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Streszczenie

Abstract

Do podstawowych probleméw, z jakimi najczesciej stykaja si¢ w swojej praktyce pediatrzy i gastroenterolodzy dzieciecy, naleza
zaburzenia czynno$ciowe przewodu pokarmowego. Jest to grupa przewleklych i/lub nawracajacych schorzen wywotanych
dowolng kombinacjg zaburzen motoryki i nadwrazliwosci trzewnej z nieprawidlowym przetwarzaniem bodzcéw w o$rodkowym
uktadzie nerwowym, objawiajaca sie miedzy innymi bélami brzucha, nudno$ciami i wymiotami badz zaburzeniami defekacji.
Wymienionych symptoméw nie mozna przypisa¢ innemu stanowi klinicznemu, pomimo przeprowadzenia odpowiedniej
diagnostyki. Etiologia czynno$ciowych zaburzen przewodu pokarmowego jest wieloczynnikowa. W ostatnim czasie bada sie role
patogenetyczng mikrobioty jelitowej jako waznego czynnika $rodowiskowego. W artykule oméwiono najnowsze dane dotyczace
sktadu mikrobiomu (zespolu genéw mikrobioty) przewodu pokarmowego cztowieka oraz scharakteryzowano metody
wykorzystywane w celu jego szczegélowego okreslenia. Obecnie najwieksza wartos¢ diagnostyczng maja techniki biologii
molekularnej, oparte na sekwencjonowaniu materiatu genetycznego, ktére ze wzgledu na wyjatkowa skuteczno$¢ wypieraja
klasyczne badania mikrobiologiczne. Ponadto w publikacji przedstawiono czynniki odgrywajace role w ksztattowaniu sktadu
mikrobiomu przewodu pokarmowego, do ktdrych zaliczajg si¢ miedzy innymi droga porodu, sposob karmienia w okresie
niemowlecym, dieta w dalszych latach zycia, miejsce zamieszkania, aktywnos¢ fizyczna czy przyjmowanie antybiotykow.
Dotychczasowe badania wykazaly, ze dysbioza stanowi jeden z czynnikéw patogenetycznych wielu chordb, w tym zespotu jelita
drazliwego. Proby modyfikacji sktadu mikrobiomu, m.in. przez przyjmowanie probiotykéw, powinny sie wiec wigzac z konkretng
pomoca dla pacjentéw z czynnoéciowymi zaburzeniami przewodu pokarmowego.

Stowa kluczowe: mikrobiom, dysbioza, béle brzucha, zespét jelita drazliwego (IBS)

The most common problems that paediatricians and paediatric gastroenterologists encounter in their practice include functional
gastrointestinal disorders. These are a group of chronic and/or recurrent conditions caused by any combination of gastrointestinal
motility disturbances and visceral hypersensitivity with abnormal processing of stimuli in the central nervous system which
manifest with abdominal pain, nausea and vomiting or disorders of defecation, among other problems. The symptoms cannot
be assigned to any other clinical condition despite proper diagnostic investigation. The aetiology of functional gastrointestinal
disorders is multifactorial. Recently, the role of the intestinal microbiota as an important environmental factor in the pathogenesis
of such disorders has been investigated. In this article, the latest data regarding the composition of the microbiome (a collection
of microbiota genes) of the human gastrointestinal tract are discussed and the methods used to determine it in detail are
described. Currently, molecular biology techniques have the highest diagnostic value, which are based on genetic material
sequencing. Due to their extraordinary efficacy, they are superseding classic microbiological tests. In addition, the publication
presents factors which affect the composition of the gastrointestinal microbiome. These include, for example, mode of birth,
method of infant feeding, diet at later stages of life, place of residence, physical activity and antibiotics intake. The research to
date demonstrated that dysbiosis is one of the factors contributing to the pathogenesis of many diseases, including irritable bowel
syndrome. Attempts at modifying the composition of the microbiome by, for example, the administration of probiotics, should
therefore have a distinctly positive effect on patients with functional gastrointestinal disorders.
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WSTEP

Zaburzenia czynnosciowe przewodu pokarmowego
(CZPP) to grupa przewleklych i/lub nawracajacych
schorzen wywolanych dowolng kombinacjg zaburzen
motoryki i nadwrazliwosci trzewnej z nieprawidtowym prze-
twarzaniem bodzcow w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Uwaza sie, Ze na poziomie obwodowym (jelitowym) punktem
wyjécia nadreaktywnosci i nadwrazliwosci trzewnej jest nie-
prawidtowa funkcja blony sluzowej i ukladu immunologicz-
nego przewodu pokarmowego (gut-associated lymphoid tissue,
GALT). Do potencjalnych czynnikéw etiologicznych zaburzen
czynnos$ciowych przewodu pokarmowego zalicza si¢ infekcje
zotadkowo-jelitowe, oddzialywanie réznych srédbtonkowych
czynnikéw draznigcych (w tym dietetycznych - alergia, nie-
tolerancje pokarmowe, leki, zