych, gdzie
zawarte w nich substancje powodujg naruszenie integralnosci strukturalnej i
funkcjonalnej bton komorkowych bakterii. [10] W przypadku S. aureus olejek
wywotuje wyciek jondw potasu i hamuje proces oddychania komorkowego, co
prowadzi do smierci komorki bakteryjnej. Podobne efekty obserwuje sie w
odniesieniu do E. coli, u ktérej TTO zaburza gospodarke potasu oraz proces
oddychania. [10] Te wtasciwosci sprawiajg, iz olejek z drzewa herbacianego
staje sie istotnym kandydatem na naturalng substancje wspomagajgcg walke z
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bakteriami wielolekoopornymi.
CEL PRACY

Celem pracy jest ocena potencjalnego synergizmu olejku z drzewa
herbacianego z wybranymi antybiotykami wobec klinicznych szczepodw E. coli i
S. aureus z zastosowaniem metody dyfuzyjno-krgzkowej. Wobec E.coli
zastosowano antybiotyki z grupy fluorochinolonéw (lewofloksacyne),
cefalosporyny (ceftazydym), penicylin (piperacyline w potgczeniu z
tazobaktamem i tikarcyline w potgczeniu z kwasem klawulanowym) w
monoterapii oraz ich kombinacje z olejkiem. Wobec szczepdéw S. aureus
zastosowano antybiotyki z grup fluorochinolonéw (lewofloksacyna),
makrolidow (erytromycyna), aminoglikozydéw (gentamycyna) i cefalosporyn

(cefoksytyna).

MATERIALY | METODY

W badaniu wykorzystano tgcznie 60 klinicznych szczepow bakteryjnych
— 30 szczepow E. coli oraz 30 szczepdw S. aureus. Materiat stanowity szczepy
bakteryjne pochodzgce z réznych materiatéw klinicznych wyizolowanych od
pacjentow hospitalizowanych w klinikach  Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego w Biatymstoku w trakcie rutynowego procesu diagnostyki
mikrobiologicznej. Wszystkie badane szczepy zostaty poddane hodowli w
warunkach tlenowych, w temperaturze 37°C przez 18 do 20 godzin.
Pochodzenie materiatu klinicznego oraz jego rodzaj zostato przedstawione w

Rycinie 1 dla E. coli oraz w Rycinie 2 dla S. aureus.
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Rycina 1. Pochodzenie szczepdw E. coli oraz materiaty, z ktérych je wyizolowano
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Rycina 2. Pochodzenie szczepdw S. aureus oraz materialy, z ktérych je wyizolowano

Identyfikacje poszczegdlnych drobnoustrojéw przeprowadzono z
wykorzystaniem zautomatyzowanego systemu VITEK 2 (bioMérieux, Francja),
zgodnie z wytycznymi producenta. System ten opiera sie na automatycznej
analizie biochemicznej przeprowadzanej za pomocg specjalistycznych kart
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testowych. Karty identyfikacyjne zawierajg wiele réznorodnych substratow
enzymatycznych, ktére umozliwiajg ocene aktywnosci metabolicznej bakterii,
co pozwala na precyzyjne okreslenie gatunku drobnoustroju. Dodatkowo
stosowane sg karty AST (ang. Antimicrobial Susceptibility Testing), ktére stuzg
do oceny wrazliwosci izolowanych drobnoustrojdw na rézne stezenia
antybiotykéw. Wyniki testow AST pozwalajg na szybkie i doktadne okreslenie
profilu opornosci bakterii, co ma kluczowe znaczenie dla doboru odpowiednigj

terapii przeciwdrobnoustrojowe;.

Wrazliwos¢ badanych izolatow na wybrane antybiotyki oznaczono
metodg dyfuzyjno-krazkowg (Kirby-Bauera) na podtozu Mueller-Hintona (MH),
ktore jest standardowym, nieselektywnym sSrodowiskiem powszechnie
stosowanym w badaniach AST. Metoda Kirby-Bauera jest standardem do
oceny wrazliwosci bakteryjnej ze wzgledu na prostote, powtarzalnos¢ oraz
szerokie zastosowanie diagnostyczne, co pozwala na wiarygodne porownania
skutecznosci dziatania lekow w badanych izolatach. Podtoze MH umozliwia
wzrost szerokiego spektrum bakterii, co czyni je idealnym do oceny
skutecznosci dziatania antybiotykdw. Interpretacje wynikéw przeprowadzono
zgodnie z aktualnymi wytycznymi European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), wersja 15.0 obowigzujgcg w roku

prowadzenia badan. [12]

Procedura badawcza rozpoczeta sie od pobrania kolonii bakteryjnych,
ktore wyrosty na agarze MacConkeya - selektywnym podtozu do izolacji Gram-
ujemnych pateczek oraz agarze Chapmana - selektywnym podtozu dla
gronkowcow, za pomocg jatowej wymazowki, ktére nastepnie zawieszono w
jatowej soli fizjologicznej do uzyskania metnosci odpowiadajgcej 0,5 w skali
McFarlanda. Metno$¢ zawiesin okreslano metodg turbidymetryczng, co
umozliwito standaryzacje ilosci bakterii w inokulum. Nastepnie przygotowane

zawiesiny wysiewano na powierzchnie podtoza MH, zapewniajgc rownomierne
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rozprowadzenie inokulum.

Na przygotowanych ptytkach umieszczano krgzki nasgczone wybranymi
antybiotykami. Dla szczepdw S. aureus zastosowano krgzki z antybiotykami:
lewofloksacyng (LEV, 5 ug), cefoksytyng (FOX, 30 pg), gentamycyng (CN, 10
Mg) oraz erytromycyng (E, 15 pg). Natomiast w przypadku izolowanych
szczepow E. coli analizowano skutecznos¢ nastepujgcych lekow: ceftazydym
(CAZ, 10 ug), lewofloksacyne (LEV, 5 pg), tikarcyline w potagczeniu z kwasem
klawulanowym (TIM, 75/10 pg) oraz piperacyline z tazobaktamem (TZP, 30/6
Mg). Kragzki antybiotykowe zostaty zakupione od firmy OXOID (OXOID,
Basingstoke, Wielka Brytania). Po inkubacji w warunkach tlenowych przez 16—
18 godzin w temperaturze 35 +1°C, mierzono srednice stref zahamowania
wzrostu bakterii wokoét krgzkéw antybiotykowych. Wyniki interpretowano
zgodnie z kryteriami EUCAST, umozliwiajgc klasyfikacje izolowanych

szczepow jako wrazliwe, sredniowrazliwe lub oporne na dane antybiotyki.

W celu zapewnienia wiarygodnosci wynikow badania oraz oceny wptywu
olejku z drzewa herbacianego, poczgtkowo przeprowadzono testy z
zastosowaniem samego antybiotyku oraz antybiotyku z olejkiem eterycznym z
drzewa herbacianego, w celu oceny wptywu kazdej z tych substancji na
analizowane szczepy bakteryjne. Olejek eteryczny z drzewa herbacianego
(Etja s.c., Elblag, Polska) nanoszono bezposrednio w ilosci 10 pl za pomoca
automatycznej pipety na bibutowy krgzek nasgczony antybiotykiem, ktory
zostat uprzednio zaaplikowany na powierzchnie inokulowanego podtoza. Ptytki
inkubowano przez 16-18 godzin w temperaturze 35 +1°C. Po zakornczeniu
inkubacji dokonywano wizualnej oceny i pomiaru $rednic stref zahamowania
wzrostu bakterii wokoét krgzkow z antybiotykami zarbwno w obecnosci, jak i w
braku olejku eterycznego. Uzyskane wyniki pozwolity na okreslenie
wrazliwosci szczepdw zgodnie ze standardami EUCAST, klasyfikujgc je jako
wrazliwe, sredniowrazliwe lub oporne. Kryteria wrazliwosci zostaty zebrane w
Rycinie 3. Ponadto przeprowadzono ocene efektu synergistycznego miedzy

zastosowanym olejkiem a antybiotykami.
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Nazwa antybiotyku Stezenie antybiotyku Wartos¢ graniczna strefy zahamowania wzrostu [mm]
O o ) :
QO cefoksytyna (Fox) 30 22 - 22
@ Erytromycyna (E) 15 21 - 21
@ Gentamycyna (CN) 10 18 - 18
@ Lewofloksacyna (LEV) 5 50 23-49 22

%

o Nazwa antybiotyku Stezenie antybiotyku Wartos¢ graniczna strefy zahamowania wzrstu [mm]

oraz skrét [uel I
Q ceftazyaym(caz) 10 22 20-21 19
Lewofloksacyna (LEV) 5 23 20-22 19
@)  Pieracylina-tazobactam (TZP) 30/6 20 - 20
O Tikarcylina-kwas klawulanowy (TIM) 75/10 23 21-22 20

Rycina 3. Kryteria wrazliwosci bakterii na antybiotyki w metodzie dyfuzyjno-krgzkowej. Litera
S oznacza szczep wrazliwy na stosowany antybiotyk; literg | oznaczono szczep

Sredniowrazliwy, zas literg R szczep oporny.

Analiza statystyczna zostata wykonana za pomocg oprogramowania
STATA 17 (Stata Corp., 2021). Analiza statystyczna danych zostata
przeprowadzona przy uzyciu testow nieparametrycznych oraz podstawowych
wskaznikow opisowych. Na poczgtkowym etapie oceniono normalnosc¢
rozkladu zmiennych za pomocg testu Shapiro-Wilka. Poniewaz wiekszosc¢
danych nie spetniata zatozen rozktadu normalnego, do poréwnan miedzy
grupami zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya, ktory
umozliwia oceneg istotnosci roznic pomiedzy dwiema niezaleznymi prébami.
Dodatkowo obliczono podstawowe wskazniki statystyczne opisujgce badang
zmiennos$¢, takie jak srednia, mediana i odchylenie standardowe wartosci
minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) dla poszczegdinych antybiotykéw,
zarbwno w warunkach kontrolnych, jak i po dodaniu olejku eterycznego.
Wszystkie analizy wykonano z zachowaniem poziomu istotnosci statystycznej
p < 0,05. Wyniki statystyczne umozliwity rzetelng ocene wptywu olejku

eterycznego na skuteczno$¢ dziatania antybiotykbw wobec badanych
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szczepow bakterii.
Wyniki

We wszystkich badanych szczepach E. coli zaobserwowano
synergistyczne dziatanie olejku eterycznego z drzewa herbacianego z
wybranymi antybiotykami: ceftazydymem (CAZ), lewofloksacyng (LEV),
tikarcyling z kwasem klawulanowym (TIM) oraz piperacyling z tazobaktamem
(TZP). Najsilniejszy efekt synergii odnotowano w przypadku ceftazydymu,
gdzie olejek przywrécit wrazliwos¢ na antybiotyk u 93% badanych szczepdw.
Srednia warto$¢ minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) wzrosta z 9,73 mm
do 26,7 mm, co stanowi réznice 16,97 mm. Mediana MIC wzrosta z 9 do 26,5
mm po dodaniu olejku. W przypadku lewofloksacyny srednia MIC zwiekszyta
sie z 17,9 mm do 30,63 mm (réznica 12,73 mm), a mediana wzrosta z 14,5 do
30 mm. Dodatek olejku przywrocit wrazliwos¢ u 70% analizowanych
szczepow. Dla tikarcyliny z kwasem klawulanowym s$rednia MIC bez olejku
wynosita 10,07 mm, natomiast w potgczeniu z olejkiem wzrosta do 27,53 mm
(ré6znica 17,46 mm). Mediana MIC zwiekszyla sie z 8,5 do 27,5 mm, a
wrazliwo$¢ na antybiotyk zostata przywrécona u 90% szczepdw. Analogicznie,
piperacylina z tazobaktamem wykazata wzrost sredniej MIC z 10,67 mm do
27,1 mm (réznica 16,43 mm). Mediana MIC wzrosta z 10 do 26 mm, przy
czym dodatek olejku spowodowat wrazliwos¢ u 87% badanych bakterii.
Wszystkie uzyskane wyniki wskazujg na istotne wzmocnienie dziatania
badanych antybiotykdbw pod wptywem olejku eterycznego =z drzewa
herbacianego. Podstawowe wskazniki statystyczne (Srednia, mediana) dla

poszczegolnych antybiotykdw znajdujg sie na Rycinie 4.
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Monoterapia

Zastosowany olejek

_ Réznica MIC

Monoterapia

Zastosowany olejek

Odchylenie

) monoterapia-olejek

B i e i Bl E e R
9,73 9 4,13 26,7 26,5 5,01 16,97
17,9 14,5 10,5 30,63 30 6,17 12,73
10,67 10 4,54 27,1 27,5 5,38 16,43
10,07 8,5 4,86 27,53 26 5,57 17,47

Réznica MIC
Odchylenie @) monoterapia-olejek

o Jin e/ ‘?’?":":;E;:e o vom |8 st (ug/mi)

E 21,29 215 5,53 29,56 30 431 827
@Y o 21,33 2 3,58 27,61 28 56 6,28
) Fox 15,71 15 5,18 27,06 26,5 7,49 11,35
) Lev 27,16 29 461 31,14 ) 5,03 3,98

Rycina 4. Statystyka podstawowa (Srednia, mediana, odchylenie standardowe)
poszczegolnych antybiotykéw u szczepdw E. colii S. aureus. CAZ - ceftazydym ; LEV -
lewofloksacyna ; TZP - piperacylina z tazobaktamem; TIM - tikarcylina z kwasem
klawulanowym ; E - erytromycyna; CN - gentamycyna; FOX - cefoksytyna

W przypadku S. aureus olejek eteryczny z drzewa herbacianego
wykazywat synergistyczne dziatanie z badanymi antybiotykami, cho¢ w
mniejszym stopniu niz w przypadku E. coli. Najbardziej wyrazny efekt synergii
zaobserwowano dla cefoksytyny, gdzie przywrécono wrazliwos¢ na antybiotyk
u 63% badanych szczepéw. Srednia warto$¢ minimalnego stezenia
hamujgcego (MIC) wzrosta z 15,71 mm do 27,07 mm, natomiast mediana MIC
zmienita sie z 15 do 26,5 mm. Najmniejszy efekt synergistyczny odnotowano
dla lewofloksacyny, gdzie réznica w MIC wyniosta 3,98 mml, a mediana MIC
wzrosta z 29 do 32 mm. Przywrécono wrazliwosé u 10% badanych szczepow.
Dla gentamycyny $rednia MIC wzrosta z 21,33 mm do 27,61 mm (réznica 6,28
mm), a mediana MIC z 22 do 28 mm, z przywrdceniem wrazliwosci u 6,67%
szczepow. W przypadku erytromycyny srednia MIC wzrosta z 21,29 pg/ml do
29,56 mm (réznica 8,27 mm), a mediana MIC zmienita sie z 21,5 do 30 mm.
Wrazliwos¢ na antybiotyk przywrocono u 30% badanych szczepdéw. Uzyskane
dane wskazujg na ograniczony, lecz istotny potencjat olejku herbacianego jako

substancji wspomagajgcej wobec wybranych antybiotykow w terapii zakazen
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szczepami S. aureus.

W przypadku E. coli, przed zastosowaniem TTO dla CAZ az 96,67%
szczepdbw wykazywato opornos¢ na antybiotyk. Po dodaniu olejku 90%
szczepow zakwalifikowano jako wrazliwe, 3,33% jako Sredniowrazliwe, a
6,67% pozostato opornych. Dla LEV 70% szczepdw byto opornych w
monoterapii, 26,67% wrazliwych, a 3,33% S$redniowrazliwych. Po
zastosowaniu olejku odsetek szczepdéw wrazliwych wzrést do 93,33%.
Przywrécenie wrazliwosci nastgpito u 67% szczepéw. W przypadku TIM
odsetek szczepow opornych przed dodatkiem olejku wynosit 96,67%. Po jego
zastosowaniu wrazliwos¢ odnotowano 80% szczepéw, 13,33% bylo
Sredniowrazliwych, natomiast 6,67% opornych. Olejek przywrécit wrazliwosé u
77% szczepdw. Dla TZP oporno$¢ stwierdzono u 86,67% szczepdw. Po
dodaniu olejku az 96,67% szczepow wykazato wrazliwos¢ na antybiotyk.
Wrazliwo$¢ zostata przywrécona u 90% szczepdw. Poréwnanie wrazliwosci

szczepow E. coli przedstawiono na Rycinie 5.
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Ceftazydym 10 Ceftazydym 10 + TTO

P
P
- ,/

Lewofloksacyna 5 Lewofloksacyna 5. +TTO

likarcylina - kwas |<|a_iu|anmw likarcylina I<wis klawulanowy + TTO

Piperacylina ta_:rz_o_.bakta-tw_ B Piperacylina tair:_cibaktam +TTO
- ] - wrazliwy []- sredniowrazliwy ] - oporny

Rycina 5. Odsetek szczepdéw E. coli sklasyfikowanych jako S/I/R przed i po dodaniu TTO.

W badaniu S. aureus wykazano, ze olejek eteryczny z drzewa
herbacianego wykazuje synergistyczne dziatanie z wybranymi antybiotykami,
cho¢ efekt ten byt mniej wyrazny niz w przypadku E. coli. Dla erytromycyny
przed zastosowaniem olejku 66,67% szczepdw byto wrazliwych na dziatanie
antybiotyku. Po dodaniu olejku liczba szczepow wrazliwych wzrosta do
96,67%, co wskazuje na przywrocenie wrazliwosci u okoto 30% badanych
SzCzepow. Srednia warto$¢ MIC wzrosta z 21,29 mm do 29,57 mm (réznica
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MIC 8,28 mm), a mediana MIC zmienita sie z 21,5 do 30 mm. W przypadku
gentamycyny stwierdzono, ze 93% szczepow byto wrazliwych na antybiotyk.
Po zastosowaniu olejku pojawito sie 3,33% szczepdw sredniowrazliwych, zas
Srednia MIC wzrosta z 21,33 mm do 27,61 mm (réznica 6,28 mm). Mediana
MIC zwiekszyta sie z 22 mm do 28 mm, a przywrécenie wrazliwosci
obserwowano u okoto 6,67% szczepow. Dla cefoksytyny 83,33% szczepdw
byto opornych, a 16,67% wrazliwych. Po zastosowaniu olejku odsetek
szczepow wrazliwych wzrést do 83,33%, a opornych pozostato 16,67%.
Srednia MIC wzrosta z 15,71 mm do 27,07 mm (réznica MIC 11,36 mm), a
mediana MIC z 15 mm do 26,5 mm. Przywrécenie wrazliwosci odnotowano dla
okoto 63% badanych szczepow. Dla lewofloksacyny zmiany byly mniej
wyrazne. Srednia MIC wzrosta z 27,16 mm do 31,14 mm (réznica 3,98 mm), a
mediana z 29 mm do 32 mm. Przywrdcenie wrazliwosci nastgpito jedynie u
okoto 10% szczepdéw. Wyniki wskazujg na potencjat olejku eterycznego z
drzewa herbacianego jako potencjalnej substancji  synergistycznej
wspomagajgcej dziatanie wybranych antybiotykdw przeciwko szczepom S.
aureus, ze szczegolnym uwzglednieniem cefoksytyny i erytromycyny.

Poréwnanie wiasciwosci szczepdw S. aureus przedstawiono na Rycinie 6.
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Gentamycyna 10 Gentamycyna 10+ TTO

- -
Cefoksytyna 30 B Cefol':syty_m? _'jU +TTO
Lewofloksac;na 5 Le\-voflolcsacyn_cj 5+TTO
Erytromycyna 15 Ervtronw_cvna l'_'i +TTO
[ - wrazliwy []- éredniowrazliwy [ - oporny |

Rycina 6. Odsetek szczepdw S. aureus sklasyfikowanych jako S/I/R przed i po dodaniu
TTO.

Test Shapiro-Wilka badajgcy istnienie rozktadu normalnego danych
statystycznych wykazat, ze dane dotyczace grupy bez dodatku olejku nie
spetniaty warunkéw rozktadu normalnego, natomiast dane z grupy =z
dodatkiem olejku charakteryzowaty sie rozktadem zblizonym do normalnego

lub normalnym. W zwigzku z tym, do analizy statystycznej porownan wielkosci
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stref uzyto nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya, ktéry opiera sie na
poréwnaniu $rednich wielkosci stref zahamowania wzrostu bakteryjnego
miedzy grupg antybiotykdw, gdzie zastosowano olejek z drzewa
herbacianego, a grupg bez olejku. W grupie szczepow E. coli istotnie
zwiekszone strefy zahamowania wzrostu stwierdzono we wszystkich
badanych antybiotykach (CAZ 10, LEV 5, TIM 75/10 oraz TZP 30/6) w
obecnosci olejku, w poréwnaniu do grupy kontrolnej bez olejku (p < 0,0001).
Analogiczne wyniki uzyskano na szczepach S. aureus dla antybiotykéw E 15,
CN 10, FOX 30 i LEV 5. Obserwowano istotne statystycznie powiekszenie
stref zahamowania wzrostu w grupie z olejkiem w stosunku do grupy bez
olejku (p < 0,00071). Najsilniejszy efekt zarejestrowano dla erytromycyny (E

15). Wyniki testéw U Manna-Whitneya przedstawiono na Rycinie 7.

@ Statystyka U @ Istotnos¢ statystyczna

) Antybiotyk

O « 531,5 0.00000 Istotny
© v 1255 0.00001 Istotny
Q 1,0 0.00000 Istotny
1,5 0.00000 Istotny
@ Statystyka U @ Istotnos¢ statystyczna
63,5 0.00000 Istotny
98,5 0.00000 Istotny
93,0 0.00000 Istotny
222,0 0.00071 Istotny

Rycina 7. Wyniki testu U Manna-Whitneya szczepow E. coli i S. aureus poddanych dziataniu
olejku z drzewa herbacianego. CAZ - ceftazydym ; LEV - lewofloksacyna ; TZP - piperacylina
Z tazobaktamem; TIM - tikarcylina z kwasem klawulanowym ; E - erytromycyna; CN -

gentamycyna; FOX - cefoksytyna
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Uzyskane wyniki swiadczg o korzystnym wspdtdziataniu TTO z
antybiotykami, co wskazuje na mozliwos¢ zwiekszania skutecznosci terapii
przeciwdrobnoustrojowych, zwlaszcza wobec szczepdw wykazujgcych
obnizong wrazliwos¢ na standardowe leczenie. Podobne efekty dostrzegt
Iseppi i wsp. przeprowadzajgc testy na biofilmach bakterii opornych takich jak
E. coli oraz szczepy oporne S. aureus MRSA. [13] Badanie zostato wykonane
metodg checkerboard (metoda rozciehczeniowa, polegajgca na wyznaczaniu
FIC index), a uzytymi antybiotykami byty oksacylina, wankomycyna oraz
cefotaksym. Oksacyliny uzyto do szczepdw S. aureus, gdzie stezenie MIC dla
samego antybiotyku wynosito 512 pg/ml a w potagczeniu z TTO 1 pg/ml. W
przypadku Enterococcus faecium i wankomycyny odnotowano takie same
wartosci - MIC dla samego antybiotyku wyniosto 512 ug/ml, a w potgczeniu z
olejkiem 1 pg/ml. Dla szczepoéw E. faecalis, wobec ktérych zastosowano
wankomycyne i E. coli, wobec ktorej uzyto cefotaksymu, odnotowano 4-krotny
spadek stezenia MIC, co $wiadczy o zwiekszeniu mocy antybiotyku. [13]
Zaréwno w przytoczonym badaniu, jak i naszych badaniach zaobserwowano
synergizm dziatania olejku herbacianego z badanymi antybiotykami (istotnos¢
statystyczna testu U Manna-Whitneya obejmowata wszystkie kombinacje z
olejkiem). Wspotdziatanie omawianych kombinacji potwierdzono takze w
kolejnym badaniu Iseppi i wsp., w ktérym oceniano skutecznos¢ oksacyliny w
potgczeniu z TTO oraz olejkiem eukaliptusowym wobec szczepéw MRSA,
wykorzystujgc metode checkerboard i wskaznik FIC. [14] Dla dwéch szczepéw
S. aureus warto$¢ MIC oksacyliny ulegta redukcji z 256 pg/ml do 8 ug/ml
(spadek 32-krotny), natomiast dla jednego szczepu S. aureus z 64 ug/ml do 4
pug/ml (spadek 16-krotny), co wskazuje na wyrazng synergie antybiotyku z
badanymi olejkami. Autorzy przeprowadzili rowniez ocene przepuszczalnosci
btony komorkowej metodg pochfaniania fioletu krystalicznego, wykazujgc jej
istotne zwiekszenie w obecnosci kombinacji oksacylina—TTO oraz oksacylina—
olejek eukaliptusowy, z wartosciami absorpcji rzedu 74% i 67% odpowiednio.
[14] Wyniki te tgczg obserwowang intensyfikacje przepuszczalnosci btony z

nasileniem efektu przeciwdrobnoustrojowego, co mechanistycznie uzasadnia
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utatwiong penetracje chemioterapeutykdw do wnetrza komérek MRSA w
warunkach terapii skojarzonej. Zbieznos¢ tych obserwacji z naszymi wynikami,
w ktorych rowniez odnotowano wzmocnienie dziatania antybiotykow w
obecnosci TTO, wzmacnia hipoteze, ze modulacja przepuszczalnosci bton
komorkowych jest jednym z kluczowych mechanizméw lezgcych u podstaw

efektu synergistycznego w uktadach antybiotyk—olejek eteryczny.

Pozytywny wptyw TTO na aktywnos¢ tobramycyny wobec bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych wykazali D’Arrigo i wsp., demonstrujgc synergie
oraz istotne wydtuzenie efektu poantybiotykowego (PAE) przeciwko E. coli
ATCC 25922 i S. aureus ATCC 29213. [15] Samodzielnie tobramycyna
wykazywata krotkie PAE wynoszgce odpowiednio 1,3 h dla E. colii 1,7 h dla
S. aureus, natomiast w potgczeniu z TTO PAE wydtuzat sie do 10,8 h dla E.
coli przy stezeniu TTO 0,05% oraz do 10,4 h i 17,4 h dla S. aureus przy
stezeniach TTO 0,25% i 0,50%. Autorzy wnioskowali, ze synergistyczna
interakcja moze zwiekszacC skutecznos¢ antybiotyku i stanowi¢ podstawe do
rozwoju preparatow miejscowych lub wziewnych w okreslonych wskazaniach
Klinicznych. [15] Zestawienie tych obserwacji z wynikami niniejszego badania,
w ktérym réwniez odnotowano wzmacnianie dziatania antybiotykow przez
TTO, wspiera teze o powtarzalnosci zjawiska synergii — takze wobec
szczepow wykazujgcych opornos¢ — i uzasadnia dalszg ocene zastosowan
wspomagajgcych antybiotykoterapie, z potencjatem ograniczania selekciji

opornosci w terapiach skojarzonych.

Nasze badanie posiada pewne ograniczenia. Metodologia skupiata sie
na tescie dyfuzyjno-krgzkowym w standardzie EUCAST, wymagajgcym
inokulum 0,5 jednostki w skali McFarlanda; w praktyce dopuszczalne sg
niewielkie odchylenia wynikajgce z ograniczonej doktadnosci turbidymetrii,
jednak mogg one wprowadza¢ minimalne zmiennos¢ stref. Pomiar

wykonywano jako $rednice strefy catkowitego zahamowania wzrostu z
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doktadnoscig do 1 mm; w przypadkach brzegowych (naktadanie sie stref lub
wyjscie strefy poza krawedz ptytki) stosowano pomiar promienia zgodnie z
zasadami odczytu EUCAST, co moze zwieksza¢ niepewnosc¢
pomiaru. Badania miaty charakter in vitro, co ogranicza mozliwos$¢
bezposredniego przetozenia obserwowanych efektow na warunki in vivo;
réznice wynikajgce z farmakokinetyki/farmakodynamiki, Srodowiska zakazenia
i odpowiedzi gospodarza mogg modyfikowaé¢ skutecznosé¢ interwencji, dlatego
konieczna jest weryfikacja w modelach in vivo i badaniach Kklinicznych.
Ponadto dostepna literatura dotyczgca przeciwbakteryjnych wiasciwosci
olejkdbw eterycznych, w tym olejku TTO, pozostaje fragmentaryczna i
niejednoznaczna metodycznie, co podkresla potrzebe dalszych, dobrze
zaprojektowanych badan potwierdzajgcych obserwowane efekty oraz ich
znaczenie kliniczne. Wielkos¢ proby obejmowata 30 izolatéw E. coli i 30 S.
aureus, kontynuacja badania w wielu osrodkach i rozszerzenie o inne gatunki
Gram-dodatnie i Gram-ujemne zwiekszytloby wiarygodnos¢ i zakres
wnioskowania. Cho¢ zastosowano standardowe procedury (kontrola inokulum,
podioze Mueller-Hinton, odczyt wg EUCAST), test dyfuzyjny jest metoda
posrednig skalibrowang wzgledem innych metod AST i pozostaje podatny na
czynniki techniczne (wilgotno$¢, liczba krgzkéw i wzajemne naktadanie stref),

co moze minimalnie wptywac¢ na wartosci graniczne stref.

Obserwowany efekt synergii miedzy olejkiem TTO a antybiotykami
sugeruje mozliwos¢ redukcji dawek lekéw przy zachowaniu aktywnosci
przeciwbakteryjnej, co potencjalnie ogranicza toksyczno$¢ i dziatania
niepozgdane w terapii zakazehn wywotanych przez E. coli i S. aureus. Taki
efekt moze byC szczegdlnie uzyteczny w zakazeniach o wysokim obcigzeniu
opornoscig, gdzie opcje terapeutyczne sg ograniczone; synergia moze
wspieracC leczenie skojarzone i zmniejsza¢ ryzyko selekcji dalszej opornosci
poprzez jednoczesny nacisk na rozne cele bakteryjne. Jednoczesnie brak

standaryzacji badah synergii oraz rézne metody badawcze utrudniajg
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bezposrednie przetozenie wynikow in vitro na decyzje kliniczne, co wymaga
ujednolicenia protokotow i ustanowienia precyzyjnej definicji efektu

synergistycznego.

Ze wzgledu na standardy interpretacyjne, decyzje kliniczne muszg
pozostawa¢ w zgodzie z punktami odciecia EUCAST; wyniki nalezy
interpretowaC w kontekscie kategorii S/I/R. Zanim kombinacje olejku i
antybiotykbw  zostang zaimplementowane, konieczne sg badania
farmakokinetyczno-farmakodynamiczne i ocena bezpieczehAstwa, w tym
zmiennosci sktadu chemicznego preparatu, interakcji lekowych i miejscowego
podawania w zaleznosci od ogniska zakazenia. Wreszcie, doniesienia
przegladowe wskazujg, ze choc klinicznie istotna indukcja opornosci na olejki
jest dotgd rzadko obserwowana, dtugofalowe ryzyko selekcji tolerancii
wymaga monitorowania, a wdrozenia kliniczne powinny by¢ prowadzone w
ramach dobrze zaprojektowanych prob z kontrolg jakosci preparatu i

standaryzacjg sktadu.
PODSUMOWANIE

Badanie wykazato, ze dodatek olejku z drzewa herbacianego (TTO)
istotnie  wzmacniat dziatanie wybranych antybiotykdw wobec klinicznych
izolatbw E. coli i S. aureus w metodzie dyfuzyjno-krgzkowej (zgodnej z
rekomendacjami EUCAST), przy czym efekt byt wyrazniejszy dla E. coli i
szczegOlnie zauwazalny w potgczeniach z ceftazydymem, lewofloksacyng,
tikarcyling z kwasem klawulanowym oraz piperacyling z tazobaktamem,
prowadzgc czesto do przywrdécenia wrazliwosci; dla S. aureus synergia byta
umiarkowana, najsilniejsza dla cefoksytyny i erytromycyny, a stabsza dla
lewofloksacyny i gentamycyny, co potwierdzono analizg statystyczng
(Shapiro—Wilk, U Manna—Whitneya) i opisowg (srednie, mediany, odchylenia
standardowe). Spojnos¢ tych wynikéw z doniesieniami literaturowymi, m.in.
wydtuzeniem efektu poantybiotykowego tobramycyny w skojarzeniu z TTO

oraz wielokrotng redukcjg MIC oksacyliny wobec MRSA przy réwnoczesnym
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zwiekszeniu przepuszczalnosci btony, wzmacnia hipoteze, ze TTO dziata jako
substancja wzmacniajgca dziatanie antybiotykdw poprzez zaburzenia
integralnosci bton i uftatwienie penetracji leku, cho¢ przetozenie niniejszych
badan do praktyki klinicznej wymaga badan in vitro, in vivo oraz badan

klinicznych.
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WPROWADZENIE

Amyloidoza to rzadka choroba (rocznie rozpoznaje sie okoto 10 nowych przypadkow
na milion mieszkancéw, a tgcznie choruje okoto 51 oséb na milion [1]) polegajgca na
pozakomdrkowym odktadaniu substancji zwanej amyloidem w tkankach organizmu. [2]
Czynniki patofizjologiczne amyloidozy réznig sie w zaleznosci od typu amyloidozy — choroba
moze wynika¢ zaréwno z nadprodukcji nieprawidtowego biatka, mutacji genetycznych czy z
wystepowania przewlektych stanéw zapalnych. [3, 4, 5, 6, 7]. Amyloidoza prowadzi do
zaburzenia funkcji zajetych narzadéw na skutek mechanicznego uszkodzenia i toksyczno$ci
agregatow biatkowych. Ztogi mogg lokalizowa¢ sie w roznych tkankach, poczgwszy od
nerek, watroby, Sledziony, weztdw chtonnych i nadnerczy, az po rzadziej zajmowane
narzady, takie jak mézg, drogi oddechowe czy serce. Ogodlne objawy amyloidozy to:
ostabienie, utrata masy ciata, zawroty gtowy czy utrata przytomnosci. [8] Bardziej
specyficzne zalezg od typu choroby oraz zajetego organu. W niniejszej pracy skupiamy sie
na amyloidozie serca, gdzie ztogi mogg powodowaé zaburzenia rytmu pracy serca, tj.
migotanie przedsionkow, ale réwniez zaburzenia uktadu bodzco-przewodzacego, tj. blok

odnogi peczka Hisa. [9, 7]

TERMINOLOGIA

Amyloidoza znana jest juz od drugiej potowy XIX wieku. Wystepowata wczesniej pod
réznymi nazwami, takimi jak zmiana smalcowata czy zmiana woskowata. W polskim
piSmiennictwie utrwalito sie pojecie “skrobiawica”, bedgce bezposrednim ttumaczeniem
stowa “amyloid”. Termin ten zostat wprowadzony przez Rudolfa Ludwiga Karla Virchowa,
niemieckiego patologa, ktéry nadat odktadajgcemu sie materiatowi nazwe amyloid, co
dostownie oznacza ,skrobiopodobny”.[10] Pomimo powszechnego przekonania, nazwa ta

wynika z charakterystycznych cech wykazywanych przez amyloid podczas barwienia.
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Virchow zapozyczyt ten termin od botanikéw Vogela i Schleidena, ktérzy uzywali go dla
materiatu roslinnego, ktéry, aby nabrat wlasciwosci skrobi, a mianowicie zmieniat barwe na
niebieskg po dodaniu jodu, musiat by¢ traktowany kwasem siarkowym. Zasugerowat amyloid
jako kompromis, poniewaz botanicy nie uzywali tego terminu. [11]

Dopiero w 2018 roku Komitet Nomenklatury Miedzynarodowego Towarzystwa
Amyloidozy (ISA) wprowadzit ogdlng definicje nazwy amyloid. W medycynie stosowano jg
wytgcznie w odniesieniu do patologicznych ztogéw fibrylarnych agregatéow biatkowych
o wyraznych wtadciwo$ciach mikroskopowych, w szczegodlnosci powinowactwie do barwnika
czerwieni Kongo oraz dwdéjtomnosci w swietle spolaryzowanym. Obecnie jednak wiadomo,
ze takie barwienie moze sie znacznie roznic¢ intensywnoscig i wyglagdem, a ztogi mogg byé
takze funkcjonalne. Ustalono, ze termin fibryla amyloidu powinien by¢ uzywany w
odniesieniu do wszelkich fibryli B-harmonijki o strukturze poprzecznej. Natomiast zaleca sie,
aby w przypadku uzycia stowa amyloid jasno okresli¢ jego charakter - funkcjonalny lub

patologiczny - oraz zrédto pochodzenia. [11]

PATOFIZIJOLOGIA

Amyloidoza to grupa choréb wynikajgca z odktadania sie nieprawidtowo
sfatdowanych biatek w postaci witokienkowych struktur amyloidowych. [3] Gdy zilogi te
rozprowadzane sg systemowo, tj. w pewnej odlegtosci od miejsca syntezy prekursora, stan
ten jest zawsze nazywany amyloidozg. Amyloid moze réwniez wystepowaé miejscowo, ale
tylko niektore ztych typéw sg okreslane jako amyloidoza. Najlepszym przyktadem jest
miejscowa amyloidoza AL (zwigzana z monoklonalnymi taricuchami lekkimi immunoglobulin).
Cho¢ lokalne ztogi amyloidu sg istotnymi elementami patogenezy choroby Alzheimera,
choroby Parkinsona czy cukrzycy typu 2, schorzenia te nie sg zaliczane do amyloidoz,

poniewaz agregacja biatek jest wylgcznie jednym z patomechanizmow choroby. [4]

Podstawowym skfadnikiem ztogédw amyloidowych sg fibryle zbudowane ze
protofilamentéw, czyli stosow warstw biatkowych o strukturze B-harmonijki, ktére po
skreceniu tworzg fibryl amyloidowy. Fibryle amyloidowe mogg sktadac sie z 1, 2, 3, 4 lub
wielu takich protofilamentéw. Protofilamenty sg ze sobg potgczone réwnolegle poprzez

tancuchy boczne. [3]

Amyloid jest biatkiem o strukturze widkienkowej, ale poza nim w sktad amyloidu
wchodzg: osoczowe biatko amyloidu P (SAP, serum amyloid P), glikozaminoglikany oraz
apolipoproteiny E i J. [12] Do innych substancji nalezy sktadnik surowiczego amyloidu P

pentraksyny - SAP oraz proteoglikany, gtéwnie siarczanu heparanu (HSPG), ktére sg obecne
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w zewnatrzkomorkowo  odtktadanym  amyloidzie.  Chociaz  znaczenie  sktadnikéw
dodatkowych dla rozwoju i trwatosci amyloidu jest niejasne, wykazano, ze SAP chroni fibryle
przed degradacjg, a brak HSPG hamuje rozwéj roznych form amyloidu. [4]

W  przypadku amyloidozy ATTR (amyloidoza transtyretynowa), biatkiem
prekursorowym jest transtyretyna, biatko sktadajgce sie ze 127 aminokwasdéw o masie
czgsteczkowej 55 kD, syntetyzowane gtéwnie w watrobie, ktore transportuje tyroksyne oraz
kompleks retinolu (witaminy A) z biatkiem wigzgcym retinol. ATTR rozwija sie, gdy
transtyretyna traci swojg stabilng forme. Zamiast istnie¢ w postaci czterech potgczonych ze
sobg czesci (tetrameru), biatko rozpada sie na pojedynczne fragmenty. Te fragmenty tworzg
nastepnie mate struktury - oligomery, ktére stopniowo tworzg wigksze nici (protofilamenty), a
w koncu widkniste ztogi amyloidowe. Te zlogi odkladajg sie z sercu i innych narzgdach. W
ten sposob zaburzajgc integralno$é bton komérkowych, prowadzg do stresu oksydacyjnego,
zaburzeh wapniowych is$mierci kardiomiocytéw, przez co dochodzi do postepujgcej

dysfunkcji serca. [9]

TYPY AMYLOIDOZ

Obecnie opisano ponad 25 biatek zdolnych do tworzenia zlogow amyloidowych

u cztowieka. [5] Podstawowym kryterium klasyfikacji jest typ biatka prekursorowego
odpowiedzialnego za tworzenie widkienkowej struktury amyloidu. Uwzglednia sie réwniez
miejsce ekspresji biatka prekursorowego - posta¢ miejscowa (ograniczona do jednego
narzgdu) czy posta¢ uogodlniona (gdy ztogi rozprzestrzeniajg sie w wielu narzadach). [3]
Poszczegodlne typy amyloidozy majg szczegbine powinowactwo do okreslonych narzgdéw.
Do najczesciej zajmowanych nalezg nerki, watroba, ukfad sercowo-naczyniowy, przewodd
pokarmowy, a takze obwodowy i autonomiczny uktad nerwowy. Ws$réd amyloidoz
przebiegajacych z zajeciem uktadu sercowo-naczyniowego mozemy wyroznic:

® Amyloidoze AL- zwigzang z monoklonalnymi tancuchami lekkimi immunoglobulin,

® Amyloidoze AA - zwigzang z biatkiem amyloidu A,

® Amyloidoze ATTR - ktérej prekursorem jest transtyretyna,

® Amyloidoze SSA - starcza amyloidoze uktadowg, ktoérej prekursorem jest

transtyretyna (TTR) typu dzikiego,

Amyloidoze AApoAl- zwigzang z apolipoproteing A-I,
Amyloidoze IAA - izolowang amyloidoze przedsionka,
Amyloidoze AB2M - amyloidoze zwigzang z (2 makroglobuling, obserwowang

gtéwnie u pacjentow dtugotrwale dializowanych.
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Wséréd  gtéwnych  typdw amyloidozy serca wyrdznia sie posta¢ zwigzang
z transtyretyng (ATTR) wynikajacg z agregacji amyloidu pochodzgcego z niestabilnych
czgsteczek transtyretyny. AATR moze mieC charakter dziki (ATTRwt lub SSA) rozwijajacy sie
zwykle u starszych pacjentéw lub moze by¢ wynikiem dziedzicznej mutacji w genie TTR
(ATTRv). [6] Gen TTR znajduje sie na chromosomie 18 i zidentyfikowano ponad 130
patogennych mutacji, ktére warunkujg zroznicowany obraz kliniczny od selektywnego zajecia
serca (ATTR-CA) do czystej polineuropatii z dysfunkcjg autonomicznego uktadu nerwowego
(ATTR-PN) i fenotypu mieszanego. Dziedziczenie mutacji odbywa sie w sposéb autosomalny
dominujgcy. Istnieje silny zwigzek miedzy konkretng mutacja, fenotypem klinicznym
i rokowaniem, przy catkowitym 4-letnim przezyciu wynoszacym 16, 40 i 79% w przypadku
mutaciji waliny do izoleucyny w pozycji 122 (Vall22lle), treoniny do alaniny w pozycji 60
(Thr60Ala) i waliny do metioniny w pozycji 30 (Val30Met). [13] Warto zauwazy¢, ze
nosicielstwo mutacji nie zawsze wigze sie z przysztym rozwojem choroby, poniewaz biorg w
niej udziat takze stabo scharakteryzowane czynniki epigenetyczne i niegenetyczne.
Wystepowanie poszczegdolnych wariantdéw czesto zalezy od uwarunkowan terytorialnych -
mowimy wtedy o “efekcie zatozyciela”. Przyktadowo Val30Met jest endemiczna w Portugalii
i Szwecji, podczas gdy Vall22lle obserwowano gtéwnie we Francji i Stanach Zjednoczonych
Z czestoscig nosicielstwa 3—4% w populacji Afro-Karaibéw i Afroamerykanéw. [13] Wariant
TTR Vall22lle wigze sie z péznym poczagtkiem (mediana wieku 69 lat) ciezkiego zajecia
serca zwysoce objawowg niewydolnoscig serca, zwykle z klasg >II wedlug NYHA
(Nowojorskiego Towarzystwa Kardiologicznego), krétszym czasem 6-minutowego marszu i
wyzszymi poziomami NT-proBNP (N-kohcowy fragment peptydu natriuretycznego typu B).
Pacjenci bedacy nosicielami mutacji TTR wykazujg zwigkszong $miertelno$¢ i najkrétszg
mediane przezycia od rozpoznania sposrod wszystkich podgrup ATTRv. Rozpoznanie
powinno zawsze prowadzi¢ do wykonania badania genetycznego w celu zidentyfikowania
mutacji TTR, jest to szczegdlnie wazne prognostycznie i dla kwalifikacji rodziny do poradni

genetycznej. [13]

Amyloidoza tahcuchdw lekkich immunoglobuliny (AL) to rzadki nowotwdr komérek
plazmatycznych charakteryzujgcy sie nadmierng produkcjg nieprawidtowo sfatdowanych
tancuchow lekkich przez klony komérek plazmatycznych, co prowadzi do dysfunkcji i
niewydolnosci wielu narzgdéw. [18] Jest to najczestsza postaé amyloidozy u dorostych. [11]
Rozpoznanie opiera sie na wykazaniu obecnosci monoklonalnego biatka tancuchow lekkich

w surowicy i/lub moczu, potwierdzeniu obecnosci ztogéw amyloidu w biopsji oraz typowaniu
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biatka metodg immunohistochemiczng. Systemowa amyloidoza AL wymaga leczenia

skierowanego przeciwko nieprawidtowemu klonowi plazmatycznej komérki [6]

Podlozem izolowanej amyloidozy  przedsionkéw jest odkltadanie  sie
nierozpuszczalnych biatek widknikowych o strukturze poprzecznej beta-harmonijki wytgcznie
w obrebie przedsionkéw serca. Czestos¢ wystepowania choroby wzrasta wraz z wiekiem
(przekraczajgc 90% u oséb w dziewiecdziesigtym roku zycia). [7] Pte¢ zenska jest rowniez
czynnikiem predysponujgcym, cho¢ wraz w wiekiem nie sg od siebie zalezne. IAA jest
réwniez powigzana ze strukturalnymi chorobami serca. W przeprowadzonych u 167
pacjentéw biopsjach przedsionka, 23 na 26 pacjentéw z obecnoscig amyloidu posiadato
reumatyczng chorobe serca, a3 przypadki pozostate dotyczyly pacjentéw z ubytkami
przegrody miedzyprzedsionkowej. [7] Histologicznie IAA jest kwalifikowana jako typ IVa
w klasyfikacji EHRA (skala migotania przedsionkéw Europejskiego Stowarzyszenia Rytmu
Serca). Za gtéwne biatko prekursorowe w tym typie amyloidozy uznaje sie przedsionkowy
peptyd natriuretyczny (ANP), ktéry wykazuje wiasciwosci fibrylogenne. Ziogi amyloidu sg
immunoreaktywne dla ANP u wiekszos$ci pacjentéw, podczas gdy ztogi transtyretyny zostaty
zidentyfikowane u 10%. [7] Nie stwierdzono korelacji miedzy iloscig ztogéw biatkowych a
zaawansowaniem choroby. Fenotyp choroby jest najbardziej zwigzany z akumulacjg
rozpuszczalnych przedfibrylarnych agregatéow biatek, tzw. przedamyloidowych oligomerow
(PAOs). Takie struktury wykazujg dziatanie cytotoksyczne dla kardiomiocytéw, a ze wzgledu
na swoje mozliwosci wigzania czerwieni Kongo, mogg nie by¢é uwidaczniane
w standardowych metodach diagnostyki amyloidozy. Obecnos¢ PAOs jest niezaleznie

zwigzana z nadcisnieniem. [7]

OBRAZ KLINICZNY

Amyloidoza cechuje sie znaczng zmiennoscig objawow klinicznych zalezng od typu
amyloidu oraz fenotypu narzgdowego. Mimo, ze proces chorobowy jest wielonarzgdowy, to
stopien i charakter zajecia serca pozostajg gtdbwnym czynnikiem rokowniczym, zwtaszcza w
amyloidozie transtyretynowej. [13]

Poczatkowe objawy amyloidozy sg nieswoiste, z czego wynikajg trudnosci w
diagnozie choroby. Objawy te obejmujg: ostabienie, utrate masy ciata, zawroty gtowy czy
utrate przytomnosci. Choroba pozostaje zwykle nierozpoznana do zaawansowanego zajecia

nerek, serca czy przewodu pokarmowego. Jest czesto rozpoznawana podczas sekcji zwtok.

(8]
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U chorych obserwuje sie czeste zajecie uktadu bodzcoprzewodzgcego serca. Ziogi
mogg prowadzi¢ do zaburzeh przewodzenia przedsionkowo-komorowego, bloku odnogi
peczka Hisa, choroby zatokowo-przedsionkowej imigotania przedsionkéw. [9] W
idiopatycznej amyloidozie przedsionkowej (IAA) notuje sie wydtuzenie czasu trwania

zatamka P, co swiadczy o lokalnych zaburzeniach przewodzenia przedsionkowego. [7]

DIAGNOSTYKA

Jednym z gtéwnych probleméw klinicznych amyloidozy jest spézniona diagnoza.
31,8% pacjentéw z amyloidozg podaje, ze odwiedzito co najmniej pieciu réznych klinicystéw
zanim postawiono wtadciwg diagnoze. [6] Z sekcji posmiertnych wynika, ze zlogi amyloidu
TTR sg wykrywane u znacznej czesci oséb w podesztym wieku. [6] Wystepujg one u 25%
ludzi powyzej 80 r.z., ale warto podkresli¢, ze w wielu przypadkach ilo§¢ amyloidu jest
niewielka. Czesciej jest on spotykany u pacjentéw z niewydolnoécig serca i zachowang
frakcjg wyrzutowg. Warto zauwazyé, Zze u wiekszosci pacjentéw diagnoza jest stawiana
dopiero posmiertnie. [16]

Za zioty standard diagnostyczny amyloidozy uznaje sie biopsje narzadu. [16] W
badaniu histologicznym, witdkna wchodzgce w sktad amyloidu wigzg sie z czerwienig Kongo
dajac patognomoniczng dwéjtomnos¢ w Swietle mikroskopu spolaryzowanego. [10,16]
Istotne jest ustawienie odpowiedniego stopnia rotowania filtréw, poniewaz jedynie wéwczas
niespolaryzowane $wiatto przechodzi w spolaryzowane. Dzieki takiej wtasciwosci mikroskopu
spolaryzowanego tto jest ciemne, a materiaty wykazujgce dwojtomnos¢ sg jasne. Warto
podkresli¢, ze w Swietle spolaryzowanym ciezko jest zauwazy¢ kolor zielony, co wynika z
optyki mikroskopu. Zwykle obserwuje sie mieszanke kolorow (niebiesko-zielony lub zétto-
zielony). [10] Na podstawie obrazu klinicznego wykonuje sie biopsje tkanki ttuszczowej
podskoérnej, Slinianek czy odbytnicy, co pozwala ujawni¢ 50-80% pacjentéw ze skrobiawicg
AL. Wykonuje sie tez biopsje srodmiesniowg serca w celu potwierdzenia amyloidozy ATTR,
ale jest ona obcigzona duzym ryzykiem powiktan, takich jak: pekniecie miesnia sercowego
czy tamponada serca. [16] Ponadto, uwaza sie, ze w przypadku heterogennych
i jednorodnych ztogéw amyloidu w sercu biopsja endomiokardialna nie jest rzetelng metodg
do sledzenia postepu choroby. [13]

W diagnostyce amyloidozy mozna takze stosowac echokardiografie. Cho¢ ma ona
szerokie zastosowanie w diagnozowaniu niewydolnosci serca, nie jest czuta ani specyficzna
w stosunku do amyloidozy serca. [16] Badanie echokardiograficzne u osoby z amyloidozg
serca wykaze niewyttumaczalne pogrubienie Sciany lewej komory (= 12 mm), a takze stopien
drugi lub nizszy stopnieh rozkurczowej dysfunkcji serca, zredukowane predkosci fal s’, e’ i @’

w badaniu Dopplere’a tkankowego czy zmniejszone globalne odksztatcenie podtuzne (GLS)
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lewej komory (tj. skracanie miesnia sercowego od podstawy do koniuszka). Mozna tez
wykorzysta¢ wieloparametryczng skale echokardiologiczng — pacjent z amyloidozg serca
osiggnie w niej powyzej 8 punktéw. W skali tej bierze sie uwage na: stosunek wzglednej
grubos¢ lewej komory do wymiaru korncowoskurczowego lewej komory > 0,6 (3 punkty),
stosunek predkosci fali E do fali € w badaniu Dopplerowskim > 11 (1 punkt), amplitude
skurczowego przemieszczenia pierscienia zastawki trojdzielnej w kierunku koniuszka prawej
komory (TAPSE - tricuspid annular plane systoli excursion) =2 19 mm (2 punkty),
bezwzgledng warto$¢ globalnego podtuznego odksztatcenia lewej komory < 13% (1 punkt) i
stosunek skurczowego podtuznego odksztatcenia wierzchotka do podstawy serca > 2,9 (3
punkty). [2] Ultrasonografia point-of-care (POCUS) moze by¢ uzytecznaw celu
ukierunkowanego przesiewu chorych w spotecznosciach z wysokim ryzykiem przy pomocy
taniego sprzetu i skroconych protokotéw. U oséb, ktdre nigdy nie mialy zdiagnozowanej
kardiomiopatii algorytmy sztucznej inteligencji sg w stanie okresli¢ prawdopodobienstwo
zwigzane z gorszym rokowaniem. POCUS moze tez poméc zidentyfikowaé chorych, ktérzy
zostali pominieci w tradycyjnych sposobach diagnozowania. Tylko 10-20% przypadkow
kardiomiopatii przerostowej, czy tez zwigzanej z odkfadaniem sie amyloidu transtyretyny jest
rozpoznana klinicznie. Wykorzystanie algorytmu sztucznej inteligencji dostosowanego do
niskiej jakosci obrazéw POCUS oraz projekcji pozaosiowych moze pomoc dostrzec
niezdiagnozowane kardiomiopatie. [17]

O patologii moze tez swiadczy¢ niskie napiecie zespotow QRS w odprowadzeniach
konczynowych (ponizej 5 mm) iprzedsercowych (ponizej 10 mm). Zmiany te
zaobserwowano w 27% przypadkow ATTR, aw84% w amyloidozie serca AL. [13]
Potwierdzona liniowa zalezno$¢ miedzy masg lewej komory i napiecia QRS w badaniu EKG
nie ma jednak odzwierciedlenia w przypadku amyloidozy serca. [13] Wzrost masy lewej
komory nie jest bowiem zwigzany z przerostem kardiomiocytow, tylko z odktadaniem sie
amyloidu. Nalezy pamietaé, ze brak niskonapieciowych QRS nie wyklucza diagnozy -
wynikajg one z utraty funkcji przez miesien sercowy z powodu rozlanego odktadania sie
amyloidu. Staba progresja zatamka R w odprowadzeniach przedsercowych izatamki Q
wystepuja u % przypadkéw pacjentéw z amyloidem AL w sercu, co moze przypominac
zmiany zwigzane zzawatem. [13,18] Cechy te stajg sie rdznicujgce pacjentow
z nadcisnieniem w przypadku zaawansowanych stadiéw choroby. Bradyarytmie i choroby
zwigzane z zaburzeniami przewodzenia mogg by¢ natomiast spowodowane progresywnym
naciekaniem amyloidu iautonomiczng dysfunkcjg serca. [18] Najczestszg arytmig
wystepujgcg w amyloidozie serca spowodowanej ATTR (dotyka 45-70% pacjentow) jest
migotanie przedsionkéw. Przyczyny tej arytmii nalezy szukaé w zaburzeniu funkcji

przedsionka, co powoduje znaczne opdznienie przewodzenia. Dysfunkcje wezta zatokowego
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stwierdza sie u 7% pacjentow z amyloidozg serca, a blok przedsionkowo-komorowy
pierwszego stopnia u 35-50% pacjentow ze skrobiawicg transtyretyny. [13]

Badanie rezonansu magnetycznego serca (CMR) pozwala na uzyskanie
dodatkowych informacji odnosnie tkanki miesnia sercowego. [18] Badanie CMR wymaga
podania gadolinowych $rodkéw kontrastowych, ktére nie sg wskazane u pacjentow
z niewydolnoscig nerek. [16,18] W badaniu obserwujemy typowe dla kardiomiopatii
restrykcyjnej zmiany w morfologii serca np. wzrost gruboéci Sciany lewej komory, wzrost
objetosci lewego i prawego przedsionka przy pogorszonym funkcjonowaniu, dodatkowo
opoOznione wzmocnienie kontrastowe miesnia sercowego (late gadolinium enhancement,
LGE), nieprawidtowo wydtuzone czasy T1, czy tez nieprawidlowe rozprzestrzenianie sie
kontrastu. Polega ono na szybszym wyptukiwaniu gadolinu (wchodzacego w sktad kontrastu)
Z miesnia sercowego i puli krwi w porownaniu do oséb nie chorujgcych na amyloidoze. [16,
24] Obecnos¢ samego LGE nie wptywata znaczaco na przezycie, ale juz niektore cechy
kinetyki kontrastu z gadolinem sg zwigzane z znaczgcg roznicg w przezywalnosci. Im
mniejsza roznica czasu T1 w miesniu sercowym pomiedzy warstwg podnasierdziowg a
powsierdzowg, tym gorsze rokowanie. O gorszym rokowaniu swiadczy tez niska réznica
miedzy czasem T1 miesnia sercowego i czasem T1 krwi, a takze miedzy czasem T1 warstwy
podnasierdziowej, a czasem T1 krwi. [19] W CMR czesto wykrywane sg wyniki falszywie
dodatnie lub fatszywie ujemne. Jest to tez drogie badanie wykonywane tylko
w specjalistycznych osrodkach. [16]

Pojawit sie zatem pomyst, zeby wykonaé pomiar czaséw relaksacji T1 miesnia
sercowego przy pomocy mapowania T1 w rezonansie magnetycznym bez uzycia kontrastu.
U pacjentdw z systemowg amyloidozg AL wykazano zmiany czasow T1 w watrobie,
Sledzionie i ttuszczu, a takze wydtuzenie czaséw relaksacji T1 w miesniu sercowym. [18] T1
okresla czas relaksacji podtuznej, ktéry jest inaczej nazywany czasem relaksacji spin-sie¢
[20]. Jest on wydluzony u pacjentéw, u ktérych badania kliniczne sugerowaty, ze zajecie
serca przez chorobe jest niepewne lub nieobecne i bardziej wyraziste niz u osob z innymi
chorobami serca, takimi jak stenoza aortalna i w podobnym stopniu w przypadku pogrubienia
Sciany lewej komory serca. Wzrost czasu T1 jest proporcjonalny do ciezkosci zajecia serca
przez chorobe, co jest zauwazalne tez w markerach dysfunkcji skurczowej i rozkurczowej. Im
wyzsza wartos¢ czasu relaksacji T1 tym wiekszy stosunek amyloidu do widknienia
z podobng gruboscig sciany. Dla poréwnania, u zdrowych ludzi czas T1 dla miesnia
sercowego wynosi Srednio 958 ms, a u chorych z amyloidozg AL Srednio 1140 ms. [18]
Uwaza sie, ze mapowanie T1 bez kontrastu jest bardziej czute niz LGE-CMR (rezonans
magentyczny serca z péznym wzmocnieniem gadolinowym) dla wykrywania zajecia serca w
amyloidozie AL. Podwyzszone czasy T1 w miesniu sercowym mogg wiec by¢ bezposrednimi

markerami zlogow amyloidu w sercu. [18]
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Sercowa amyloidoza ATTR moze by¢ tez diagnozowana przy uzyciu radioizotopowe;j
scyntygrafii kosci z bisfosfonianami znakowanymi technetem. W badaniu wykorzystuje sie
kwas 3 3-difosfono-1,2-propanodikarboksylowy (DPD) znakowany technetem  99m,
pirofosforan (PYP) znakowany technetem 99m lub difosfonian hydroksymetylenu (HMDP)
znakowany technetem 99m. Metoda ta pozwala rozpoznac¢ obecny w sercu amyloid ATTR,
czasem nawet przed zmianami stwierdzanymi w echokardiografii czy CMR. W przypadku
skrobiawicy AL wystepuje niewielki wychwyt radioznacznika przez serce, co moze utrudnia¢
réznicowanie. Scyntygrafia powinna takze obejmowacé tomografie emisyjng pojedynczego
fotonu, aby potwierdzi¢, ze wychwyt sercowy pochodzi z miesnidwki serca, a nie z jego jam.
[2] W przypadku potwierdzenia skrobiawicy ATTR powinno sie wykona¢ dodatkowo
genotypowanie TTR w celu réznicowania typu dzikiego i wariantu ATTR. Jezeli u pacjentow
wystepuje rodzinna historia amyloidozy i wykazano typ dziki ATTR nalezy wykonaé
dodatkowe sekwencjonowanie genu APOIA, zeby wykluczy¢ mozliwos¢ sercowej amyloidozy
apolipoproteiny Al. Warto podkresli¢, ze diagnostyka ATTR typu dzikiego jest niezwykle
trudna — choroba wystepuje u 0séb starszych z réznymi chorobami wspdtistniejgcymi, takimi
jak choroba wiehcowa, stenoza aortalna czy nadcisnienie. [16] Badania wykazaty, ze czutos¢
radioizotopowego skanu kosci dla ATTR wynosi >99%, natomiast swoisto$¢ 68% w
porownaniu z biopsjg miesnia sercowego. W praktyce ocenia sie tez stezenie wolnych
tancuchow lekkich w surowicy (FLC) oraz elektroforeze biatek surowicy (SPIE) i moczu
(UPIE) z immunofiksacjg. Wykazano, ze potgczenie SPIE, UPIE i FLC z 99% czutoscig
identyfikuje pro-amyloidowe prekursory. [2]

Pozytonowa tomografia emisyjna (PET) jest nowo powstatg technikg w
diagnozowaniu skrobiawicy sercowej, jak rowniez w réznicowaniu amyloidozy AL od ATTR.
Widkna odtozonego amyloidu o strukturze B-harmonijki sg odpowiedzialne za wychwyt
nosnikéw przez serce. Stosujgc 30-minutowy dynamiczny protokdt pozytonowej tomografii
emisyjnej z tomografig komputerowg z uzyciem *®F-florbetabenu mozliwe jest zréznicowanie
pomiedzy amyloidozg AL i ATTR - wiekszy wychwyt sercowy wystepuje w przypadku AL niz
ATTR. [13]

Scyntygrafia przy uzyciu surowiczego sktadnika P amyloidu (SAP) znakowanego '*|
jest wykorzystywana w diagnozie pacjentow z AL, amyloidozg AA i dziedzicznymi
amyloidozami. Ten rodzaj scyntygrafii pozwala oceni¢ w jakich konkretnie narzgdach amyloid
jest ulokowany. Moze tez pomd6c w monitorowaniu zmian chorobowych, odpowiedzi na
leczenie, a takze do okreslenia miejsc biopsiji. [13]

W diagnostyce stosuje sie takze krgzgce biomarkery krwi. Amyloid niszczy
kardiomiocyty, przez co obserwuje sie podwyzszone sg stezenia troponiny i peptydu

natriuretycznego w surowicy. Warto zwréci¢ uwage na nieproporcjonalne wartosci peptydu
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natriuretycznego do objawéw niewydolnosci serca, co moze sugerowa¢ amyloidoze

sercowg. [13]

PROFILAKTYKA

W przypadku amyloidozy transtyretynowej mozliwosci profilaktyczne sg bardzo
ograniczone. Ze wzgledu na silne uwarunkowania genetyczne, ryzyko zachorowania wynika
gtébwnie z obecnosci patogennych wariantow genu TTR. Modyfikacja stylu zycia i rutynowe
badania przesiewowe nie eliminujg zagrozenia. W rodzinach obcigzonych mutacjami
zalecane jest prowadzenie poradnictwa genetycznego. [21]

Leczenie niefarmakologiczne koncentruje sie na kontroli objawdéw oraz poprawie
jakoéci zycia. Jego zakres obejmuje wprowadzenie odpowiednio dobranej diety oraz
aktywnosci fizycznej. Dieta powinna ograniczaé¢ podaz sodu i ttuszczéw nasyconych, a takze
stanowi¢ bogate Zrédto witaminy D. [22] Rownie wazne okazuje sie wsparcie psychologiczne
i spoteczne - u prawie 50% chorych z amyloidozg serca wystepujg objawy lekowe, depresja
lub oba te schorzenia, a w zaawansowanych przypadkach konieczne jest wprowadzenie

opieki paliatywnej. [22]

LECZENIE

Leczenie amyloidozy serca sktada sie z dwdéch elementéw, pierwszym z nich jest
leczenie i zapobieganie powiktaniom, a drugim spowolnienie odktadania sie zlogéw
amyloidéw. Do pierwszego elementu nalezy zaliczy¢ leczenie stenozy aortalnej. Wykonanie
przezcewnikowego wszczepienia zastawki aortalnej poprawia rokowanie. U pacjentéw z
niewydolnoscig serca zwraca sie uwage na bilans ptynoéw, nalezy stosowac diuretyki i beta-
blokery, a unikaé stosowania inhibitoréw konwertazy angiotensyny i blokeréw receptora
angiotensyny Il. [2] Urzadzenia wspomagajgce prace lewej komory zwykle nie przynoszg
efektédw u wiekszosci pacjentéw. [2] W przypadku niewydolnosci serca nalezy rozwazyé
przeszczep serca. U chorych z amyloidozg serca wystepuje tez wysokie ryzyko choroby
zakrzepowo-zatorowej, przez co nalezy rozwazyC stosowanie lekow przeciwkrzepliwych,
a w przypadku migotania przedsionkow wdrozy¢ leczenie niezaleznie od skali CHADS-VASC
(skala do oceny ryzyka udaru niedokrwiennego moézgu z migotaniem przedsionkow
niezwigzanym z wadg zastawkowg, nazwa jest akronimem czynnikdw ryzyka w jezyku
angielskim: C —zastoinowa niewydolnos¢ serca Ilub dysfunkcja lewej komory, H-
nadcisnienie, A — wiek 2 75 lat, D - cukrzyca, S - przebyty udar mézgu, przemijajgcy atak

niedokrwienny, incydent zakrzepowo-zatorowy, V - choroba naczyniowa, A - 65-74 lat, Sc -
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pte¢) . U chorych stosuje sie amiodaron, nalezy natomiast uwaza¢ na preparaty digoksyny.
(2]

Drugi element leczenia ukierunkowany jest na hamowanie produkcji prekursoréw
amyloidu. Specyficzne leczenie w sercowej amyloidozie AL powinno by¢ prowadzone w
wielodyscyplinarnym zespole, ktéry sktada sie ze specjalistbw z onkohematologii i
kardiologii. Zajecie serca jest zwigzane z bardzo stabym rokowaniem w przypadku
amyloidozy AL - Srednie przezycie wynosi 8 miesiecy, a u chorych bez zajetego chorobg
serca do 4 lat. [13] W jednym zbadan zainteresowano sie wplywem lekow
wykorzystywanych do leczenia szpiczaka mnogiego - kolchicyny, melfalanu i prednizonu na
systemowg amyloidoze. Zauwazono diuzsze przezycie chorych, ktérzy przyjmowali melfalan
(17-18 miesiecy) niz w grupie zazywajgcych kolchicyne (8 miesiecy). Mimo, ze terapia
melfalanem i prednizonem zwieksza przezycie chorych, leczenie nadal jest mato efektywne.
[23] U chorych z amyloidozg AL zaleca sie stosowanie terapii opierajgcej sie na
deratumumabie (humanizowane monoklonalne przeciwciato IgGk przeciwko CD38)
w potgczeniu z bortezomibem (odwracalny inhibitor proteasomu 26S), cyklofosfamidem
(cytostatyk) ideksametazonem (glikokortykosteroid) (Dara-VCd). W przypadku opornej
amyloidozy poleca sie izatuksimab, bedacy przeciwciatem monoklonalnym anty-CD38.
W potgczeniu z pomalidomidem i deksametazonem przy wznowie amyloidozy AL 80%
pacjentéw osiggneto bardzo dobrg czesciowg odpowiedz hematologiczng. [14] Istnieje
jednak potrzeba dalszych badan na ludziach. W przypadku amyloidozy z t(11;14)
(translokacja miedzy chromosomem 11 a 14, aberracja ta moze wystepowa¢ w amyloidozie
AL), stosuje sie jako gtdbwne leczenie wenetoklaks, bedgcy selektywnym inhibitorem biatka
BCL-2 (B-cell lymphoma 2). [14] Posrdd 29 pacjentéw otrzymujgcych wentoklaks zauwazono
bardzo dobrg czesciowg odpowiedz hematologiczng, a po szesciu miesigcach terapii u 35%
badanych doszio do poprawy parametréw sSwiadczacych o zajeciu serca w przebiegu
choroby, a w 90,9% poprawity sie parametry swiadczgce o uszkodzeniu nerek. [14] Co
wazne, wzrasta dostepnos¢ innowacyjnych icelowanych terapii dla ATTRwt i ATTRv.
Efektywne leczenie amyloidozy ukierunkowane jest na hamowanie produkcji zmutowanego
biatka TTR, co mozna uzyska¢ poprzez przeszczep watroby czy modyfikacje genetyczna,
jak réwniez wyciszanie genowe (dochodzi do blokady transkrypcji lub translacji genu i przez
to nie dochodzi do ekspresji danego genu). [2]

Tafamidis to lek stabilizujgcy tetramer TTR - zapobiega jego rozktadowi do
monomerdw przez wigzanie miejsc wigzgcych tyroksyne. W porownaniu z placebo redukuje
o 30% liczbe wszystkich zgonédw u pacjentow z amyloidozg i niewydolnoscig serca.
Tafamidis dziata gtdwnie u pacjentéw z klasg NYHA I-II (klasy niewydolnosci serca wedtug
New York Heart Association, w klasie | nie wystepuje istotne ograczniczenie wydolnosci

fizycznej, klasa Il charakteryzuje sie niewielkim ograniczeniem wydolnosci fizycznej), a
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zmniejszong $miertelno$¢ zaobserwowano po 18-20 miesigcach leczenia. U pacjentéw z
klasg Il NYHA (lll klasa niewydolnoéci serca, w ktorej wydolnos¢ wysitkowa jest znacznie
ograniczona) nie zauwaza sie juz efektu terapeutycznego. [13]

Patirisan to siRNA (small interfering RNA, krotki interferujgcy RNA) zamkniete w
ttuszczowych nanoczgsteczkach, ktére blokujg ekspresje TTR w hepatocytach. Lek ten
odpowiada za przebudowe migsnia sercowego - dochodzi do zmniejszenia sredniej grubosci
Sciany serca oraz obnizenia stezenia NT-proBNP we krwi. W badaniu CMR u 40% oséb
badanych stwierdzono zmniejszong gestos¢ amyloidu w miesniu sercowym. [13]

Inotersen jest oligonukleotydem antysensowym (krotki fragment kwasu nukleinowego
zaprojektowany tak, aby wigzat sie z komplementarng sekwencjag mRNA konkretnego genu,
w celu zablokowania jego transkrypcji), ktéry hamuje produkcje TTR w watrobie. Lek powoli
zmniejsza objawy neurologiczne i przyczynia sie do poprawy jakosci zycia u pacjentow
Z ATTRv przy dawce 300 mg raz w tygodniu przez okres 12 miesiecy. W jednym z badan
zauwazono poprawe tolerancji wysitku i spadek sredniej masy lewej komory zmierzony
w CMR. [13]

PODSUMOWANIE

Amyloidoza serca pozostaje chorobg rzadkg i trudng do zdiagnozowania. Jest czesto
pomijana przy réznicowaniu przyczyn niewydolnosci serca, szczegolnie u osob w podesztym
wieku. Niska swiadomosc¢ choroby wsérdd lekarzy skutkuje stabg diagnostykag, co ogranicza
wdrozenie odpowiedniego leczenia i poprawe rokowania.

Ztotym standardem w diagnostyce amyloidozy serca jest biopsja serca z barwieniem
tkanki czerwienig Kongo, jednak wigze sie jednak z duzym ryzykiem. Dlatego coraz czesciej
wykorzystuje sie metody mniej inwazyjne, tj. rezonans magnetyczny serca (CMR) z
kontrastem gadolinowym lub mapowanie T1 bez kontrastu. W celu rozréznienia dwoch
gtéwnych typdéw amyloidozy - ATTR i AL, co ma kluczowe znaczenie dla zastosowania
odpowiedniego leczenia, stosujemy m.in scyntygrafie kosci z bisfosfonianami znakowang

123|

technetem, PET oraz scyntygrafie SAP znakowang Badanie echokardiograficzne czy
elektrokardiograficzne moze sugerowa¢ amyloidoze, ale nie pozwala jej jednoznacznie
potwierdzié.

Leczenie amyloidozy obejmuje dwie sktadowe: zapobieganie i leczenie powiktan
sercowych a takze spowolnienie odktadania sie ztogéw amyloidéw w sercu. Wybor terapii
zalezy od typu choroby, dlatego istotna jest diagnostyka réznicowa tego schorzenia. W
amyloidozie AL stosuje sie leki uzywane w niektérych nowotworach krwi, m.in. w szpiczaku
mnogim czy w przewlektej biataczce limfocytowej, natomiast w przebiegu amyloidozy ATTR

stosuje sie leki wptywajgce na stabilizacje lub zmniejszenie produkcji TTR.
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Zwiekszanie wiedzy iczujnosci wsrdd lekarzy réznych specjalizacji, zwtaszcza
kardiologdw, nefrologdw czy neurologow, jest kluczowe dla poprawy opieki nad pacjentami
z amyloidozg. Wczesne rozpoznanie pozwala na utrzymanie dobrej jakosci zycia i wiekszej
sprawnosci pacjentow w codziennym funkcjonowaniu. Stad tez edukacja klinicystow powinna

by¢ priorytetem we wspotczesnej medycynie.
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WPROWADZENIE

Endometrioza jest przewlekla, estrogenozalezng chorobg zapalng,
definiowang jako obecnos$¢ poza jamg macicy tkanki endometrium, biony
Sluzowej macicy. Ogniska chorobowe najczesciej lokalizujg sie w obrebie
miednicy mniejszej: na jajnikach, jajowodach, otrzewnej, czy wiezadtach
macicy. Zdarza sie takze, ze endometrioza zajmuje jelita, pecherz, przeponeg i
inne ogniska odlegte. Wspodtczesne wytyczne kliniczne podkreslajg, ze
rozpoznanie nie wymaga juz obligatoryjnej weryfikacji histopatologicznej w
laparoskopii, przy czym w wielu sytuacjach opiera sie na obrazie klinicznym i
nieinwazyjnych  badaniach  obrazowych, takich jak ultrasonografia
ginekologiczna transwaginalna. Podkresli¢ nalezy, ze laparoskopia pozostaje
metodg referencyjng w przypadkach niejednoznacznych lub wymagajgcych
leczenia operacyjnego. Skala tego problemu zdrowotnego jest globalna [1-3].
Swiatowa Organizacja Zdrowia szacuje, ze endometrioza dotyczy okoto
dziesieciu procent kobiet w wieku rozrodczym, co przektada sie na ponad 190
milionbw o0sob, a objawy mogg rozpoczynaC sie niedtugo po pierwszej

miesigczce, i utrzymywac sie do wieku menopauzalnego. Rozpoznanie bywa
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opdznione o wiele lat, co wynikaC moze ze zmiennosci obrazu klinicznego,
normalizacji dolegliwosci bdlowych przez otoczenie kobiety oraz z
ograniczonej dostepnosci ukierunkowanej diagnostyki. Dane literaturowe
ostatnich lat wskazujg na srednie opoznienie diagnozy rzedu od kilku do
kilkudziesieciu lat. W kontekscie rozrodu endometrioza ma znaczenie
pierwszoplanowe [2-4]. Nieptodno$¢, rozumiana zgodnie z definicjg American
Society for Reprodictive Medicine jako brak cigzy po dwunastu miesigcach
regularnego wspoétzycia bez zabezpieczenia (po szesciu miesigcach u kobiet
majgcych co najmniej 35 lat), wystepuje u pacjentek z endometriozg czesciej
niz w populacji ogolnej, a odsetek endometriozy wsrdd kobiet zgtaszajgcych
sie do osrodkéw leczenia nieptodnosci siegaé moze nawet 25% [3]. Polska
Agencja Badan Medycznych podaje, ze endometrioza odpowiada za okoto
40% przypadkédw nieptodnosci kobiecej, a u chorych na endometrioze
problemy z ptodnoscig ma 50% pacjentek [5]. W wieloosrodkowym polskim
badaniu wsréd kobiet starajgcych sie o dziecko, u 33,73% zdiagnozowano
endometrioze jako przyczyne nieptodnosci, co potwierdza jej istotng role jako
jednego z najczestszych czynnikdw ograniczajgcych ptodnos¢ i uzasadnia
koniecznos¢ wczesnej diagnostyki oraz ukierunkowanego leczenia [6].
Znaczenie spoteczne i zdrowotne jest tym wieksze, Zze endometrioza
wspotwystepuje z przewlektym boélem miednicy, obfitymi krwawieniami, czy
przewlekltymi bolami w trakcie i po wspoétzyciu (dyspareunia), co poteguje
obcigzenie psychiczne, zawodowe, ekonomiczne pacjentek oraz ich rodzin.
Wytyczne ESHRE (European Society of Human Reproduction and
Embryology) oraz NICE (National Institute for Health and Care Excellence)
wskazujg, aby kwestie ptodnosci pacjentki uwzglednia¢c od momentu
rozpoznania, a plan postepowania dostosowywaé¢ do wieku, rezerwy
jajnikowej, fenotypu choroby i wspotistniejgcych czynnikow ryzyka [1,2]. Celem
niniejszego opracowania jest przedstawienie mechanizmow, poprzez ktore
endometrioza prowadzi do obnizenia ptodnosci, a takze omowienie
skutecznosci i ograniczen dostepnych strategii terapeutycznych na tej

ptaszczyznie.
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ZASADNICZA CZESC PRACY

Patogeneza endometriozy jest ztozona, wieloczynnikowa i nadal stanowi
przedmiot badan, z uwagi na fakt braku jednoznacznego mechanizmu
wyjasniajgcego jej rozwoj i progresje. W literaturze wskazuje sie na
wspotdziatanie czynnikow anatomicznych, immunologicznych, genetycznych,
hormonalnych i Srodowiskowych, ktére razem prowadzg do powstania i
utrzymania zmian endometrialnych poza macicg. Wyr6zni¢ mozna kilka teorii
etiopatogenetycznych. Jedng z teorii stanowi klasyczna teoria Sampsona,
zaktadajgca wsteczne miesigczkowanie, czyli cofanie sie krwi miesigczkowe;j
zawierajgcej zywe komorki endometrium do jamy otrzewnej. Komorki te
implantujg sie na powierzchni otrzewnej, gdzie ulegajg proliferacji pod
wptywem estrogendw. Teoria ta wyjasnia czeste umiejscowienie zmian w
miednicy mniejszej, ale nie wyjasnia przypadkéw endometriozy pozagenitalnej
ani obecnosci choroby u kobiet z zamknietymi jajowodami. Alternatywne
hipotezy obejmujg metaplazje komodrek otrzewnej, ktéra zaktada zdolnosc
komorek mezotelialnych, czyli wyspecjalizowanych komorek nabtonkowych,
do transformacji w komérki podobne do endometrium pod wptywem czynnikow
hormonalnych i srodowiskowych. Inne koncepcje wskazujg na udziat komorek
macierzystych, ktére mogg rdéznicowac sie w komoérki endometrialnej poza
jama macicy. Istniejg takze doniesienia o mozliwosci szerzenia sie komdrek
endometrium drogg naczyn krwionosnych lub limfatycznych, co
korespondowatoby z przypadkami lokalizacji schorzenia w odlegtych
lokalizacjach, chociaz sg to rzadkie przypadki. Wskazuje sie takze na
mechanizmy immunologiczne i zapalne. Kluczowg role w patogenezie
odgrywa dysfunkcja ukfadu immunologicznego. U zdrowych kobiet komorki
endometrium, ktére dostajg sie do jamy otrzewnej podczas miesigczki, sg
eliminowane przez mechanizmy odpornosciowe, gtéwnie aktywnos¢ komorek
NK (ang. natural killer) i makrofagow. W endometriozie obserwuje sie
obnizong cytotoksycznos¢ komoérek NK, zaburzong fagocytoze oraz wzrost

cytokin prozapalnych i czynnikdbw wzrostu. Prowadzi to do przewlektego stanu
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zapalnego, angiogenezy oraz utatwienia przezycia i inwazji komorek
endometrialnych

w otrzewnej [1,2, 7-10].

Endometrioza jest chorobg estrogenozalezng. W jej przebiegu obserwuje
sie nadekspresje aromatazy, enzymu kluczowego w syntezie estrogendw, w
ogniskach endometrialnych, co prowadzi do lokalnej nadprodukcji estradiolu i
stymulacji proliferacji. Dodatkowo, tkanka endometrialna stabo reaguje na
progesteron, poniewaz ma zmniejszong liczbe receptorow tego hormonu.
Powoduje to, ze komorki nie przechodzg prawidtowej przemiany w fazie
wydzielniczej cyklu i zamiast tego nadal sie namnazajg. Co istotne, zaburzenia
w produkcji prostaglandyn nasilajg stan zapalny, co sprzyja nadwrazliwosci na
bol i przewlektym dolegliwosciom bolowym. Badania rodzinne i blizniacze
wskazujg, ze w rozwoju endometriozy istotng role mogg odgrywac¢ czynniki
genetyczne. Zauwaza sie zmiany w genach regulujgcych metabolizm
estrogendw, dziatanie uktadu odpornosciowego oraz tworzenie nowych
naczyn krwionosnych. Coraz wieksze znaczenie przypisuje sie takze
mechanizmom epigenetycznym, ktore mogg wptywaé na aktywnos¢ genow
kontrolujgcych zdolno$¢ komorek endometrium do przyczepiania sie, wnikania
w tkanki i przetrwania poza jamg macicy. Nowo powstate ogniska
endometrialnej wymagajg unaczynienia, dlatego tworzenie nowych naczyn jest
kluczowe w przebiegu choroby. W zmianach wykrywa sie zwiekszong
produkcje biatek (takich jak VEGF ang. vascular endothelial growth factor i
angiopoetyny), ktére stymulujg powstawanie naczyn krwionosnych.
Jednocze$nie obserwuje sie nadmierny rozwdj widkien nerwowych
(neurogeneza) w obrebie ognisk endometrialnych, co ttumaczy, dlaczego
pacjentki czesto odczuwajg silny i przewlekty bol. Na rozwdéj endometriozy
mogg wptywac takze czynniki Srodowiskowe. Nalezg do nich m.in. dioksyny i
inne substancje zaburzajgce rownowage hormonalng, ktére mogg zmieniac
dziatanie uktadu odpornosciowego oraz nasila¢ aktywnos¢ enzymu aromatazy,
zwiekszajgc produkcje estrogendw. Istotne znaczenie ma takze stres
oksydacyjny, czyli nadmiar wolnych rodnikow i zelaza w ptynie otrzewnowym,
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ktory prowadzi do uszkodzeh komoérek i sprzyja postepowi choroby [11-18].

Patogeneza endometriozy znajduje swoje odzwierciedlenie
w wielopoziomowych zmianach, obejmujgcych zarowno mikrosrodowisko
tkankowe, jak i strukture narzgddw oraz funkcjonowanie catego organizmu.
Mechanizmy zapalne, hormonalne, immunologiczne oraz epigenetyczne
prowadzg do specyficzne cechy morfologiczne i czynnosciowe, ktore ttumaczg
obraz kliniczny choroby. Na poziomie narzgdowym zmiany te manifestujg sie
powstawaniem torbieli endometrialnych, zrostéw oraz widknistych blizn, ktore
deformujg anatomiczne stosunki w obrebie miednicy mniejszej. Zmiany
obejmujg przede wszystkim jajniki, jajowody i otrzewng, co prowadzi do
utrudnienia transportu gamet i zaburzen procesu zaptodnienia. Angiogeneza i
witoknienie sprzyjajg utrwalaniu ognisk, czynigc je bardziej odpornymi na
leczenie chirurgiczne. Na poziomie catego organizmu konsekwencje
patogenezy majg charakter ogodlnoustrojowy. Deregulacja hormonalna z
przewagg estrogendéw nad progesteronem prowadzi do zaburzen cyklu
miesigczkowego i utrudnionej implantacji zarodka. Przewlekly stan zapalny i
stres oksydacyjny obecny w ptynie otrzewnowym przyczyniajg sie do
uszkodzen oocytow i obnizenia rezerwy jajnikowej, a takze negatywnie
wptywajg na ruchliwos¢ plemnikow i zdolnos¢ zarodka do prawidtowego
rozwoju. Nadmierna neurogeneza w obrebie zmian endometrialnych ttumaczy
z kolei nasilone dolegliwosci bolowe i hiperalgezje, ktore sa
charakterystycznym objawem klinicznym endometriozy. Zrosty witokniste
unieruchamiajg jajniki i jajowody, deformujg zachyiki otrzewnowe i zmieniajg
wzajemne potozenie struktur miednicy, co utrudnia uwolnienie oocytu, jego
uchwycenie przez strzepki jajowodu oraz transport w kierunku jamy macicy.
Torbiele endometrialne wypetnione produktami hemolizy, sg zrédtem
przewlektego zapalenia i stresu oksydacyjnego. Dodatkowo ich obecnosc
wigze sie z nizszg rezerwg jajnikowg, a zabiegi operacyjne, cho¢ czesto
konieczne, mogg jg dalej redukowac [13-17]. Z perspektywy nieptodnosci
kluczowe jest to, ze nawet przy droznych jajowodach zaburzona biomechanika
miednicy i adhezje uposledzajg pobranie i transport komorki jajowej oraz
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ruchliwos¢ plemnikdbw w drogach rodnych. Te czynniki mechaniczne
wspotdziatajg z komponentg biochemiczng zapalenia, wzajemnie nasilajgc
negatywny wptyw na szanse zaptodnienia i wczesny rozwoj zarodka. Istotng
role w rozwoju nieptodnosci u pacjentek z endometriozg odgrywajg takze
zaburzenia srodowiska immunologicznego | oksydacyjnego w jamie
otrzewnowej. PodwyZzszone stezenia cytokin, prostaglandyn i reaktywnych
form tlenu (ROS) wptywajg niekorzystnie na ruchliwosé
i funkcje plemnikdéw, zmieniajg wtasciwosci Sluzu szyjkowego oraz zaburzajg
prace rzesek jajowodowych, utrudniajgc transport komorki jajowej. W
badaniach opisano réwniez zmiany w oocycie, takie jak twardnienie ostonki
przejrzystej, nieprawidtowa reakcja korowa czy =zaburzenia dojrzewania
cytoplazmatycznego, ktére wutrudniajg wnikniecie plemnika i proces
zaptodnienia. Na poziomie komorkowym oocyty czesciej nie osiggajg
dojrzatosci metafazy I, wykazujg cechy dysfunkcji mitochondrialnej, obnizong
zawartos¢ ATP oraz wiekszg podatnos¢ na uszkodzenia DNA. W
konsekwencji zmniejsza sie ich potencjat rozwojowy, co znajduje
odzwierciedlenie w gorszej jakosci powstajgcych zarodkoéw. W endometriozie
zaburzeniu ulega receptywnos¢ endometrium, czyli zdolnos¢ bfony Sluzowej
macicy do przyjecia zarodka w tzw. oknie implantacyjnym. U pacjentek z tg
chorobg stwierdzono nieprawidtowg ekspresje czgsteczek adhezyjnych,
zwtaszcza integryn (receptoréw powierzchniowych komorek endometrium),
ktére odgrywajg kluczowg role w procesie zagniezdzenia. Jednoczesnie
dochodzi do zaburzen w szlakach transkrypcyjnych zwigzanych z genem
HOXA10 oraz tlenkiem azotu [14-16]. Brak lub niskie stezenie integryn wigze
sie z gorszym rokowaniem w zakresie implantacji. Podobne mechanizmy
obserwuje sie takze w innych sytuacjach klinicznych, takich jak nawracajgce
poronienia czy nieptodnosc¢ niewyjasnionego pochodzenia, jednak uwaza sie,
ze majg one zastosowanie réwniez w endometriozie. W wielu przypadkach
wspotistnieje dodatkowo adenomioza, ktéra dodatkowo obniza zdolnosc
endometrium do przyjecia zarodka. W praktyce klinicznej skutkiem

wskazanych mechanizméw jest obnizenie skutecznosci naturalnej prokreacji
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oraz selektywnie niekorzystny wptyw na niektére etapy procedur
wspomaganego rozrodu. Dane literaturowe sygnalizujg istotnie nizszy odsetek
implantacji u kobiet z endometriozg. Podkresla sie takze, ze wyniki mogg by¢
zréznicowane w zaleznosci od postaci endometriozy (otrzewnowej, jajnikowej,

czy gteboko naciekajgcej) oraz od wspotistnienia adenomiozy [15-19].

Leczenie ukierunkowane na ptodnos¢ obejmuje trzy filary: interwencje
chirurgiczne, terapie  farmakologiczng oraz zastosowanie = metod
wspomaganego rozrodu. Chirurgia laparoskopowa z uzyciem ablacji lub
wyciecia ognisk oraz adheziolizy (chirurgicznego usuwania zrostow), jest
standardem korekcji zaburzen anatomicznych. U kobiet z minimalng i fagodng
endometriozg (stopien |-l wg rASRM) leczenie operacyjne zwieksza szanse
na cigze spontaniczng w poréwnaniu z samg laparoskopig diagnostyczng. W
bardziej zaawansowanych stadiach operacja najczesciej petni funkcje
przygotowawczg przed technikami wspomaganego rozrodu ART (Assisted
Reproductive Technology,) oraz leczenia bélu. Decyzje dotyczgce leczenia
endometriozy w obrebie jajnika muszg uwzglednia¢ ryzyko redukcji rezerwy
jajnikowej i powinny by¢ personalizowane. Odsetek nawrotéw po zabiegach
chirurgicznych pozostaje istotny, co w planowaniu prokreacji przemawia za
wykorzystaniem ,okna ptodnosci” w mozliwie krotkim czasie po zabiegu.
Farmakoterapia jest skuteczna w tagodzeniu bdlu, ale nie stanowi metody
poprawy ptodnosci [19-23]. Progestageny, ztozona antykoncepcja hormonalna
oraz analogi i antagonisci gonadoliberyny (GnRH, ang. gonadotropin-releasing
hormone) dziatajg poprzez hamowanie osi podwzgorze-przysadka-jajnik i
wytgczanie owulacji, przynoszac ulge objawowg kosztem czasowego
zniesienia ptodnosci. Zgodnie z aktualnymi zaleceniami ESHRE i NICE nie
rekomenduje sie stosowania supresji hormonalnej w celu zwigkszenia szans
na cigze; farmakoterapie nalezy rozwazac¢ w funkcji kontroli bélu, ewentualnie
w krétkich schematach przed- lub pooperacyjnych, jesli korzysci analgetyczne
przewyzszajg ryzyko opoznienia prokreacji. Nowe doustne antagonisty GnRH
poprawiajg komfort zycia i kontrole krwawien, jednak, podobnie jak klasyczne
analogi nie zwiekszajg odsetka urodzen zywych i nie powinny byc¢ traktowane
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jako leczenie nieptodnosci w przebiegu endometriozy [1,2,16,18]. W obszarze
technik wspomaganego rozrodu miejsce inseminacji domacicznej jest
ograniczone do wasko zdefiniowanych sytuacji klinicznych. U mtodszych
pacjentek ze stopniem I-ll, zachowang droznoscig jajowodow i krétkim
czasem trwania nieptodnosci stymulacja owulacji potgczona z inseminacjg
domaciczng (IUl) moze przyniesc¢ istotng korzy$¢ w pierwszych cyklach,
jednak skutecznosc¢ postepowania szybko spada wraz ze wzrostem wieku i
zaawansowania choroby. W przypadkach umiarkowanych i ciezkich, w
niedroznosci jajowodow, przy wspotistnieniu czynnika meskiego lub innych
niekorzystnych czynnikow rokowniczych, standardem jest zaptodnienie
pozaustrojowe [18-22]. Strategie ,freeze-all’, polegajgce na odroczeniu
transferu i kriokonserwacji wszystkich zarodkéw, rozwaza sie u wybranych
pacjentek w celu minimalizacji wptywu stymulacji i zapalenia na implantacje,
cho¢ dowody na ich wyzszo$¢ sg selektywne i zalezne od fenotypu choroby.
Wybér pomiedzy klasycznym zaptodnieniem pozaustrojowym (in vitro
fertilization - IVF) a docytoplazmatyczng iniekcjg plemnika (intracytoplasmic
sperm injection - ICSI) powinien by¢é uzasadniony obecnoscig czynnika
meskiego lub wczesniejszymi niepowodzeniami zaptodnienia [23-26]. Choc¢
istniejg hipotezy, ze stan zapalny zwigzany z endometriozg moze utrudniac
plemnikom przenikanie przez ostonke komorki jajowej, szerokie analizy badan
oraz zalecenia ekspertéw nie potwierdzajg przewagi ICSI nad IVF u pacjentek,
u ktérych nie wystepuja nieprawidtowosci w nasieniu. Rutynowe stosowanie
ICSI nie wigze sie tez z wyzszym odsetkiem urodzen zywych [24-29]. Dlatego
w praktyce klinicznej decyzje o zastosowaniu tej techniki nalezy podejmowac
indywidualnie, z uwzglednieniem dotychczasowej historii zaptodnien, jakosSci
nasienia oraz przebiegu wczesniejszych cykli leczenia, a nie wytgcznie na
podstawie samej diagnozy endometriozy. Personalizacja strategii
terapeutycznej jest kluczowa dla maksymalizacji szans rozrodczych. Wiek
pacjentki i rezerwa jajnikowa determinujg horyzont czasowy interwencji.
Fenotyp choroby, w tym obecno$¢ endometriom i postaci naciekajgcej

gteboko, wptywa na decyzje o kolejnosci leczenia operacyjnego i ART, a

120



wspofistnienie adenomiozy moze uzasadnia¢ modyfikacje przygotowania
endometrium przed transferem. Wytyczne ESHRE i NICE ktadg nacisk na
wspolne podejmowanie decyzji (shared decision-making), realistyczng
komunikacje rokowania, unikanie nieuzasadnionych opOzZnien oraz
koordynacje opieki w zespotach wielodyscyplinarnych. Takie podejscie
rownowazy cele przeciwbolowe z celem nadrzednym, jakim jest urodzenie
zdrowego dziecka przy mozliwie najmniejszym Kkoszcie zdrowotnym i

psychospotecznym [1,2,24-29].

Aspekty psychologiczne i jakosci zycia wymagajg odrebnego podkresienia.
Przewlekty bol, nieprzewidywalnos¢ nasilenia objawow, dyspareunia,
krwawienia i seria niepowodzen rozrodczych prowadzg do wysokiego poziomu
stresu, nasilajg objawy lekowe i depresyjne, zaburzajg zycie seksualne i
relacje partnerskie oraz obnizajg jakos¢ zycia zwigzang ze zdrowiem (HRQoL,
ang. health-related quality of life). Systematyczne przeglady potwierdzajg
wieksze ryzyko zaburzen nastroju u kobiet z endometriozg w poréwnaniu z
populacja 0go6lng, a opodznienie diagnostyczne wigze sie z gorszym
dobrostanem psychicznym i wiekszg absencjg w pracy. Wigczenie interwencji
psychologicznych, zwlaszcza terapii poznawczo-behawioralnej, programow
psychoedukacyjnych i grup wsparcia, poprawia wskazniki jakosci zycia i
radzenie sobie z bolem, dlatego powinno stanowi¢ element standardu opieki,
obok fizjoterapii dna miednicy i modyfikacji stylu zycia. Warto podkresli¢, ze
endometrioza jest chorobg przewlektg wymagajgcg dlugofalowej relacji
terapeutycznej i elastycznego planu, ktdry zmienia sie wraz z celami pacjentki.
U kobiet, dla ktérych priorytetem jest ptodnosé, terapia powinna minimalizowac
czas bezowulacyjny i niepotrzebne procedury, natomiast u pacjentek, ktore nie
planujg cigzy w danym okresie, nadrzedne pozostaje opanowanie bolu i
ograniczanie progresji choroby. Uniwersalnym celem, wspolnym dla obu grup
jest jednak poprawa jakosci zycia oraz zapobieganie dtugoterminowym
nastepstwom, co osigga sie najlepiej poprzez skoordynowana,
wielospecjalistyczng opieke, opartg na aktualnych wytycznych i dowodach
naukowych [1-4, 13, 16, 18].
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PODSUMOWANIE

Endometrioza stanowi jedno z najpowazniejszych wyzwan wspotczesnej
ginekologii nie tylko ze wzgledu na przewlekty charakter i wieloobjawowos$¢,
ale przede wszystkim z powodu jej silnego zwigzku z nieptodnoscig. Choroba
dotyka nawet 10% kobiet w wieku rozrodczym, a ws$réd pacjentek
zgtaszajgcych sie do osrodkow leczenia nieptodnosci jej odsetek moze siegac
jednej czwartej. W skali populacyjnej odpowiada za blisko 40% przypadkéw
nieptodnosci kobiecej, co czyni jg jednym z gtdbwnych czynnikow
ograniczajgcych ptodnos¢. Mechanizmy odpowiedzialne za utrudnienia w
rozrodzie maja charakter ztozony i wielopoziomowy. Zmiany anatomiczne
takie jak torbiele, zrosty czy widknienie deformujg uktad narzgddéw miednicy,
uniemozliwiajg prawidtowe uwolnienie i transport komorki jajowej oraz
zaburzajg ruchliwos¢ plemnikow. Jednocze$nie procesy zapalne i
immunologiczne prowadzg do przewlektego stresu oksydacyjnego, uszkodzen
oocytow, obnizenia rezerwy jajnikowej i gorszej jakosci zarodkdéw. Ztozonos¢
mechanizmow odpowiedzialnych za nieptodnos¢ w przebiegu endometriozy
sprawia, ze trudno jest wskazac jedno miejsce interwencji. Anatomiczne zrosty
I torbiele zaburzajg relacje przestrzenne w miednicy, utrudniajgc spotkanie
gamet. Srodowisko zapalne ptynu otrzewnowego obniza jako$é komdrek
jajowych i plemnikow. Zaburzenia hormonalne oraz zmieniona receptywnosc
endometrium uniemozliwiajg skuteczne zagniezdzenie zarodka. Kazdy z tych
czynnikdw osobno ogranicza szanse na cigze, a ich wspotdziatanie dodatkowo
poteguje problem. Dlatego tez skuteczna opieka wymaga wieloetapowego
planu, ktéry obejmuje diagnostyke obrazowsg, leczenie operacyjne, terapie
farmakologiczne oraz, gdy zachodzi potrzeba, wykorzystanie metod
wspomaganego rozrodu [16-23].

Endometrioza jest chorobg, ktéra w wyjgtkowy sposéb pokazuje, jak
blisko powigzane sg ze sobg zdrowie fizyczne, psychiczne i spoteczne kobiety.
Choc¢ klasyfikowana jest przede wszystkim jako problem ginekologiczny, jej

konsekwencje rozciggajg sie daleko poza obszar ukfadu rozrodczego.
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Nieleczona lub zbyt pdzno rozpoznana prowadzi do przewlektych dolegliwosci
bolowych, obnizenia jakosci zycia, zaburzeh emocjonalnych, a przede
wszystkim nieptodnoéci. Wtasnie ta ostatnia bywa dla wielu pacjentek
najbardziej dramatycznym wymiarem choroby, gdyz dotyka bezposrednio
planébw rodzinnych i osobistego poczucia spetnienia. Nie bez znaczenia
pozostaje aspekt psychologiczny. Kobiety zmagajace sie z endometriozg
czesto latami walczg z bdlem i poczuciem niezrozumienia, zanim ustyszg
wlasciwg diagnoze. Brak wsparcia, powtarzajgce sie niepowodzenia w
staraniach o dziecko oraz lek przed utratg ptodnosci prowadzg do nasilonego
stresu, obnizonego nastroju czy depresji. W tym kontekscie rownie istotne jak
interwencje  medyczne jest zapewnienie  opieki  psychologicznej,
psychoedukacji i dostepu do grup wsparcia, ktore pomagajg odzyskac
poczucie kontroli i wspdlnoty doswiadczen. Kluczowym kierunkiem na
przysztos¢ jest skrocenie czasu do rozpoznania. Wieloletnie opdznienia w
diagnostyce pozbawiajg pacjentki szans na wczesng interwencje, a tym
samym na zachowanie rezerwy jajnikowej i wieksze mozliwosci prokreacyjne.
Wprowadzenie nowoczesnych, nieinwazyjnych metod obrazowania oraz
wieksza Swiadomos¢ choroby wsrod lekarzy i pacjentek mogg realnie
poprawi¢ rokowania. Endometrioza nie jest chorobg, ktdérg mozna catkowicie
wyeliminowac, jednak przy odpowiednio dobranym leczeniu mozliwe jest nie
tylko ztagodzenie Dbolu, lecz takze realne zwiekszenie szans na
macierzynstwo. Wymaga to Scistej wspotpracy pacjentki z zespotem
specjalistow: ginekologiem, embriologiem, chirurgiem, psychologiem czy
fizjoterapeutg. Tylko takie podejscie pozwala tgczyé cele terapeutyczne:
poprawe jakosci zycia, kontrole objawow bdlowych i ochrone ptodnosci.
Ostatecznie endometrioza pozostaje wyzwaniem, ale nie przekresla marzen o
dziecku. W-czesne rozpoznanie, indywidualizacja leczenia  oraz
interdyscyplinarna opieka to fundamenty, ktére mogg zmienicC jej oblicze, z
choroby odbierajgcej nadzieje w doswiadczenie, ktére, cho¢ trudne, nie musi

oznaczac rezygnaciji z planéw rodzicielskich.
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WPROWADZENIE

.Per aspera ad astra’ gtosi facinskie przystowie, trafnie okreslajgc
trudnosci w probach znalezienia optymalnych metod oceny gojenia ztaman
koSci we wszystkich jego fazach. Gojenie ztaman jest wyrdzniajgcym sie
sposréd procesdéw naprawczych ustroju, gdyz koncowym jego wynikiem jest
petna odbudowa tkanki, a nie blizna [1]. Fakt ten wskazuje na bardzo wysoki
stopien zaawansowania i ztozonos¢ tego procesu. Pacjenci z obrazeniami
czaszkowo-twarzowymi i wspotistniejgcymi uszkodzeniami innych okolic ciata
wymagajg wysokospecjalistycznego postepowania bedgcego waznym
problemem wspotczesnej chirurgii urazowej [2]. Przebieg gojenia ztamanh kosci
mozna ocenia¢ za pomocg wielu wspotczesnych metod diagnostycznych.
Problemem jednak jest niejednokrotnie ich inwazyjnos¢ lub pézne ujawnianie
zmian zachodzgcych podczas regeneracji kosci, w zwigzku z czym posiadajg
one ograniczong przydatno$¢ w praktyce klinicznej. Istnieje zatem potrzeba
szukania mniej lub nieinwazyjnych oraz powtarzalnych metod, ktére pozwolg

na oceneg procesu gojenia ztaman kosci w réznych jego fazach [3].

ANATOMIA TWARZOCZASZKI | UWARUNKOWANIA URAZOW
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Szkielet czaszkowo-twarzowy jest przestrzennym uktadem 14
zespolonych ze sobg kosci. W jego skfad wchodzg: po dwie kosci szczekowe,
kosci jarzmowe, kosci nosowe, kosci podniebienne, kosci tzowe, matzowiny
nosowe dolne oraz pojedynczy lemiesz i zuchwa [4]. Uktad ten stwarza
istnienie centralnie i bocznie potozonych obszarow, najbardziej wysunietych w
stosunku do pozostatych elementéw szkieletu, ktére sg szczegdlnie narazone
na obrazenia zewnetrzne, amortyzujgc zazwyczaj urazy padajgce z przodu i
boku. Obszary te petnig role ,zderzakdéw” twarzoczaszki. Do ztaman dochodzi
wskutek nagtego zadziatania sity przewyzszajgcej jej wytrzymatos¢ [5]. Wzrost
liczby pacjentow przyjmowanych na oddziaty z powodu urazéw czaszkowo-
twarzowych spowodowany jest dynamicznym rozwojem motoryzaciji,
postepem mechanizacji i brutalnoscig zycia spotecznego. Gtéwne przyczyny
ztaman kosci twarzoczaszki to: wypadki komunikacyjne, przemoc
interpersonalna, urazy sportowe oraz upadki. Znany jest takze zwigzek tego
typu urazow z nadmiernym spozywaniem alkoholu. Wystepujg rowniez
ztamania patologiczne spowodowane torbielami, nowotworami oraz chorobami

metabolicznymi tkanki kostnej [6].

FIZJOLOGIA GOJENIA ZLAMAN KOSCI

Proces gojenia ztaman kosci jest lawinowym ciggiem reakcji
komérkowych i biochemicznych, zapoczatkowanych urazem, majgcym na celu
odtworzenie ciggtosci i pierwotnej struktury uszkodzonej kosci [7]. Po urazie
dochodzi do rozerwania scian naczyn krwionosnych i wypetnienia krwig szpary
ztamania. Nastepnie wnika ona pod okostng i penetruje istote ggbczastg. W
gojeniu ztaman wyroznia sie fazy: zapalng (krwiaka), ziarninowania, kostniny
(metaplazja komorkowa) oraz faze przebudowy (remodelacja, koncowy zrost
kostny). Odzwierciedlajg one istotne zmiany morfologiczne i biochemiczne

zachodzgce w miejscu ztamania i jego otoczeniu [8].
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Faza krwiaka trwa do siddmego dnia po urazie. Charakterystycznymi
objawami sg przekrwienie, obrzek, bdl, gorgczka oraz uposledzenie czynnosci.
W pierwszych godzinach po urazie objawy nasilajg sie, natomiast po 24
godzinach zaczynajg samoistnie ustepowaé [9]. Faze krwiaka zaczyna
adhezja ptytek krwi do miejsca uszkodzonych naczyn, degranulacja i
uwalnianie z nich lizosoméw oraz alfa ziarnistosci, m.in. tromboksanu,
prostaglandyn, serotoniny i enzymow proteolitycznych. Stymulujg one
agregacje ptytek, ktore wraz z wioknikiem tworzg w szczelinie ztamania
.-hemostatyczny czop” [9]. Ptytki krwi sg rowniez zrodtem wielu czynnikow
wzrostowych, m.in. czynnika wzrostowego ptytkopochodnego - PDGF,
czynnikdw wzrostowych insulinopodobnych pierwszego i drugiego - IGF I, IGF
II, transformujgcego czynnika wzrostowego beta - TGF [ i czynnika
wzrostowego naskérka - EGF. Czynniki wzrostowe dziatajg chemotaktycznie
na komorki zapalne, ktére biorg udziat w tej fazie gojenia, tj. makrofagi,
limfocyty, neutrofile i komoérki tuczne [9, 10]. WSéréd wymienionych komorek w
pierwszej fazie, w procesie gojenia role centralng i modulujgcag przypisuje sie
makrofagom, ktére tworzg i wydzielajg liczne czynniki wzrostowe oraz enzymy
proteolityczne [10]. Komorki pierwszej fazy oraz ich mediatory petnig role
hemostatyczng, fagocytarng i demarkacyjng w miejscu i otoczeniu ztamania
[9, 10]. Wplywajg one réwniez na rekrutacje, migracje i funkcje komorek
biorgcych udziat w kolejnej fazie gojenia. Zakres i czas trwania reakcji
zapalnej, jako pierwszej fazy gojenia ztaman kosci ma duzy wptyw na dalszy

przebieg tego procesu [10-13].

W drugiej fazie gojenia, zwanej fazg ziarninowania, ktéra nastepuje
pomiedzy 6smym a czternastym dniem po urazie, komorki mezenchymy
pobudzone przez ztamanie i stymulowane przez mediatory fazy zapalnej
wypetniajg krwiak miedzyodtamowy [11, 13]. Komorki te wywodzg sie z
okostnej, srodkostnej, szpiku, srodbtonka naczyn oraz tkanek migkkich

otaczajgcych miejsce ztamania. Nastepnie proliferujg i réznicujg sie w dojrzate
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komorki, zdolne do syntezy substancji pozakomérkowej [11, 13]. W fazie tej
tworzenie sie naczyh i petna rewaskularyzacja miejsca uszkodzenia jest
podstawowym elementem procesu gojenia decydujgcym o prawidtowosci jego
dalszego przebiegu. Efektem kohcowym drugiej fazy gojenia ztaman kosci jest
wytworzenie w szczelinie ztamania tymczasowej, luznej tkanki tgcznej,
czesciej okreslanej jako dobrze unaczyniona ziarnina. Sgdzi sie, ze tkanka
ziarninowa jest zroédtem wielu czynnikow wzrostowych, ktore inicjujg i Kierujg

nastepng faze procesu gojenia ztaman [10-13].

Faza Ill trwa od pierwszego do czwartego miesigca. Mediatory tkanki
ziarninowej stymulujg dalsze namnazanie i réznicowanie sie prekursorowych
komérek osteogennych w dojrzate osteoblasty. W luznej tkance tgcznej
znajdujgcej sie w szczelinie ztamania zrdéznicowane osteoblasty syntetyzujg
macierz kostng skfadajgcg sie z kolagenu i biatek niekolagenowych miedzy
innymi osteokalcyny, osteonektyny, osteopontyny, sialoproteiny kostnej.
Syntetyzujg one takze czynniki wzrostowe (IGF-I, IGF-1l, TGF-3, zasadowy
czynnik wzrostowy fibroblastéw - bFGF), ktére pobudzajg funkcje istniejacych
komorek oraz tworzenie nowych osteoblastéw [10-13]. W efekcie powstaje
tkanka kostna zbudowana z beleczek kostnych o ukfadzie siateczkowatym.
Wytworzona w tej fazie kostnina przywraca ciggto$s¢ odtamow, ustepuje ich

ruchomosc, co stanowi kliniczne kryterium zrostu kostnego [10-13].

W IV fazie gojenia ztaman, trwajgcej do 4 roku po ztamaniu, kostnina
ulega przebudowie wewnetrznej [10-13]. Proces ten ma charakter cykliczny i
odbywa sie w Scisle okreslonych, mikroskopijnych miejscach wytworzonej
kostniny. W jego przebiegu dochodzi do aktywacji osteoklastéw, osteoblastow,
ich komorek prekursorowych oraz tak zwanych spoczynkowych komorek
okostnej, a takze komoérek pochodzenia szpikowego, takich jak monocyty -

makrofagi, komoérki limfoidalne i komérki tuczne [10-13]. Tworzg one wraz z
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naczyniami krwionosnymi i sktadnikami macierzy kostnej jednostke
przebudowy BMU (basic multicellular unit). Podczas przebudowy kostniny jako
pierwszy ujawnia sie proces osteoklastycznej resorpciji, a po fazie przejsciowej
nastepuje etap osteoblastycznego tworzenia. Oba te procesy, tj resorpcji i
tworzenia kosci sg ze sobg $cisle sprzezone [10-13]. Kostnina w wyniku
przebudowy zostaje zastgpiona przez nowo wytworzong kos¢ blaszkowatg, w
ktorej blaszki sg utozone zgodnie z zasadg architektoniki danego odcinka
kosci. Przyjmuje sie, ze warunkiem powstania zrostu samoistnego sg
obecnos¢ krwiaka, ograniczona ruchomos¢ odtaméw oraz mozliwosé

rewaskularyzacji miejsca ztamania [10-13].

TLENEK AZOTU JAKO POTENCJALNY REGULATOR GOJENIA
ZLAMAN KOSCI

W pismiennictwie pojawia sie coraz wiecej doniesien na temat roli tlenku
azotu (NO) w procesie gojenia ztaman kosci [14]. Stezenie, w jakim tlenek
azotu oddziatuje na komorki kosci, wydaje sie mie¢ kluczowe znaczenie dla
funkcjonowania tych struktur. Wykazano, ze konstytutywnie wydzielany NO,
generowany przez srodbtonkowg syntaze tlenku azotu (eNOS), jest niezbedny
do utrzymania prawidtowej aktywnos$ci osteoblastow i korzystnie wptywa na
procesy gojenia, wspomagajgc formowanie kosci przez osteoblasty [14]. Z
drugiej strony stwierdzono jednak, ze wysokie stezenia NO mogg negatywnie
wptywac na osteoblasty, hamujgc ich wzrost i réznicowanie, a w konsekwenc;ji
prowadzgc do utraty masy kostnej [15]. W celu okreslenia, czy NO dziata
korzystnie czy szkodliwie na proces gojenia kosci, konieczne jest poznanie

jego wiasciwosci i mechanizméw dziatania.

BIOLOGIA TLENKU AZOTU

Odkrycie tlenku azotu okofo trzydziestu lat temu stanowito przetom w
naukach biologicznych ze wzgledu na ztozonos¢ jego dziatania [16]. Przed
poznaniem biosyntezy NO, zwigzek odpowiedzialny za skurcz miesniowki

gtadkiej okreslano mianem Srodbtonkowego czynnika rozluzniajgcego (EDRF).
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W kolejnych latach wykazano, ze EDRF jest tozsamy z tlenkiem azotu, a jego
odkrycie przypisuje sie Robertowi F. Furchgottowi i jego wspotpracownikom,
za co Furchgott w 1998 roku zostat uhonorowany Nagrodg Nobla [16]. Po
ujawnieniu biosyntezy NO stwierdzono, ze bierze on udziat w wielu procesach
fizjologicznych i patologicznych [17]. W$réd jego funkcji wymienia sie
rozszerzanie naczyn krwionosnych i oskrzeli, udziat w neuroprzekaznictwie,
hamowanie aktywnosci fagocytéw i agregacji ptytek krwi oraz dziatanie
przeciwnowotworowe i bakteriobdjcze. NO odgrywa réwniez kluczowg role w
homeostazie kosci, regulujgc rownowage pomiedzy aktywnoscig osteoblastow
I osteoklastow, co umozliwia zachowanie wytrzymatosci kosci oraz szybkie

usuwanie mikrouszkodzen powstajgcych w obrebie tkanki kostnej [17].

Pomimo istotnego Zznaczenia fizjologicznego, wiasciwosci
fizykochemiczne NO sprawiajg, ze nadmierna ekspozycja komorek na wysokie
stezenia moze prowadzi¢ do szkodliwych efektéw, w tym hamowania funkgciji
enzymow, uszkodzen nici DNA, indukcji peroksydacji lipidow, nitrowania
tyrozyny, mutacji gendw supresorowych guza, -cytotoksycznosci oraz
zahamowania oddychania mitochondrialnego [18]. Wptyw NO na procesy
kostne ma charakter dwukierunkowy i zalezy zarowno od jego stezenia, jak i
od komérkowego kontekstu dziatania [19]. Istotnym elementem jego
aktywnosci biologicznej jest réwniez powstawanie reaktywnych metabolitow,
takich jak nadtlenoazotyn (ONOQO™) oraz S-nitrozotiole (RSNO).
Nadtlenoazotyn powstaje w wyniku reakcji NO z anionorodnikiem
ponadtlenkowym i stanowi silny czynnik utleniajgcy i nitrujgcy, zdolny do
uszkadzania biatek, lipidéow oraz DNA [18,19]. Z kolei S-nitrozotiole powstajg w
wyniku reakcji NO z grupami tiolowymi biatek i petnig role wzglednie stabilnych
nosnikow tlenku azotu, uczestniczac w regulacji funkcji biatek poprzez
mechanizm S-nitrozylacji [20,21]. Zwigzki te odgrywajg istotng role w
przekazywaniu sygnatu komorkowego oraz modulacji odpowiedzi zapalnej.
Okreslenie, jak konkretnie oddziatywuje NO, pozostaje jednym z najwiekszych

wyzwan wspotczesnej biomedycyny.

131



SYNTEZA TLENKU AZOTU | IZOFORMY SYNTAZY NOS

Tlenek azotu jest wysoce reaktywng, dwuatomowg czgsteczkg nalezgcg
do wolnych rodnikéw ze wzgledu na posiadanie niesparowanego elektronu na
zewnetrznej powtoce. Jego okres péttrwania wynosi mniej niz 30 sekund [19].
Dziatanie NO moze mie¢ charakter endogenny (np. nadmierna miejscowa

produkcja w ognisku zapalnym) lub egzogenny (droga inhalacyjna) [20].

Endogenny tlenek azotu wytwarzany jest przez syntazy tlenku azotu w

drodze hydroksylacji L-argininy (L-Arg) [22]:
L-Arginina + NADPH + O, — L-Cytrulina + Tlenek azotu + NADP*

Do tej pory znane sg dwie podstawowe formy syntaz tlenku azotu
(NOS): konstytucjonalna (cNOS), w ktérej wyrézniamy formy: neuronalng
(nNOS) i srédbtonkowg (eNOS) - obie zalezne od wapnia i postac
indukowalna (iNOS), niezalezna od wapnia [23]. Aktywnos¢ cNOS powoduje
uwalnianie tlenku azotu w krotkich (sekundy, minuty), kontrolowanych
ilosciach, podczas gdy negatywne skutki ujawniajg sie w warunkach
dtugotrwatej (godziny, dni) jego produkcji w wyniku aktywnosci iNOS. Kazda
syntaza kodowana jest przez inny gen, jest odmiennie regulowana, ma inng
lokalizacje i moze mieC rdézng wrazliwos¢ na inhibitory [24]. Mimo tego
zroznicowane formy NOS wykazujg znaczne podobienstwo strukturalne,
podobng orientacje i lokalizacje kofaktoréw, wiasciwosci stereochemiczne
centrum aktywnego oraz miejsce wigzania BH4. Struktura genow wszystkich
form nie rézni sie zbytnio, co sugeruje ich wspdlne pochodzenie. Homologia

strukturalna form NOS na poziomie DNA u cztowieka to ok. 55% [24].

Enzymy NOS wykazujg aktywnos¢ katalityczng przy dimeryzacji i
wymagajg uzycia dwoch substratow: L-argininy i tlenu czgsteczkowego.
Syntaza tlenku azotu produkuje NO katalizujgc reakcje piecioelektronowej

oksydacji azotu L-Arg. Oksydacja L-argininy do L-cytruliny zachodzi poprzez
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dwa etapy monooksygenacji, a produktem posrednim jest Nw-hydroksy-L-
arginina (NOHLA). Zuzywane sg 2 mole O, i 1,5 mola NADPH do syntezy 1
mola NO [25].

L-Arginina + NADPH + H* + O, — NOHLA + NADP* + H,O
NOHLA + %2 NADPH + 2 H* + O, — L-cytrulina + %2 NADP+ + NO + H,O

Wszystkie trzy izoformy enzymu (z ktérych kazda aktywowana
funkcjonuje jako homodimer), posiadajg C-koncowg domene o aktywnosci
reduktazowej, homologiczng do biatka reduktazy cytochromu P450,
zawierajgcg FAD (dinukleotyd flawinoadeninowy) i FMN (mononukleotyd
flawinowy) [26]. Na N-koncu znajduje sie domena oksygenazowa zawierajgca
hem jako grupe prostetyczng, w s$rodku fancucha polipeptydowego NOS
znajduje sie natomiast domena wigzgca kalmoduling. Zwigzanie kalmoduliny
umozliwia przeptyw elektronéw z reszty flawinowej grupy prostetycznej na
domene reduktazowg potgczong z hemem. Proces ten utatwia przeksztatcenie

O, i L-argininy w NO i L-cytruline [27].

Domena oksygenazowa kazdej izoformy NOS zawiera takze jako grupe
prostetyczng tetrahydrobiopteryne (BH4), niezbedng do wydajnej syntezy NO.
BH4 w NOS ma za zadanie aktywowac¢ przytgczony do hemu tlen przez
dostarczenie pojedynczego elektronu, ktory odzyskany podzniej umozliwia
uwolnienie zsyntetyzowanej czgsteczki NO, inaczej niz w przypadku innych
enzymow wykorzystujgcych BH4 jako zrodto rownowaznikow redukujgcych, co

wymaga reakcji reduktazy dihydrobiopterynowej [28].

W przypadku NOS1 i NOS3, fizjologiczne stezenia Ca** w komérce
regulujg wigzanie kalmoduliny, przez co inicjujg przeptyw elektrondéw z grup
flawinowych na grupe hemu. W przypadku NOS2 kalmodulina pozostaje Scisle
zwigzana z domeng wigzgcg biatka nawet przy niskich srodkomorkowych
stezeniach Ca**, bedac w zasadzie podjednostkg tego izoenzymu. Aktywne

NOS sg zwykle okreslane jako dimery, ale dziatajg w rzeczywistosci jako
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tetramery (2 czagsteczki NOS i 2 czgsteczki kalmoduliny). Dimeryzacja iNOS
zalezy wytgcznie od domeny oksygenazowej, natomiast nNOS i eNOS od
domeny oksygenazowej i reduktazowej. Dimeryzacja iNOS jest bardziej niz
dimeryzacja nNOS i eNOS zalezna od kalmoduliny i w warunkach
fizjologicznych w komérkach jest praktycznie nieodwracalna. Nie jest pewne
czy to samo odnosi sie do nNOS i eNOS. Dla indukcji dimeryzacji kluczowa
jest obecnos¢ hemu, natomiast stabilizacja dimeréw zalezy takze od BH4 i L-

argininy [29].

Wyréznia sie  réwniez nietypowe formy NOS. Barwienia
immunohistochemiczne wskazujg na istnienie formy mitochondrialnej NOS
(mtNOS), ktéra jest aktywna metabolicznie. Najprawdopodobniej jest to forma
INOS, ale zwigzana z btong, a nie cytozolowa. Wigzanie z btong moze
zaleze¢, np. od kaweoliny. Inng formg NOS, ktorej istnienie sugerowaty
barwienia immunohistochemiczne i pomiary aktywnosci enzymatycznej jest
posta¢ reumatoidalna NOS, ulegajgca ekspresji w chondrocytach
stymulowanych cytokinami prozapalnymi (w reumatoidalnym zapaleniu

stawdw) [30].

TLENEK AZOTU W STANACH ZAPALNYCH | USZKODZENIACH
KOMORKOWYCH

Kazde uszkodzenie tkanek wywotuje reakcje organizmu w postaci stanu
zapalnego. W nastepstwie urazu do przestrzeni pozakomorkowej dostajg sie
liczne antygeny pochodzgce ze swiata zewnetrznego, jak i z wnetrza
zniszczonych komorek [31]. Uszkodzone komorki srodbtonka, a takze
limfocyty i makrofagi znajdujgce sie w poblizu miejsca uszkodzenia zaczynajg
wydziela¢ rozne mediatory prozapalne. Do tych mediatorow nalezg liczne
cytokiny takie jak czynnik martwicy nowotworow (TNF) i interleukina-1 (IL-1),
ktore stymulujg komorki systemu odpornosciowego do produkcji znacznych
ilosci NO poprzez aktywacje syntazy INOS. Wysokie stezenie jest
odpowiedzialne za hamowanie proliferacji i réznicowania osteoblastow, a
takze indukcje apoptozy w komorkach osteoblastow [31].
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Istotnym elementem tego procesu jest interakcja tlenku azotu z
reaktywnymi formami tlenu generowanymi przez oksydazy NADPH (NOX). W
warunkach zapalnych dochodzi do zwiekszonej aktywnosci NOX i nasilonej
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego (O,7*), ktdry szybko reaguje z NO
prowadzgc do powstania nadtlenoazotynu (ONOO™) [21,32]. Reakcja ta
skutkuje zmniejszeniem biodostepnosci tlenku azotu oraz powstawaniem silnie
reaktywnych czgsteczek o potencjale cytotoksycznym [21]. Powstaty
nadtlenoazotyn moze uszkadzac¢ biatka, lipidy i DNA oraz nasila¢ procesy
nitrozacyjne i oksydacyjne opisane powyzej [18,32]. Dodatkowo wykazano, ze
reaktywne formy tlenu mogg prowadzi¢ do tzw. rozsprzezenia syntazy tlenku
azotu, w wyniku czego enzym zamiast produkowa¢ NO zaczyna generowac
kolejne wolne rodniki, co nasila stres oksydacyjny i prowadzi do powstania

btednego kota uszkodzen komoérkowych [21].

Stwierdzono, ze NO odgrywa istotng role w procesie peroksydacii
lipidéw. Jest to tancuchowy proces wolnorodnikowy, w ktérym dochodzi do
utleniania  wielonienasyconych  kwasow  ttluszczowych  lub  reszt
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, wchodzgcych w sktad fosfolipidéw,
gtébwnego sktadnika budulcowego bton komorkowych. Istotne wydaje sie, iz
proces peroksydacji lipidow, w przeciwienstwie do biatek i kwasow
nukleinowych, ma charakter reakcji tarncuchowej, prowadzgcej do powstania
duzej liczby nadtlenkow nienasyconych kwasow ttuszczowych lub innych
lipidédw [32]. Jednym z produktow koncowych peroksydacji lipidow jest
malonyldialdehyd (MDA), ktory zawiera dwie reaktywne grupy aldehydowe,
mogace reagowac z dwiema roznymi czgsteczkami R1-NH2 i R2-NH2 i w ten
sposob je ,zszywac’, tworzgc produkty o charakterystycznej strukturze R1-
N=CH-ch+NH-R2, nazywane aminoiminopropenowymi zasadami Schaffa [33].
Wykazano, ze aldehydy powstajgce w wyniku peroksydaciji lipidéw sg mniej
reaktywne niz wolne rodniki i dzieki temu mogg w komoérkach dyfundowac na
znaczne odlegtosci, przez co petnig role ,wtérnych przekaznikow” uszkodzenia

przez reaktywne formy tlenu i azotu [34]. Aldehydy reagujg przede wszystkim
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z grupami tiolowymi oraz grupami aminowymi biatek, lipidow, aminocukréw i
zasad azotowych wchodzgcych w sktad kwaséw nukleinowych. Modyfikujg
one wilasciwosci fizyczne bton komoérkowych, przez zwiekszenie ich
przepuszczalnosci dla jonéw H' i innych substancji polarnych [35].
Nastepstwem tych procesdéw sg zmiany roznicy potencjatow elektrycznych po
obu stronach bton, prowadzgce w efekcie do utraty integralnosci bton
wewnatrzkomorkowych i btony plazmatycznej oraz hamowania aktywnosci

enzymow btonowych i biatek transportujgcych [36].

Tlenek azotu zaliczany jest takze do gtownych czynnikdw nitrujgcych
ugrupowania fenolowe tyrozyny w tkankach i biatkach krwi [37]. Powstajgca w
wyniku tego procesu nitrotyrozyna moze prowadzi¢ do utraty ich biologicznych
funkcji i w konsekwencji do zmian patologicznych. Sugeruje sie, ze stezenie
nitrotyrozyny moze by¢ pomocnym markerem pozwalajgcym oceni¢ dziatanie
tlenku azotu w warunkach in vivo. Ponadto uwaza sie, ze z powodu swojego
dluzszego okresu pottrwania jest ona lepszym wskaznikiem zwiekszonej

produkcji NO od metabolitéw tlenku azotu [37].

Z kolei ekspresja genu kodujgcego eNOS rosnie wraz ze wzrostem
wewnagtrzkomorkowego stezenia  jondw  wapnia, np. w nastepstwie
uszkodzenia btony komodrkowej. Dochodzi w zwigzku z tym do zwiekszenia
ptynnosci i przepuszczalnosci btony oraz do uszkodzenia protein btonowych
(receptorow, kanatobw  jonowych, enzymow). Skutkiem  wzrostu
przepuszczalnosci btony komdrkowej jest wzrost wewngtrzkomorkowego
stezenia kationdéw wapnia, a w konsekwencji pobudzenie ekspresji eNOS, a co

za tym idzie produkcjg tlenku azotu [38].
PODSUMOWANIE

Przedstawione dane wskazujg, ze tlenek azotu petni ztozong i zalezng
od warunkow biologicznych role w procesie gojenia kosci. Jego dziatanie nie

ma charakteru jednoznacznie korzystnego ani jednoznacznie szkodliwego,
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lecz stanowi element dynamicznej regulacji odpowiedzi tkankowej na uraz
[14]. W warunkach fizjologicznych, przy kontrolowanej aktywnosci
konstytutywnych syntaz tlenku azotu, mediator ten uczestniczy w regulacji
perfuzji tkankowej, aktywnosci komérek kosciotworczych oraz przebudowy
macierzy kostnej. Utrzymanie odpowiedniego stezenia NO sprzyja zachowaniu
rownowagi pomiedzy procesami osteogenezy i resorpcji, co warunkuje

prawidtiowg odbudowe struktury kosci [15].

Odmienny efekt obserwuje sie w warunkach nasilonej odpowiedzi
zapalnej, w ktorej dominujgca role odgrywa indukowalna syntaza tlenku azotu.
Dtugotrwata ekspozycja komdrek na wysokie stezenia NO oraz reaktywnych
pochodnych azotu prowadzi do zaburzeh funkcji osteoblastéw, nasilenia
proceséw uszkodzenia bton komorkowych oraz zmian w strukturze biatek i
kwaséw nukleinowych. Mechanizmy te mogg ogranicza¢ zdolnosc
regeneracyjng tkanki kostnej oraz wptywaé na jakos¢ powstajgcej kostniny
[15].

Z punktu widzenia biologii gojenia kosci kluczowe znaczenie ma zatem
nie sama obecnosc tlenku azotu, lecz rwnowaga pomiedzy jego fizjologiczng
produkcjg a nadmierng syntezg towarzyszgcg reakcji zapalnej. Tlenek azotu
mozna zatem traktowac jako mediator o dziataniu regulacyjnym, ktérego efekt
biologiczny zalezy od lokalnych warunkéw mikrosrodowiska tkankowego,

czasu ekspozycji oraz zrédta jego powstawania [21].

Uwzgledniajgc przedstawione mechanizmy, mozna stwierdzi¢, ze tlenek
azotu nie petni wytgcznie funkcji czynnika sprzyjajgcego regeneracji ani
wytgcznie mediatora uszkodzenia. Stanowi on element ziozonego uktadu
regulacyjnego procesu gojenia kosci, w ktorym dziatanie protekcyjne i
cytotoksyczne pozostajg w dynamicznej, wzajemnie uwarunkowanej
rownowadze. Dwukierunkowy charakter jego aktywnosci stanowi przestanke

do dalszych badan nad mozliwoscig wykorzystania parametrow zwigzanych z
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metabolizmem tlenku azotu jako potencjalnych wskaznikéw przebiegu procesu

gojenia, a takze jako przysztych celow interwencji terapeutycznych.
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WPROWADZENIE

Pacjenci ze ztamaniami kosci twarzoczaszki stanowig istotne wyzwanie
terapeutyczne we wspotczesnej medycynie. Urazy te prowadzg do zaburzen
morfologicznych i czynnosciowych uktadu stomatognatycznego, a takze do
defektow estetycznych twarzy, co znaczgco wplywa na jakosé zycia
pacjentéw. Proces gojenia kosci jest ztozonym i dynamicznym ciggiem reakcji
komorkowych oraz biochemicznych, zapoczgtkowanych urazem, ktorych

celem jest przywrocenie ciggtosci i pierwotnej struktury tkanki kostne;j.

Wptyw urazu, w tym urazu jatrogennego zwigzanego z interwencjg
chirurgiczng, na funkcjonowanie ukfadu odpornosciowego stanowi przedmiot
licznych badan naukowych. W dalszym ciggu obserwuje sie istotne
ograniczenia w aktualnym stanie wiedzy dotyczgce ztozonych zaleznosci
miedzy odpowiedzig zapalng, mechanizmami immunologicznymi a procesami
regeneracji tkanki kostnej. Uzasadnia to konieczno$¢ dalszego pogtebiania
wiedzy na temat molekularnych i komoérkowych mechanizméw gojenia, co w
perspektywie klinicznej mogtoby przetozyé sie na udoskonalenie narzedzi
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diagnostycznych oraz opracowanie bardziej skutecznych, ukierunkowanych

strategii terapeutycznych.

Pomimo wieloletniego doskonalenia metod leczenia operacyjnego, okoto
10% ztaman nie ulega prawidtowemu zrostowi [1]. Do czynnikow ryzyka
nalezg, m.in.: uszkodzenie tkanek migkkich, urazy naczyniowe, technika
chirurgiczna, zakazenia, wiek, choroby wspdfistniejgce, palenie tytoniu,
spozywanie alkoholu, pte¢ zenska oraz otytos¢ [1,2]. Opdzniona diagnoza
prowadzi do przewlektego bolu, koniecznosci dtugotrwatej rehabilitacji oraz
trudnosci w wykonywaniu codziennych czynnosci, co podkresla potrzebe

wczesnej i doktadnej oceny przebiegu gojenia [2].

Wspoiczesna diagnostyka obejmuje rozne metody oceny gojenia ztaman,
takie jak badania densytometryczne, radioizotopowe, przeptywowe,
histologiczne i morfometryczne, jednak sg one inwazyjne lub ujawniajg zmiany
zbyt pézno, co ogranicza ich praktyczne zastosowanie [2]. Doktadna diagnoza,
tatwy dostep i nieinwazyjne metody mogg przyczyni¢ sie do poprawy wynikow
anatomicznych i funkcjonalnych, skrocenia okresu rekonwalescencji oraz

zmniejszenia kosztow opieki zdrowotne;.
CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy
dotyczgcego roli stresu oksydacyjnego w procesie gojenia kosci oraz
omowienie znaczenia wybranych markeréw uszkodzen oksydacyjnych jako
potencjalnych, nieinwazyjnych narzedzi wspomagajgcych diagnostyke i

monitorowanie przebiegu regeneracji tkanki kostne,;.

BIOLOGICZNE PODSTAWY GOJENIA KOSCI

Tkanka kostna jest dynamicznym narzgdem metabolicznym, ktérego
zdolnosS¢ do regeneracji zalezy od Scistej wspotpracy komorek kostnych,
unaczynienia oraz lokalnych proceséw przebudowy [3]. Tkanka kostna sktada
sie z dwdch gtéwnych typow:
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Kos¢ korowa - tworzy zewnetrzng, twardg warstwe, zapewniajgcag
sztywnos¢ mechaniczng.
Kos¢ beleczkowa - znajduje sie wewnatrz kosci, jest bardziej porowata

I lepiej ukrwiona, co sprzyja szybszemu gojeniu [4].

Skoordynowane dziatanie trzech gtéwnych typéw komdrek kostnych —

osteoblastow, osteoklastow i osteocytow — zapewnia ciggtg, dynamiczng

przebudowe kosci. Osteoblasty wytwarzajg nowg tkanke kostng, osteoklasty

resorbujg starg Ilub uszkodzong koS¢, a osteocyty wykrywajg zmiany

mechaniczne i regulujg rownowage miedzy formowaniem a resorpcjg kosci [3].

Fazy gojenia ztaman kosci:

Faza zapalna (krwiaka) - do 7 dnia: powstaje krwiak, ktéry szybko
ulega naciekowi przez komoérki uktadu odpornosciowego. Cytokiny i
czynniki wzRFTtu stymulujg proliferacje komérek naprawczych [5].

Faza ziarninowania - 8-14 dzien: tworzy sie dobrze unaczyniona
tkanka ziarninowa. Fibroblasty i osteoblasty tworzg strukturalne
rusztowanie dla formujgcej sie tkanki kostnej [5].

Faza tworzenia kostniny (metaplazji komorkowej) - do 4 miesiecy:
miekka kostnina ulega przeksztatceniu w twardg tkanke kostng, co
zapewnia stabilizacje odtamow [5].

Faza przebudowy (remodelacji, koncowego zrostu kostnego) - do 4
lat: pierwotna kostnina zostaje zastgpiona bardziej zorganizowang i
wytrzymatg  koscig  blaszkowg, dostosowang do  obcigzen

mechanicznych [5].

Procesy te sg zwigzane z dynamicznymi zmianami morfologicznymi i

biochemicznymi w obrebie miejsca ztamania, a ich przebieg moze by¢

modulowany przez czynniki oksydacyjne [5].

STRES OKSYDACYJNY | GOJENIE ZLAMAN KOSCI
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W prawidtowo funkcjonujgcym organizmie ludzkim zachowana jest
rownowaga redoks, nieznacznie przesunieta w strone utleniaczy [6].
Reaktywne formy tlenu (RFT) to czgsteczki zawierajgce tlen, takie jak
nadtlenek wodoru (H,0O,), rodnik hydroksylowy (*OH) i anion ponadtlenkowy
(O27). Powstajg one gtownie podczas transportu elektronbw w procesie
fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach [7]. Sg to wysoce reaktywne
chemicznie czgsteczki, co oznacza, ze mogg tatwo reagowacC z innymi

biomolekutami, powodujgc ich uszkodzenia [7].

W nizszych stezeniach RFT petnig funkcje czgsteczek sygnatowych,
aktywujgc okre$lone szlaki fizjologiczne regulujgce istotne procesy
biologiczne. Umozliwiajg eliminacje patogennych mikroorganizmoéw oraz
stymulujg proliferacje komorek nabtonkowych i fibroblastéw [8]. Jednak
podwyzszony poziom RFT moze prowadzi¢ do peroksydaciji lipidow, utleniania
biatek i uszkodzenia DNA, co skutkuje stresem oksydacyjnym i moze
prowadzi¢ do smierci komorek. Udowodniono, ze uszkodzenia oksydacyjne
biomakroczgsteczek sg przyczyng wielu chorob ostrych i przewlektych oraz

mogqg wptywac na przebieg i skutecznos¢ gojenia kosci [8].

Reaktywne formy tlenu wykazujg paradoksalne zachowanie w funkcjach
biologicznych - w niskich stezeniach wspomagajg uktad odpornosciowy i
uczestniczg w sygnalizacji komodrkowej, natomiast ich nadmiar zaburza
homeostaze komorkowg [9]. Stres oksydacyjny definiuje sie jako stan braku
rownowagi w organizmie, w ktérym nadmierna ilo§¢ RFT przekracza zdolnos¢
przeciwutleniaczy do neutralizacji ich szkodliwego dziatania [10]. Nadmierng
produkcje RFT mogg powodowaé, m.in. nadaktywne neutrofile, drobnoustroje,
zmiany hormonalne (np. spadek estrogenu), stany zapalne indukowane przez
cytokiny, toksyny egzogenne i endogenne oraz farmakoterapia [6]. RFT sg
rowniez generowane przez czynniki srodowiskowe, takie jak promieniowanie
UV, zanieczyszczenie powietrza, palenie tytoniu oraz stres fizyczny |

psychiczny [7].
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Organizm posiada mechanizmy obronne, ktore neutralizujg RFT poprzez
enzymy antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),
katalaza, peroksydaza glutationowa (GPx), reduktaza glutationowa (GR), a
takze poprzez mate czgsteczki antyoksydacyjne, np. witamine C, witamine E
oraz glutation (GSH) [11]. Przeciwutleniacze chronig organizm przed
nadmiernym stresem oksydacyjnym, co jest istotne dla prawidiowego

przebiegu gojenia kosci [12].

W kontekscie gojenia ztaman kosci komorki odpowiedzialne za
osteogeneze, takie jak osteoblasty i osteocyty, sg szczegdlnie wrazliwe na
podwyzszony poziom RFT, ktory indukuje ich apoptoze, jednoczesnie
sprzyjajgc roznicowaniu i aktywnosci osteoklastow [6]. Nadmierny stres
oksydacyjny moze opodzniaC procesy regeneracyjne, natomiast odpowiednia

rownowaga redoks wspiera proliferacje i funkcjonowanie komaorek kostnych.

Wczesne etapy gojenia ztaman sg zwigzane z reakcjg zapalng, w ktorej
RFT petnig funkcje sygnatdw molekularnych [13]. Nadmierny stres
oksydacyjny moze prowadzi¢ do przewlekiego stanu zapalnego, co opdznia
regeneracje. Przeciwutleniacze zmniejszajg nadmierny stan zapalny i
wspierajg przejscie do fazy tworzenia kostniny. Ponadto uczestniczg w
syntezie kolagenu, kluczowego sktadnika macierzy zewnatrzkomodrkowej,
niezbednego do mineralizacji i tworzenia nowej tkanki kostnej. RFT mogag
rowniez uszkadza¢ komorki $rodbtonka naczyn krwionosnych, pogarszajgc
mikrokrgzenie oraz doptyw tlenu i skltadnikdw odzywczych do miejsca
ztamania, natomiast przeciwutleniacze chronig srédbtonek i wspierajg procesy

regeneracyjne [7].

Dzigki regulacji rownowagi redoks, przeciwutleniacze sprzyjajg
réznicowaniu osteoblastéw i utrzymaniu osteocytow, a takze ograniczajg
nadmierng aktywno$¢ osteoklastéw [7]. Podkres$la to znaczenie poszukiwania

nieinwazyjnych, powtarzalnych i powszechnie dostepnych metod oceny
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procesu gojenia, ktore pozwalajg na monitorowanie dynamicznych zmian,

zwlaszcza we wczesnych fazach regeneracii.

W badaniach biochemicznych uwidacznia sie potencjat monitorowania
markerow stresu oksydacyjnego, ktore mogg wskazywac etap, na jakim
znajduje sie proces regeneracji kosci. Regularne badanie tych markeréw
pozwala oceni¢ prawidtowos$¢ gojenia, szybko zidentyfikowaé potencjalne
powiktania, takie jak opdzniony lub niepetny zrost, a takze umozliwia wczesng
interwencje kliniczng. Wiedza o poziomie markerow RFT pozwala lekarzom na
dostosowanie leczenia - np. poprzez zmiane dawkowania lekéw, terapie
uzupetniajgcg lub zastosowanie metod bardziej inwazyjnych, jesli przebieg

gojenia jest nieprawidtowy.

Monitorowanie markerow stresu oksydacyjnego ma rowniez znaczenie w
badaniach klinicznych, pozwalajgc na ocene skutecznosci nowych terapii i ich
porébwnanie. Stosowane strategie terapeutyczne mogg obejmowac
suplementacje antyoksydantéw, modyfikacje stylu zycia - w tym optymalizacje
diety oraz regularng aktywnos¢ fizyczng - a takze farmakoterapie
ukierunkowang na redukcje nadmiernej produkcji RFT badz wzmocnienie
endogennych  mechanizméw  obrony  antyoksydacyjnej  organizmu.
Ostatecznym celem jest zapewnienie pacjentowi szybkiego, bezpiecznego
powrotu do petnej sprawnosci, zmniejszenie liczby powiktan i poprawa

wynikow leczenia [6—13].

Niniejsza praca przedstawia przeglad wybranych markerow stresu
oksydacyjnego w kontekscie gojenia kosci, ktére stanowig podstawe

wspotczesnych badan naukowych.

MARKERY USZKODZEN OKSYDACYJNYCH

1. Malondialdehyd (MDA)

Malondialdehyd (MDA) jest jednym z najwazniejszych i powszechnie

stosowanych markerow stresu oksydacyjnego w przebiegu gojenia ztaman
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kosci. Powstaje jako produkt peroksydacji lipidow [14]. Jest to proces
wolnorodnikowego utleniania nienasyconych kwasow ttuszczowych lub innych
lipiddbw, prowadzgcy do powstawania nadtlenkow tych zwigzkow.
Peroksydacja lipidow przebiega w trzech etapach: inicjacji, propagacji i

terminacji [15].

« Inicjacja: usuniecie atomu wodoru z czgsteczki wielonienasyconego
kwasu tluszczowego lub reszty kwasu ttuszczowego z fosfolipidu,
gtdbwnego sktadnika bton komdérkowych. Nienasycone kwasy ttuszczowe
w btonach sg szczegolnie podatne na atak wolnych rodnikéw.
Peroksydacje mogg inicjowac rodniki hydroksylowe (*OH), nadtlenkowe
(LOO*), alkoksylowe (LO*) lub alkilowe (L*), a takze ozon, tlenki azotu,
dwutlenek siarki i podchloryn.

« Propagacja: rodniki alkilowe reagujg z tlenem, tworzgc rodniki
nadtlenkowe (LOO*), ktére odrywajg atomy wodoru od innych
czgsteczek wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, powtarzajgc cykl
peroksydacji.

o Terminacja: zachodzg reakcje miedzy wolnymi rodnikami, tworzac
dimeryzowane produkty fosfolipidowe. Dalsze przemiany tych
produktéw prowadzg do rozpadu reszt wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych i powstawania fragmentow, w tym dialdehydu
malonowego (MDA) [16].

Podwyzszony poziom MDA w tkankach i osoczu wskazuje na zwiekszony
stres oksydacyjny i nasilenie proceséw peroksydacji lipidow. Aldehydy
powstate w tym procesie sg cytotoksyczne, mutagenne, mogg powodowac
pekniecia DNA i wpltywa¢ na integralnos¢ bton komorkowych, a takze
indukowac ekspresje COX-2 w makrofagach [17,18]. Wiekszos¢ MDA jest
zwigzana kowalencyjnie z biatkami, DNA i innymi biomolekutami, natomiast

czes¢ pozostaje wolna [18].
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Podczas gojenia ztaman wzRFTt poziomu MDA odzwierciedla nasilenie
stresu oksydacyjnego w fazie zapalnej i moze wskazywacC na potencjalne
zaburzenia w podzniejszych fazach regeneracji, wptywajgc na funkcje

osteoblastow i osteocytdw oraz sprzyjajgc osteoklastogenezie [14-18].

Pomiar MDA w osoczu cztowieka jest pRFTty i powtarzalny. Prawidiowe
stezenia mieszczg sie w zakresie 1,40-1,90 nmol/dl [19], a najczescigj
stosowang metodg jego oznaczania jest wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC) [20,21]. Monitorowanie MDA umozliwia ocene skutecznosci
terapii antyoksydacyjnej, wspomagajgcej regeneracje Kkosci i wczesne

wykrycie nieprawidtowosci w procesie gojenia ztaman [22].

U pacjentow ze ztamaniami kosci obserwuje sie istotny wzRFTt stezenia
MDA w surowicy i tkankach, szczegdlnie w fazie zapalnej, co odzwierciedla

nasilenie stresu oksydacyjnego i procesow peroksydacji lipidow [22].

2. 4-Hydroxynonenal (4-HNE)

4-Hydroksynonenal (4-HNE) jest jednym z gtéwnych toksycznych
produktow nieenzymatycznej peroksydacji lipidow, procesu autokatalitycznego
inicjowanego przez atak wolnych rodnikbw na wielonienasycone kwasy
ttuszczowe (PUFA) wystepujgce w dwuwarstwach lipidowych, zwtaszcza w
fosfolipidach btonowych [23,24]. 4-HNE powstaje w wyniku utleniania
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych n-6, takich jak kwas linolowy,
gamma-linolenowy, czy arachidonowy [23,24]. Jego wzor chemiczny to
HOCH,-CH=CH-(CH,),-CHO.

Pomimo wzglednej stabilnosci w poréwnaniu z wolnymi rodnikami,
struktura 4-HNE zawiera trzy grupy reaktywne: grupe hydroksylowg (-OH) przy
czwartym atomie wegla, grupe aldehydowg (-CHO) na koncu tancucha oraz
wigzanie podwdjne miedzy drugim a trzecim atomem wegla [23]. Te miejsca
reaktywne sprawiajg, ze 4-HNE tatwo reaguje z nukleofilowymi grupami

tiolowymi i aminowymi w biatkach, lipidach i DNA, tworzgc addukt Michaela lub
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zasady Schiffa [23,24]. Interakcje te mogg modyfikowaé aktywnosc¢ enzymaow i

prowadzi¢ do stresu karbonylowego [23-25].

W zaleznosci od stezenia, 4-HNE moze wptywac¢ na funkcje biologiczne
komérek, w tym stymulowac¢ lub hamowaé aktywnos$é kinazy biatkowej C
(PKC) oraz modulowac ekspresje gendw poprzez czynniki transkrypcyjne NF-
KB i AP-1 [25]. Istotng role odgrywa réwniez aktywacja czynnika Nrf2, ktéry
reguluje ekspresje genow zwigzanych z odpowiedzig antyoksydacyjng, w tym
oksygenazy hemowej 1 (HO-1), dehydrogenaz aldehydowych (ALDH),
transferazy S-glutationowej (GST), biatek opornosci wielolekowej (MRP), aldo-
ketoreduktaz (AKR), reduktazy chinonu NADPH 1 (NQO1) i ligazy

glutaminianowo-cysteinowej (GCL) [26].

Fizjologiczne poziomy 4-HNE sg istotne dla utrzymania homeostazy
komérkowej. Niskie stezenia (ponizej 5uM) stymulujg proliferacje komorek i
tagodng odpowiedz antyoksydacyjng, chronigc przed powazniejszymi
uszkodzeniami, takimi jak dziatanie czynnikow rakotwoérczych. Wyzsze
stezenia (20—-100uM) prowadzg do zatrzymania cyklu komorkowego, zaburzen

roznicowania i indukcji apoptozy [27].

W aspekcie gojenia ztaman kosci 4-HNE petni podwodjng role. W niskich
stezeniach moze wspiera¢ adaptacyjne procesy komoérkowe, natomiast
przewlekty i nadmierny stres oksydacyjny prowadzi do jego akumulacji, co
negatywnie wptywa na funkcje osteoblastow i komoérek macierzystych
mezenchymalnych. Podwyzszony poziom 4-HNE moze wydtuzaé faze zapalng
i hamowa¢ prawidiowe roznicowanie osteoblastow, prowadzgc do
opdznionego lub niepetnego gojenia kosci. Moze takze indukowacC apoptoze

komoérek, zaktdcajgc przebieg regeneracji po ztamaniu [23-27].

Monitorowanie stezenia 4-HNE umozliwia ocene poziomu stresu
oksydacyjnego na réznych etapach procesu gojenia oraz skutecznosci terapii

ukierunkowanych na jego redukcje, takich jak stosowanie przeciwutleniaczy.
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Sledzenie dynamicznych zmian tego aldehydu moze wspiera¢ wczesne

wykrywanie nieprawidtowosci i optymalizacje przebiegu leczenia. [23-27].

U chorych ze ztamaniami dochodzi do zwigkszenia stezenia 4-HNE w
miejscu uszkodzenia oraz w krgzeniu ogélnym, co koreluje z nasileniem stresu
oksydacyjnego i moze wptywacé na opdznienie procesow regeneracyjnych [23—
27].

3. F2-1zoprostany

F2-izoprostany zostaty odkryte w 1990 roku przez Morrowa i Robertsa [28].
Sg zwigzkami chemicznie podobnymi do prostaglandyny F2. Powstajg w
wyniku  niecyklooksygenazowej peroksydacji kwasu arachidonowego
wywotanej przez wolne rodniki, zachodzgcej w fosfolipidach i lipoproteinach.
[29]. Ze wzgledu na stabilnos¢, czutos¢ i specyficznos¢ wobec proceséw
peroksydacji lipidow, F2-izoprostany sg obecnie uznawane za jedne z
najbardziej wiarygodnych markeréw stresu oksydacyjnego [30]. Mogg byc
mierzone w 0soczu, moczu i ptynie moézgowo-rdzeniowym, co umozliwia ich

szerokie zastosowanie w badaniach klinicznych i eksperymentalnych.

F2-izoprostany poczatkowo tworzg sie w formie zestryfikowanej w
fosfolipidach, a nastepnie uwalniajg sie w postaci wolnej przez dziatanie
fosfolipaz. Powstawanie tych zwigzkéw obejmuje generacje trzech rodnikow
arachidonylowych, ktére ulegajg endocyklizacji, tworzgc cztery posrednie
regioizomery podobne do prostaglandyny H2, a nastepnie redukcji do czterech
regioizomerow pierscienia F. Kazdy regioizomer sktada sie z osmiu
racemicznych diastereocizomeréw, co daje fgcznie 64 mozliwe formy
izopRFTtanu F2 [31].

Podwyzszony poziom F2-izoprostanu moze wptywac¢ na funkcje komorek
kostnych. Nadmierny stres oksydacyjny i wysokie stezenia F2-izoprostanu
mogg hamowaé aktywnos$é osteoblastow, co prowadzi do spowolnienia

tworzenia nowej tkanki kostnej [31]. Z kolei RFT i F2-izoprostany moga
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zwieksza¢ aktywnos¢ osteoklastow, przyspieszajgc resorpcje kosci i
zaburzajgc rownowage miedzy tworzeniem a resorpcjg tkanki kostnej [31].
Ponadto F2-izoprostany modulujg odpowiedz zapalng, ktéra jest integralng
czescig gojenia kosci [31]. Umiarkowany stan zapalny sprzyja procesom
regeneracyjnym, podczas gdy przewlekty Ilub nadmierny stan zapalny,
powigzany z wysokim poziomem stresu oksydacyjnego, moze hamowacd i
op6zniaé naprawe kosci [31]. F2-izoprostany sg stabilnymi wskaznikami
peroksydacji lipidow i pozwalajg na ocene uszkodzenia bton komoérkowych
oraz komorek zaangazowanych w proces gojenia kosci. Ich poziomy sg
modulowane zaréwno przez endogenny status antyoksydacyjny (np. witamina
E, selen), jak i przez egzogenng suplementacje antyoksydacyjng. Pomiar F2-
izoprostanu metodg spektrometrii mas pozostaje metodg z wyboru ze wzgledu
na wysokg czutosC i swoistos¢, mimo ze jest kosztowna i czasochtonna.

Dokfadnos¢ tej metody w badaniach wynosi okoto 96%, a precyzja 6-5% [31].

Stezenie F2-izoprostandw jest podwyzszone w wielu chorobach
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, w tym w schorzeniach sercowo-
naczyniowych [32], neurodegeneracyjnych [33], w zespole kruchosci [34],
cukrzycy [35] oraz w SARS-CoV-2 [36]. Ich poziomy odzwierciedlajg zaréwno
nasilenie stresu oksydacyjnego, jak i skutecznos¢ wewngtrzkomoérkowych

mechanizmow antyoksydacyjnych, w tym systemu glutationowego.

Podsumowujgc, F2-izoprostany stanowig stabilny, specyficzny i czuty
marker stresu oksydacyjnego w kontekscie gojenia ztaman kosci. Ich
monitorowanie pozwala oceni¢ wptyw stresu oksydacyjnego na funkcje
osteoblastow i osteoklastéw oraz efektywnosc¢ interwencji antyoksydacyjnych,

co ma kluczowe znaczenie dla regeneracji tkanki kostnej [37].

U pacjentow ze ztamaniami kosci stwierdza sie podwyzszone stezenia F2-
izoprostandw, ktore odzwierciedlajg nasilenie peroksydac;ji lipiddw oraz mogg

korelowac z intensywnoscig odpowiedzi zapalnej i przebiegiem gojenia [37].

4. 8-OHdG
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Jednym z najlepiej poznanych markerow oksydacyjnych uszkodzen DNA
jest 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna (8-OHdG), powstajgca w wyniku reakcji
reaktywnych form tlenu z zasadg guaninowa. Ze wzgledu na niskg energie
jonizacji guanina jest szczegdlnie podatna na utlenianie, co sprawia, ze 8-
OHdG jest bardzo czutym wskaznikiem uszkodzen oksydacyjnych materiatu

genetycznego oraz nasilenia stresu oksydacyjnego w komaérkach [38].

Powstawanie 8-OHdG wigze sie z dziataniem rodnika hydroksylowego,
ktéry prowadzi do modyfikacji struktury DNA i moze skutkowacC btedami
replikacji, mutacjami punktowymi oraz zaburzeniami ekspresji genow.
Uszkodzona zasada jest usuwana w procesie naprawy przez wycinanie zasad,
a powstata 8-OHdG moze by¢ nastepnie oznaczana w surowicy krwi, moczu
lub tkankach, co umozliwia jej wykorzystanie jako biomarkera systemowego

stresu oksydacyjnego [39].

W tkance kostnej podwyzszone stezenie 8-OHdG wystepuje w stanach
nasilonego stresu oksydacyjnego, ktére towarzyszg procesom zapalnym oraz
zaburzeniom remodelingu kosci [40]. Uszkodzenia oksydacyjne DNA w
osteoblastach mogg prowadzi¢ do zahamowania proliferacji i réznicowania
tych komorek, natomiast w osteoklastach mogg modulowac ich aktywnosé¢
resorpcyjng. W rezultacie stres oksydacyjny DNA moze przyczynia¢ sie do
zaburzenia rownowagi pomiedzy procesami kosciotworzenia i resorpcji,

wptywajgc na jakos¢ regeneracji tkanki kostnej [40].

Ze wzgledu na stabilnos¢ chemiczng oraz mozliwos¢ oznaczania w
materiatach biologicznych, 8-OHdG uznawana jest za jeden z najbardziej
wiarygodnych wskaznikbw uszkodzen oksydacyjnych DNA i znajduje
zastosowanie w badaniach nad patogenezg choréb kosci oraz procesami

gojenia ztaman [40].

W przebiegu ztaman kosci obserwuje sie wzrost stezenia 8-OHAG w
surowicy i moczu, co wskazuje na zwiekszone uszkodzenia oksydacyjne DNA

oraz nasilenie stresu oksydacyjnego w komoérkach tkanki kostnej [40].
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PODSUMOWANIE

Stres oksydacyjny odgrywa istotng role w procesach naprawczych ztaman
tkanki kostnej, wptywajgc zaréwno na proliferacje i réznicowanie osteoblastow,
jak i aktywnosc¢ osteoklastéw oraz przebieg odpowiedzi zapalnej niezbednej
do regeneracji kosci. Nadmierne wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT)
prowadzi do uszkodzen biatek, lipidow i DNA, co moze zaburza¢ homeostaze
tkanki kostnej i opozniaC proces gojenia zitaman. W wiekszosci badan
obserwuje sie wzrost markerow stresu oksydacyjnego we wczesnych fazach
gojenia ztaman, z tendencjg do ich stopniowej normalizacji w miare postepu
regeneracji. W celu ograniczenia tych skutkbw organizm wykorzystuje
mechanizmy antyoksydacyjne, ktorych aktywnos¢ moze by¢ oceniana na

podstawie specyficznych markerdw stresu oksydacyjnego.

Produkty peroksydaciji lipidow, takie jak dialdehyd malonowy (MDA) oraz 4-
hydroksynonenal (4-HNE), odzwierciedlajg uszkodzenia oksydacyjne bton
komérkowych, wptywajgc na funkcjonowanie osteoblastow i osteoklastow oraz
modulujgc odpowiedz zapalng. F2-izoprostany, bedace stabilnymi produktami
nieenzymatycznej peroksydacji kwasu arachidonowego, stanowig czuty i
swoisty marker stresu oksydacyjnego wykorzystywany w badaniach
klinicznych i eksperymentalnych. Ich podwyzszone stezenie moze wptywac na
aktywnos¢ komorek tkanki kostnej oraz przebieg procesow zapalnych, co ma

bezposrednie znaczenie dla dynamiki gojenia ztaman.

Istotnym wskaznikiem oksydacyjnych uszkodzen materiatu genetycznego
jest 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna (8-OHdG), odzwierciedlajgca stopien
uszkodzen DNA indukowanych przez RFT. Zwiekszone stezenie tego markera
wigze sie z zaburzeniem proliferacji i réznicowania osteoblastow oraz zmiang
aktywnosci osteoklastow, co moze prowadzi¢ do nieprawidtowego przebiegu

remodelingu kostnego i pogorszenia jakosci regenerujgcej sie tkanki.
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Ocena markeréw peroksydaciji lipidéw oraz uszkodzen oksydacyjnych DNA
stanowi  zintegrowane narzedzie  monitorowania  nasilenia  stresu
oksydacyjnego w przebiegu gojenia ztaman. Ich oznaczanie umozliwia ocene
ryzyka uszkodzen komérkowych, prognozowanie przebiegu regeneracji tkanki
kostnej oraz planowanie strategii terapeutycznych, w tym interwencji
ukierunkowanych na przywrocenie rownowagi redoks i wspomaganie

procesow naprawczych kosci.
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WPROWADZENIE

Procesy zapalne jamy ustnej, przestrzeni okotoszczekowych oraz
miedzypowieziowych czesci twarzowej czaszki i struktur szyi stanowig
powazne wyzwanie diagnostyczno-terapeutyczne we wspotczesnej praktyce
lekarskiej [1,2]. Ztozona anatomia tej okolicy, bliskie sgsiedztwo kluczowych
struktur  naczyniowo-nerwowych oraz obecnos¢ licznych przestrzeni
powieziowych sprzyjajg szybkiemu szerzeniu sie zakazenia. Dodatkowo
nieswoisty obraz poczatkowych objawow klinicznych moze utrudniaé wczesne
rozpoznanie, co zwieksza ryzyko groznych powikfan ogolnoustrojowych [3, 4,
5].

Szczegolnie niebezpieczng postacig zakazenia jest ropowica regionu
twarzowo-szyjnego, uznawana za najciezszg i potencjalnie zagrazajgcg zyciu
forme ostrego, rozlanego, ropnego zapalenia tkanki tgcznej w tej okolicy.
Cechuje sie ona dynamicznym, gwattownym przebiegiem, brakiem wyraznego
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odgraniczenia oraz tendencja do szerzenia sie wzdtuz przestrzeni
powieziowych [3, 4, 5]. Stan ten wymaga pilnej i kompleksowej diagnostyki,
intensywnego leczenia ogolnoustrojowego oraz interwencji chirurgicznej.
Wczesne rozpoznanie i niezwtoczne wdrozenie witasciwego postepowania
terapeutycznego majq kluczowe znaczenie dla ograniczenia
rozprzestrzeniania sie procesu zapalnego, zapobiegania groznym powiktaniom

oraz poprawy rokowania pacjenta [1, 4, 5].

Ropowica tkanek czesci twarzowej czaszki moze wystepowaé zaréwno
u dzieci, jak i u dorostych [5-7]. Najczesciej rozwija sie u 0séb z zaburzeniami
odpornosci, (immunoniekompetentnych), wynikajgcymi, m.in. ze stosowania
lekéw immunosupresyjnych (np. po przeszczepach narzgddéw), dtugotrwatej
terapii kortykosteroidami lub cytostatykami, a takze w przebiegu zakazenia
wirusem HIV [8-11]. Do grupy podwyzszonego ryzyka nalezg réwniez pacjenci
w ztym stanie ogolnym, obcigzeni chorobami przewlektymi i metabolicznymi,
takimi jak cukrzyca, otyto$¢, zaburzenia krgzenia czy choroby nerek [2]. W
piSmiennictwie wskazuje sie takze na predylekcje wiekowg - czestsze
wystepowanie ropowicy obserwuje sie u dzieci oraz u oséb w podesztym
wieku [4, 5, 12]. U pacjentéw bez istotnych obcigzen ogdlnych ta postac
zapalenia rozwija sie najczesciej jako powikfanie niewtasciwie leczonego,
pierwotnie ograniczonego procesu ropnego [4].

Wyniki badan wskazujg, ze 90% zapalen tkanek w obrebie twarzy i
jamy ustnej ma podioze zebopochodne, a 2/3 z nich jest nastepstwem
martwicy i zgorzeli miazgi u osob ze zlym stanem higieny jamy ustnej, z
obecnoscig licznych ubytkow prochnicowych, korzeni zebow i zapaleniem
przyzebia [1, 2, 4, 5, 9]. Do najczestszych przyczyn niezebopochodnych
nalezg powiktania ropnych stanébw zapalnych gardta, migdatkéw
podniebiennych, zatok obocznych nosa, gruczotow slinowych, zapalen kosci,

ztaman zuchwy i ran postrzatowych [1, 2, 4, 5, 8-16].
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O rozwoju ropowicy decyduje nie tylko obnizona odpornos¢ organizmu,
obecnos¢ chordb wspotistniejgcych oraz zty stan higieny jamy ustnej, lecz
takze wysoka patogennos¢ i wirulencja drobnoustrojow. Proces zapalny
rozwija sie w sytuacji, gdy mechanizmy obronne gospodarza okazujg sie
niewystarczajgce do ograniczenia i zlokalizowania ogniska zakazenia, a
jednoczesnie dochodzi do dziatania drobnoustrojow o zwiekszonej zjadliwosci
[1, 4, 5].

Ropowica najczesciej ma etiologie mieszang i jest wywotywana przez
mikrobiote bakteryjng o charakterze polimikrobiologicznym. W jej patogenezie
uczestniczg przede wszystkim bakterie z grupy paciorkowcéw, gronkowcéw,
maczugowcoOw oraz pateczki tlenowe i beztlenowe; w niektérych przypadkach
wspotudziat mogg mie¢ réwniez grzyby. Ryzyko rozwoju ropowicy istotnie
wzrasta wraz z duzg liczebnoscig drobnoustrojow oraz ich wysokg
toksycznoscig. Produkowane przez nie enzymy i toksyny sprzyjajg lizie tkanek,
przetamywaniu barier anatomicznych oraz szybkiemu szerzeniu sie zakazenia

w obrebie przestrzeni powieziowych [1, 4, 5, 7].

W przebiegu ropowicy dochodzi do postepujgcego obumierania tkanek,
przede wszystkim powiezi, ktére ulegajg martwicy rozptywnej. Powstate w ten
sposob srodowisko sprzyja intensywnemu namnazaniu sie drobnoustrojow,
zwlaszcza bakterii beztlenowych, co dodatkowo nasila destrukcje tkanek i
szerzenie sie zakazenia [1, 4, 5].

We wczesnej fazie ropowicy, obejmujgcej pierwsze 48 godzin choroby,
nie stwierdza sie obecnosci ropy - dominuje obrzek tkanek. W obrazie
histologicznym widoczny jest nasilony naciek zapalny o charakterze
leukocytarnym oraz wysiek surowiczy, przenikajgcy pomiedzy witokna
miesniowe i elementy tkanki tgcznej, wsrdd ktorych obecne sg liczne kolonie
bakterii. Na tym etapie obserwuje sie niewielkg tendencje do tworzenia
ograniczonej jamy ropnia [5]. Miedzy 2. a 4. dobg choroby w przekroju

zajetych tkanek pojawiajg sie liczne drobne jamki wypetnione trescig ropna,
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ktora powstaje w nastepstwie nadkazenia wysieku surowiczego. W miare
postepu procesu zapalnego, w obrebie twardego nacieku tworzg sie ogniska
rozmiekania, jednak bez skfonnosci do zlewania sie w wieksze, wyraznie
odgraniczone jamy [5]. Po 3-4 dniach, w zaawansowanym stadium martwicy
tkanki tgcznej miedzypowieziowej i miedzymiesniowej, pojawia sie znaczna
ilo$¢ rzadkiego, cuchngcego wysieku ropnego o zabarwieniu szarozielonym,
zawierajgcego fragmenty martwiczo zmienionych tkanek oraz pecherzyki
gazu. Obserwuje sie charakterystyczny obraz tkanek -majg one barwe szarg,
sg kruche i ulegajg tatwemu rozwarstwieniu, co swiadczy o zaawansowanych

zmianach martwiczych [5].

Szerzeniu sie zakazenia w przebiegu ropowicy sprzyja brak wyraznego
ograniczenia przez pierscien witdknisty, charakterystyczny dla ropni [1, 4, 5].
Proces rozwija sie w tkance fgcznej oraz w przestrzeniach powieziowych i
miedzymiesniowych, ktore nie posiadajg wyraznych barier anatomicznych i
stanowig, tzw. ,drogi niskiego oporu”, umozliwiajgce tatwe rozprzestrzenianie
sie zakazenia. Anatomia i topografia struktur regionu jamy ustnej, czesci
twarzowej czaszki oraz szyi, w potgczeniu z bliskoscig naczyh krwionosnych i
nerwow, znaczgco wptywajg na sposob propagacji procesow zapalnych. W
efekcie zakazenie najczesciej szerzy sie przez ciggtos¢ tkanek (per
continuitatem), wybierajgc jednoczesnie droge najmniejszego oporu [4, 5, 10].

U osob z ostabiong odpornoscig - w wyniku immunosupresji, choréb
przewleklych czy zakazenia wirusem HIV - organizm nie jest w stanie
skutecznie ograniczy¢ ogniska zapalnego [2, 9]. Nieskuteczna odpowiedz
immunologiczna sprzyja szybkiemu namnazaniu sie drobnoustrojow oraz
postepujgcej destrukcji tkanek. Dodatkowo mikroorganizmy wywotujgce
ropowice wytwarzajg liczne toksyny i enzymy, takie jak hialuronidaza i
kolagenaza, ktére rozktadajg tkanke tgczng, oraz hemolizyny i leukocydyny,
niszczgce komorki odpornosciowe. Produkcja gazu i enzymdow martwiczych

sprzyja powstawaniu pustych przestrzeni w tkankach poprzez ich rozmiekanie
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I utatwia penetracje ropnego wysieku, co przyspiesza szerzenie sie zakazenia

[5].

OBRAZ KLINICZNY ORAZ WYBRANE WSKAZNIKI ROPOWICY
REGIONU GLOWY | SZYI

W przypadku ropowicy gtowy i szyi rozpoznanie ustala sie na podstawie
szczegotowo zebranego wywiadu lekarskiego (badania podmiotowego) oraz
doktadnego badania przedmiotowego, obejmujgcego ocene stanu ogodlnego,
badanie zewnatrzustne i zewnatrzustne [4, 5]. Istotng role odgrywajg réwniez
badania dodatkowe, w tym badania obrazowe - radiologiczne, ultrasonografia
(USG), tomografia komputerowa (CT), stozkowa tomografia komputerowa
(CBCT) oraz rezonans magnetyczny (MR) [4, 5, 8, 9]. Uzupetnieniem
diagnostyki sg badania laboratoryjne (biochemiczne), a takze proste zabiegi
chirurgiczne o charakterze diagnostycznym, umozliwiajgce pobranie materiatu
do badania mikrobiologicznego i histopatologicznego [4, 5, 17].

Kompleksowa ocena Kliniczna i laboratoryjna pozwala na potwierdzenie

rozpoznania oraz okreslenie rozlegtosci i dynamiki procesu zapalnego [ 4, 5].

W wywiadzie pacjenci z ropowicg zgtaszajg objawy ogodlnoustrojowe,
takie jak bodle i zawroty gtowy, podwyzszona temperatura ciata - niekiedy z
towarzyszgcymi dreszczami - zte samopoczucie, ogolne ostabienie, bdle
miesniowe, wzmozona meczliwos¢, uczucie rozbicia oraz apatia. Nasilenie
objawow ogolnych pozostaje zwykle w korelacji z rozlegtoscig oraz dynamikag
procesu zapalnego [1, 4-6, 13].

W obrazie klinicznym ropowicy dominujg dolegliwosci bdolowe o
charakterze miejscowym, ktérych etiologia moze by¢ zwigzana zarowno z
czynnikiem zebopochodnym, jak i niezebopochodnym [1, 4, 5]. Charakter oraz
dynamika poczatku choroby, manifestujgcej sie bdlem zeba, pozostajg

zréznicowane i zalezg od stanu klinicznego zeba oraz stopnia zaawansowania
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procesu zapalnego. Najczesciej zgtaszanym objawem jest silny, pulsujgcy bdl
o tendencji do promieniowania wzdtuz gatezi nerwu tréjdzielnego, zwykle
niepoddajgcy sie dziataniu standardowych lekéw przeciwbolowych.
Charakterystyczng cechg jest nasilona bolesnos¢ zeba podczas nagryzania
oraz przy palpacji, ktérej towarzyszy subiektywne odczucie jego ,wydtuzenia” i
.wysadzenia” z zebodotu, wynikajgce ze zmian zapalnych w obrebie tkanek
okotowierzchotkowych. Czesto obserwuje sie rowniez zwiekszong ruchomos¢
zeba [4, 5].

W przypadkach ropowicy w nastepstwie zapalenia kosci dolegliwosci
bolowe mogg obejmowaé catg grupe zebow w zajetym obszarze, czemu
towarzyszy ich wzmozona ruchomosc¢ oraz obecnos¢ patologicznej wydzieliny
w kieszonkach dzigstowych. W odniesieniu do zebow zuchwy mozliwe jest
wystepowanie parestezji w zakresie unerwienia nerwu zebodotowego dolnego
(objaw Vincenta), stanowigcej wyraz zajecia struktur nerwowych przez proces
zapalny [4, 5].

W czesci przypadkow poczgtkowe objawy kliniczne mogg by¢ zwigzane
z utrudnionym wyrzynaniem zebow lub stanami zapalnymi rozwijajgcymi sie
jako powiktanie po ekstrakcjach [4, 5].

Dolegliwosci bolowe moga by¢ rowniez nastepstwem
niezebopochodnych przyczyn procesu zapalnego, w tym infekcji gardta i
migdatkdw podniebiennych, zapalenia zatok przynosowych, drég fzowych i
woreczka fzowego oraz gruczotéw slinowych. Objawom tym towarzyszy
zazwyczaj stopniowo narastajgce wygorowanie zapalnie zmienionych tkanek,
zlokalizowane w obrebie jamy ustnej, twarzy lub szyi, stanowigce wyraz
szerzenia sie procesu zapalnego w przestrzeniach anatomicznych gtowy i szyi
[4-7].

Pacjenci zgtaszajg réwniez wystgpienie obrzeku zapalnego, ktéry moze
prowadzi¢ do zaburzen potykania w postaci dysfagii oraz boélu gardta
nasilajgcego sie podczas aktu potykania (odynofagii), co skutkuje trudnosciami
w przyjmowaniu pokarmdw, ograniczeniem podazy doustnej oraz utratg

apetytu. Bolesnosc¢ towarzyszgca potykaniu, obejmujgca niekiedy takze $line,
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moze manifestowac sie slinotokiem wynikajgcym z unikania aktu potykania [2,
4, 5, 13, 18]. Objawy te sg szczegdlnie nasilone w przebiegu ropowicy
Ludwiga, w ktorej proces zapalny obejmuje dno jamy ustnej, przestrzen
podjezykowg i podbrédkowg oraz obustronnie przestrzenie podzuchwowe i
przygardtowe, z tendencjg do szerzenia sie w kierunku gtebokich przestrzeni
szyi[4, 5, 8-11, 13, 18, 19].

Utrudnienia w spozywaniu pokarmow mogg by¢ ponadto zwigzane z
réznego stopnia ograniczeniem rozwierania szczek (szczekoscisk, trismus),
stanowigcym nastepstwo zajecia struktur miesniowych lub przestrzeni
powieziowych. W przypadkach wspofistniejgcego obrzeku jezyka pacjenci
zgtaszajg rowniez zaburzenia emisji gtosu oraz artykulacji, okreslane jako
mowa niewyrazna (,kluskowata”), wynikajgce z ograniczonej ruchomosci
narzadu mowy [2, 4, 5, 9, 10, 13, 18].

Pacjenci mogg réwniez zgtasza¢ trudnosci w oddychaniu, a w
zaawansowanych przypadkach - dusznos¢. Wystgpienie szczekoscisku,
narastajgcych zaburzen potykania oraz objawdéw niewydolnosci oddechowej
stanowi niekorzystny czynnik rokowniczy w przebiegu ropowicy i moze
Swiadczy¢ o szerzeniu sie procesu zapalnego do przestrzeni gtebokich szyi
[4, 5, 10, 13, 18, 19].

W przypadkach wspdétistniejgcego zapalenia zatok przynosowych
obserwuje sie wyciek patologicznej wydzieliny z przewoddw nosowych oraz jej

sptywanie po tylnej Scianie gardta [4, 5].

W badaniu przedmiotowym juz we wczesnym okresie choroby pacjent
moze pozostawaC w ciezkim stanie ogdlnym. Obserwuje sie znaczne
ostabienie, blado$¢ powtok skérnych, wzmozong potliwos¢ oraz zaostrzenie
ryséw twarzy. Wystepuje wysoka gorgczka, siegajgca lub przekraczajgca
40°C, czesto z towarzyszgcymi dreszczami. U czesci chorych mogg pojawiac

sie zaburzenia swiadomosci, bezsennos¢, tachykardia z obecnoscig tetna

165



nitkowatego i stabo wypetnionego, a takze utrata faknienia, niekiedy z
towarzyszgcg biegunkg i wymiotami [4, 5, 13, 18].

Zaburzenia oddychania, w tym dusznosc¢, stanowig szczegodlnie grozny
objaw i sg najczesciej obserwowane w przebiegu ropowicy Ludwiga. W tym
przypadku obrzek tkanek dna jamy ustnej powoduje przemieszczenie jezyka
ku gorze i ku tylowi, co prowadzi do zwezenia $wiatta gornych drog
oddechowych i utrudnienia swobodnego przeptywu powietrza. Pacjent
przyjmuje wowczas charakterystyczng pozycje z opuszczong gtowa, co
sprzyja przemieszczeniu jezyka ku przodowi i czesSciowej poprawie droznosci
drog oddechowych. W obrazie klinicznym mogg rowniez wystepowac
zaburzenia mowy wynikajgce z ograniczonej ruchomosci jezyka oraz obrzeku
tkanek miekkich [4, 5, 13, 18, 19].

W badaniu miejscowym, zewnagtrzustnym stwierdza sie rozlegty obrzek
tkanek miekkich, bedgcy nastepstwem rozlanego, nieostro odgraniczonego
nacieku zapalnego [4, 5, 9, 13, 18, 19]. W przypadku gtebokiej lokalizacji
procesu zapalnego skora nad zmiang moze pozostawacC niezmieniona.
Natomiast przy powierzchownym umiejscowieniu zapalenia obserwuje sie jej
zaczerwienienie, napiecie oraz wzmozone ucieplenie. Tkanki objete procesem
zapalnym wykazujg konsystencje elastyczng lub twardg i sg bolesne przy
badaniu palpacyjnym [4, 5, 13, 18]. W miare progresji choroby, niekiedy po
dtuzszym czasie trwania procesu zapalnego, w obrebie twardego nacieku
mogg formowacl sie ogniska rozmigekania oraz liczne zbiorniki ropne. W
przypadkach powierzchownego ich potozenia mozliwe jest stwierdzenie
objawu chetbotania, natomiast przy lokalizacji gtebokiej objaw ten moze by¢
niewyczuwalny przy palpacji [4, 5, 13]. Skéra wciaggnieta w proces zapalny
moze ulec martwicy i przebiciu, prowadzgc do wytworzenia czynnej przetoki
zewnetrznej. Regionalne wezly chionne, ze wzgledu na znaczny obrzek i

naciek tkanek, czesto pozostajg niedostepne w badaniu palpacyjnym [4, 5].
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W badaniu przedmiotowym wewnagtrzustnym stwierdza sie zmiany
odpowiadajgce  etiologii procesu zapalnego, zaréwno o podfozu
zebopochodnym, jak i niezebopochodnym, obejmujgce struktury jamy ustnej,
gardfa lub krtani [4-6, 8, 12, 13, 16, 18]. Obraz kliniczny zalezy od pierwotnego
ogniska zakazenia oraz miejsca szerzenia sie procesu zapalnego
prowadzgcego do rozwoju ropowicy. Do obrazu miejscowego dotgczajg
objawy charakterystyczne dla lokalizacji nacieku zapalnego [3-5]. Moze
wystepowacC szczekoscisk o roznym nasileniu, utrudniajgcy, a niekiedy
uniemozliwiajgcy przeprowadzenie petnego badania jamy ustnej. W niektorych
przypadkach obserwuje sie Slinotok oraz obecnosé¢ nieprzyjemnego zapachu z
ust (fetor ex ore), bedgcego nastepstwem toczgcego sie procesu ropnego i
rozpadu tkanek [4-5].

W przypadku ropowicy o etiologii zebopochodnej wykonywane sg

zdjecia radiologiczne wewnatrzustne, pantomogramy (OPG), czy tomografia

komputerowa stozkowa (CBCT) Ryc.1.

Rycina 1. Badanie OPG pacjenta ze zmianami okotowierzchotowymi przy zebie 46
(Materiaty wtasne - Klinika Chirurgii Szczekowo-Twarzowej i Plastycznej UMB).
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Badania te umozliwiajg catosciowg ocene uzebienia oraz struktur
kostnych szczeki i zuchwy [5, 17]. Obraz radiologiczny pozwala uwidocznic
przyczyny zebopochodne ropowicy, w tym m.in. zapalenia ozebnej, zmiany
zapalne wokot zebow zatrzymanych, pozostawione korzenie, powiktania po
leczeniu endodontycznym lub implantologicznym, obecnos¢ torbieli
zebopochodnych, a takze stany zapalne tkanki kostnej w obrebie szczeki i
zuchwy [5].

W diagnostyce obrazowej ropowicy badaniem o najwiekszej wartosci
jest tomografia komputerowa czesci twarzowej czaszki i szyi z podaniem
kontrastu, umozliwiajgca precyzyjng ocene przestrzeni okotoszczekowych

oraz miedzypowieziowych szyi [4, 5, 10, 17] Ryc.2.

Rycina 2. Skany tomografii komputerowej (CT) - ropowica twarzy po stronie lewej (Materiaty
wiasne - Klinika Chirurgii Szczekowo-Twarzowej i Plastycznej UMB).

Dos¢ powszechnie stosowang, tatwo dostepng metodg stuzaca
okresleniu lokalizacji oraz réznicowaniu zbiornikdw ropnych powierzchownych
i gtebokich, oceny patologii tkanek migkkich, weztow chtonnych, gruczotéw
Slinowych jest ultrasonografia. Jej zastosowanie jest jednak ograniczone,
zwlaszcza w ocenie trudno dostepnych przestrzeni przygardtowych i

zagardtowej oraz przy podejrzeniu ropowicy srodpiersia [4, 5, 7, 17].
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W przypadku koniecznosci oceny i monitorowania szerzenia sie procesu
zapalnego w kierunku podstawy czaszki lub ku dotowi, w strone Klatki
piersiowej z tworzeniem ropni opadowych (abscessus descendens), badaniem
z wyboru pozostaje tomografia komputerowa lub rezonans magnetyczny,
pozwalajgce na doktadng wizualizacje struktur gtebokich i oceny ryzyka
powiktan [4, 5, 7, 16, 17].

Badania obrazowe umozliwiajg precyzyjng ocene przyczyn i rodzaju
patologii tkanek miekkich oraz struktury kostnej w przebiegu ropowicy w
obrebie gtowy i szyi. Pozwalajg na okreslenie lokalizacji zbiornikdw tresci
ropnej, w tym w gteboko potozonych i trudnych diagnostycznie przestrzeniach
miedzypowieziowych gtowy i szyi, w oczodole, zatokach przynosowych oraz w
obrebie czaszki. Ponadto umozliwiajg ocene droznosci drég oddechowych
oraz mapowanie miejscowych i ogdlnych drég szerzenia sie procesu
zapalnego, obejmujgcych gtowe i szyje, mdzgoczaszke, srodpiersie, klatke

piersiowg oraz jame brzuszng [4, 5, 7, 17, 19].

Markery biochemiczne stanowig istotne narzedzie w diagnostyce
procesow zapalnych o charakterze ostrym i przewlektym, zaréwno o lokalnym,
jak i uogodlnionym przebiegu [1]. Umozliwiajg one kompleksowg ocene stanu
klinicznego pacjenta, monitorowanie skutecznosci wdrozonego leczenia oraz
kontrole dynamiki szerzenia sie zakazenia. Ponadto parametry biochemiczne
moga petni¢ funkcje wskaznikdw prognostycznych, pozwalajgcych na wczesng
identyfikacje pacjentow obcigzonych zwiekszonym ryzykiem rozwoju powikfan,
takich jak sepsa, wstrzgs septyczny czy niewydolnos¢ wielonarzagdowa [1, 5,
8, 19].

W przebiegu ostrego stanu zapalnego, zwtaszcza o etiologii bakteryjnej,
obserwuje sie charakterystyczne zmiany w parametrach laboratoryjnych

odzwierciedlajgcych odpowiedz ostrej fazy organizmu [1, 5].
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Biatko C-reaktywne (CRP) - jest biatkiem ostrej fazy, ktérego stezenie w
surowicy istotnie wzrasta w odpowiedzi na toczacy sie proces zapalny, czesto
wielokrotnie przekraczajgc wartosci referencyjne [1, 5, 20-22]. Zwiekszenie
jego poziomu nastepuje szybko, zwykle w ciggu 6-8 godzin od inicjacji reakcji
zapalnej i wykazuje dodatnig korelacje z nasileniem odpowiedzi zapalnej
organizmu. Dynamika narastania CRP w poczatkowej fazie zapalenia jest
wysoka i moze wyprzedzac¢ wystgpienie innych objawow klinicznych, takich jak
gorgczka. Maksymalne stezenie osiggane jest zazwyczaj po 24-48 godzinach.
Wartosci przekraczajgce 10 mg/L sugerujg obecnos$¢ istotnego procesu
zapalnego, najczesciej o etiologii infekcyjnej. W przebiegu ciezkich zakazen, w
tym ropowic gtowy i szyi, stezenie CRP moze osigga¢ wartosci trzycyfrowe,
przekraczajgce 150-200 mg/L. CRP jest markerem o wysokiej czutosci, jednak
niskiej swoistosci, co ogranicza jego przydatnos¢ w rdéznicowaniu etiologii

stanu zapalnego [1, 2, 5, 16, 20-22].

Odczyn Biernackiego (OB, ESR-erythrocyte sedimentation rate), jest
nieswoistym wskaznikiem stanu zapalnego, ktérego warto$¢ wzrasta w
nastepstwie zwiekszonego stezenia biatek ostrej fazy w osoczu, zwlaszcza
fibrynogenu [1, 23, 24]. Zmiany w skfadzie biatkowym osocza prowadzg do
agregacji erytrocytow oraz przyspieszenia ich opadania, co klinicznie
manifestuje sie podwyzszonym odczynem Biernackiego [23, 24].
Podwyzszone wartosci OB mogg s$wiadczyé o obecnosci oraz progresji
procesu zapalnego, w tym infekcji, a takze o nieskutecznosci wdrozonej
terapii. Parametr ten znajduje zastosowanie w monitorowaniu przebiegu
choroby i ocenie odpowiedzi na leczenie. Dynamika wzrostu OB jest
wolniejsza w poroéwnaniu z innymi markerami zapalnymi, zwtaszcza CRP
zwiekszenie wartosci obserwuje sie zazwyczaj po 24-48 godzinach od
poczgtku procesu zapalnego. Ponadto OB moze utrzymywaé sie na
podwyzszonym poziomie przez dluzszy czas po ustgpieniu ostrej fazy
zapalenia [1, 23, 24].
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Leukocytoza (1 White Blood Cells), definiowana jest jako zwigkszenie liczby
leukocytow we krwi obwodowej powyzej 11 000/ul [1, 20]. Najczesciej
towarzyszy jej przewaga granulocytdow obojetnochtonnych (neutrofilia), co jest
charakterystyczne dla zakazen o etiologii bakteryjnej. W badaniu rozmazu krwi
obwodowej moze by¢ obserwowane tzw. ,przesuniecie w lewo”, polegajgce na
obecnosci niedojrzatych form ukfadu granulocytarnego, takich jak
metamielocyty, mielocyty czy promielocyty. Zjawisko to odzwierciedla
wzmozong aktywnosc¢ proliferacyjng szpiku kostnego w odpowiedzi na bodziec
zapalny. W przebiegu ciezkich zakazen liczba leukocytéw czesto przekracza
15-20 tys./ul, co swiadczy o nasilonej odpowiedzi zapalnej organizmu. Nalezy
jednak podkresli¢, ze w stanach skrajnie ciezkich, zwtaszcza w przebiegu
sepsy, moze wystgpi¢ leukopenia, stanowigca niekorzystny czynnik
rokowniczy [1, 16, 20].

Prokalcytonina (PCT), w przebiegu uogolnionej odpowiedzi zapalnej
syntetyzowana jest, m.in. przez monocyty, granulocyty oraz limfocyty.
Zwiekszenie jej stezenia obserwuje sie juz we wczesnych godzinach
rozwijajgcej sie infekcji bakteryjnej, a wartosci = 0,5 ng/ml sugerujg obecnosc¢
ciezkiego zakazenia bakteryjnego [1, 22, 25, 26]. PCT wykazuje wigkszg
swoistos¢ w diagnostyce zakazeh bakteryjnych niz CRP, poniewaz jej synteza
indukowana jest bezposrednio przez produkty pochodzenia bakteryjnego, w
tym endotoksyny, oraz mediatory odpowiedzi zapalnej. W zwigzku z tym
podwyzszone stezenie PCT przemawia za bakteryjng etiologig procesu
chorobowego. W przeciwienstwie do zakazen bakteryjnych, w przebiegu
infekcji wirusowych, choréb autoimmunologicznych, urazéw czy po zabiegach
operacyjnych wzrost stezenia PCT jest zazwyczaj nieznaczny lub nieobecny,
co zwieksza jej wartos¢ w diagnostyce roznicowej ciezkich zakazen [1, 22, 25].
Prokalcytonina stanowi wczesny marker uogdlniania sie procesu zapalnego i
moze poprzedzaC wystgpienie objawow klinicznych. Jej stezenie wykazuje
dodatnig korelacje z nasileniem reakcji zapalnej oraz stopniem rozsiewu

zakazenia. Wartosci PCT przekraczajgce 2 ng/ml wskazujg na wysokie
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prawdopodobienstwo sepsy lub uogolnionej odpowiedzi zapalnej o etiologii
bakteryjnej. W przebiegu ciezkich zakazen bakteryjnych, w tym sepsy i
wstrzgsu septycznego, stezenie prokalcytoniny moze wzrasta¢ nawet kilkuset-
lub tysigckrotnie w stosunku do wartosci referencyjnych. Ze wzgledu na
wysokg czuto$¢ i swoisto$¢ diagnostyczng PCT stanowi jeden z kluczowych
markerow laboratoryjnych w rozpoznawaniu sepsy i monitorowaniu jej
przebiegu [1, 25, 26].

Monitorowanie poziomu PCT znajduje istotne zastosowanie w ocenie
skutecznosci terapii przeciwbakteryjnej. Szybkie obnizanie sie jej stezenia po
wdrozeniu leczenia, mozliwe do zaobserwowania juz po 24 godzinach,
Swiadczy o korzystnej odpowiedzi klinicznej i potwierdza efektywnosc

zastosowanej terapii [1, 25, 26].

W przebiegu ropowicy, zwtaszcza w sytuacji uogolniania sie zakazenia i
rozwoju sepsy, obserwuje sie wzrost stezen dodatkowych markerow
laboratoryjnych, takich jak mleczany, presepsyna, pentraksyna, czy fibrynogen
[1, 20, 27-30]. Rownoczesnie mogg wystepowacC zaburzenia gospodarki
elektrolitowej, nieprawidtowosci w badaniu gazometrii krwi oraz odchylenia w
parametrach uktadu krzepniecia, zmiany w proteinogramie (obnizenie poziomu
biatka) oraz pojawienie sie biatka w moczu, odzwierciedlajgce postepujgca
dysfunkcje narzadowg i aktywacje ogodlnoustrojowej odpowiedzi zapalnej [1,
5]. Parametry te majg znaczenie nie tylko diagnostyczne, lecz rowniez
prognostyczne i rokownicze, umozliwiajgc wczesng identyfikacje pacjentow z
grupy podwyzszonego ryzyka ciezkiego przebiegu zakazenia. Kompleksowa,
taczna analiza wskaznikdw zapalnych, metabolicznych i koagulologicznych
pozwala na ocene stopnia nasilenia procesu zapalnego, monitorowanie

dynamiki choroby oraz ocene skutecznosci wdrozonego leczenia [1, 5].

Chirurgiczne zabiegi diagnostyczno-lecznicze umozliwiajg pobranie
materialu do badan bakteriologicznych w celu wykonania posiewu i

antybiogramu, a takze do badan cytologicznych lub histopatologicznych [4, 5].
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W  przypadku ropowicy standardowym postepowaniem diagnostyczno-
terapeutycznym jest szerokie naciecie skoéry i tkanki podskérnej wraz z
rozwarstwieniem tkanek potozonych gtebiej oraz rewizjg przylegajgcych
przestrzeni miedzypowieziowych. Zabieg ten umozliwia odbarczenie ogniska
zapalnego poprzez ewakuacje wydzieliny, co prowadzi do ztagodzenia
dolegliwosci bélowych oraz uzyskania materiatu pozwalajgcego na ustalenie
wstepnego rozpoznania. Pobranie tresci ropnej daje jednoczesnie mozliwosc¢

przeprowadzenia petnej diagnostyki bakteriologicznej [4, 5, 19].

W przebiegu ropowicy gtowy i szyi badania mikrobiologiczne najczesciej
wykazujg obecnos¢ mieszanej mikrobioty bakteryjnej, obejmujgcej zaréwno
drobnoustroje tlenowe, jak i beztlenowe [5, 7, 13]. W celu precyzyjnej oceny
etiologii zakazenia przeprowadza sie badanie mikrobiologiczne materiatu
klinicznego z wykorzystaniem metod hodowlanych (posiewu), umozliwiajgcych
identyfikacje patogenéw odpowiedzialnych za rozwdj procesu zapalnego.

Najczesciej izolowanymi drobnoustrojami sa:
bakterie tlenowe lub wzglednie beztlenowe:

e Streptococcus spp., gtdbwnie paciorkowce grupy A (Streptococcus
pyogenes, Streptococcus haemolyticus) i grupy viridans (Streptococcus
viridans), grupy F, czasem C/G (Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus);

e Staphylococcus aureus (w tym MRSA w niektérych przypadkach);

e Pseudomonas aeruginosa;

e Moraxella catarrhlis;

e Haemophilus spp. (rzadziej, gtownie przy infekcjach zatok obocznych
nosa); Enterobacteriaceae (np. Escherichia coli, Klebsiella) - w ciezkich
postaciach zakazen [5, 7, 11, 13, 19].

bakterie beztlenowe (dominujgce w ropowicach zebopochodnych):
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e Bacteroides spp. (np. Bacteroides fragilis),

e Prevotella spp. (np. Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica,
Prevotella denticola),

e Fusobacterium spp. (np. Fusobacterium nucleatum),

o Peptostreptococcus spp.,

e \Veillonella spp. (Veillonella parvula),

e Porphynomonas spp. [5, 7, 8, 13, 19].

Badania mikrobiologiczne obejmujg rowniez wykonanie antybiogramu,
ktory ocenia wrazliwos¢ patogendw na poszczegdlne antybiotyki i umozliwia
dobor terapii celowanej. W ramach badan okresla sie rowniez MBC (minimal
bactericidal concentration) - najmniejsze stezenie bakteriobdjcze, ktore
wskazuje aktywnos¢ bakteriobojczg antybiotyku, tj. najnizsze stezenie
konieczne do zabicia okreslonej populacji bakterii danego gatunku [5].
Oznacza sie takze MIC (minimal inhibitory concentration) - najmniejsze
stezenie hamujgce, bedace miarg aktywnosci bakteriostatycznej antybiotyku,
czyli najnizsze stezenie niezbedne do zahamowania wzrostu i wstrzymania
proceséw zyciowych hodowli bakteryjnej [5].

W leczeniu empirycznym, wdrazanym przed uzyskaniem wynikow
badania mikrobiologicznego i antybiogramu, stosuje sie antybiotyki o szerokim
spektrum dziatania, przede wszystkim penicyliny, dodatkowo w skojarzeniu z
inhibitorami  B-laktamaz, oraz cefalosporyny Il i Ill generacji, a takze
metronidazol - szczegdlnie w celu zapewnienia skutecznosci wobec bakterii
beztlenowych. W uzasadnionych przypadkach zastosowanie znajduje réwniez
piperacylina z tazobaktamem. Po uzyskaniu wyniku antybiogramu terapie
nalezy zmodyfikowaé do postaci leczenia celowanego, dostosowanego do

zidentyfikowanego patogenu oraz jego wrazliwosci na antybiotyki [5].

POWIKLANIA

Ropowica regionu gtowy i szyi, w przypadku niewtasciwego Ilub

opoznionego leczenia, moze prowadzi¢ do szeregu ciezkich powiktan zarowno
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miejscowych, jak i ogolnoustrojowych [4, 5, 13]. Do Kklinicznych objawéw
alarmowych, wskazujgcych na ciezki lub szybko postepujgcy proces zapalny
oraz zwiekszone ryzyko uogoélnienia infekcji i powiktan zagrazajgcych zyciu,
naleza: silny, narastajgcy bdl tkanek miekkich twarzy, szyi lub jamy ustnej;
trudnosci w przetykaniu (dysfagia); postepujgcy szczekoscisk; zaburzenia
gtosu i chrypka; trudnosci w oddychaniu oraz dusznos¢. Jednym z najbardziej
bezposrednich zagrozen jest niedroznos¢ drég oddechowych (obturatio
respiratoria), wynikajgca z obrzeku tkanek dna jamy ustnej oraz przestrzeni
podjezykowej i podzuchwowej, a takze z przemieszczenia jezyka ku gorze [4,
5, 13].

Powiktania oczodotowe obejmujg zapalenie tkanek oczodotu (cellulitis
orbitae), ropien oczodotu (abscessus orbitae) oraz ropowice oczodotu
(phlegmone orbitae), prowadzgce do bdlu, obrzeku, ograniczenia ruchomosci
gatki ocznej, zaburzen widzenia, a w skrajnych przypadkach utraty funkc;ji

narzgdu wzroku [4, 5] Ryc.3.

Rycina 3. Ropowica oczodotu (Materiaty wtasne - Klinika Chirurgii Szczekowo-Twarzowej i
Plastycznej UMB).

Moze rowniez dojs¢ do zakrzepowego zapalenia zyt twarzy

(thrombophlebitis), co sprzyja rozprzestrzenianiu sie infekcji do struktur
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wewnatrzczaszkowych [4, 5]. Powiktania wewnatrzczaszkowe obejmujg
zakrzepowe zapalenie zatoki jamistej (thrombosis sinus cavernosi), ropne
zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych (meningitis purulenta), ropne zapalenie
mozgu (encephalitis purulenta) oraz ropnie mézgu (abscessus cerebri), ktore
niosg ze sobg wysokie ryzyko trwatego uszczerbku neurologicznego lub
zgonu. W niektérych przypadkach obserwuje sie rowniez zapalenie nerwow
czaszkowych, takich jak nerw wzrokowy, podoczodotowy czy zebodotowy
dolny [4, 5].

Infekcja moze rozprzestrzeniaC sie w kierunku srodpiersia, prowadzagc
do zapalenia $rddpiersia (mediastinitis), a takze do ptuc (pneumonia) i
osierdzia (pericarditis), w tym z wytworzeniem ropniaka osierdzia
(pyopericardium) [4-6, 9, 13, 19] Ryc.4.

Kl piersiowa
Tk miekka FC18 CE

Rycina 4. Badanie CT - Ropowica srodpiersia (Materialy wtasne - Klinika Chirurgii
Szczekowo-Twarzowej i Plastycznej UMB).

Powiktania odlegte obejmujg ropnie przerzutowe (abscessus
metastaticus) w narzgdach takich jak ptuca, miesien sercowy, watroba, nerki
czy kosci [4, 5].
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Pojawienie sie objawow ogolnoustrojowych, takich jak gorgczka,
dreszcze i tachykardia, a takze objawdw neurologicznych, w tym zaburzen
Swiadomosci, sennosci i bodlu gtowy, moze wskazywaC na rozwodj sepsy
(sepsis) lub zajecia przestrzeni wewngtrzczaszkowej. Nagte pogorszenie
stanu ogolnego, objawiajgce sie spadkiem cisnienia tetniczego, sinicg i
przyspieszeniem oddechu, moze sygnalizowaé wstrzgs septyczny (shock
septicus), stanowigcy bezposrednie zagrozenie zycia pacjenta [4, 5, 8, 19].
Wystgpienie tych objawdéw wymaga natychmiastowej interwencji medycznej,
obejmujgcej rozszerzong diagnostyke, modyfikacje terapii przeciwbakteryjne;j,
leczenie chirurgiczne oraz wdrozenie postepowania wspomagajgcego funkcje

zyciowe [4, 5].

PODSUMOWANIE

Wczesna diagnostyka ropowicy gtowy i szyi ma kluczowe znaczenie ze
wzgledu na jej dynamiczny przebieg oraz sktonnos¢ do szybkiego szerzenia
sie wzdtuz przestrzeni powieziowych. Brak wyraznych barier anatomicznych
sprzyja rozprzestrzenianiu sie zakazenia na sgsiednie okolice anatomiczne, co
moze prowadzi¢ do zajecia gtebokich przestrzeni szyi, srodpiersia, a nawet
rozwoju uogolnionej reakcji zapalnej i sepsy [1, 4, 5]. Opdznienie rozpoznania
zwieksza ryzyko ciezkich powiktan, takich jak niedroznos¢ drog oddechowych,
zakrzepica naczyn zylnych, zapalenie srodpiersia czy wstrzgs septyczny [1, 4,
5]. Ponadto zaawansowany proces zapalny wigze sie z rozlegtg martwicg
tkanek, koniecznoscig szerokich interwenciji chirurgicznych oraz dtuzszg
hospitalizacjg. Wczesne rozpoznanie umozliwia szybkie wdrozenie celowanej
antybiotykoterapii, odpowiedniego leczenia chirurgicznego oraz intensywnego
nadzoru ogdlnoustrojowego. Pozwala to ograniczy¢ rozlegtos¢ zmian,
zmniejszy¢ ryzyko powiktan oraz istotnie poprawi¢ rokowanie pacjenta [1, 4-6,
12, 13].
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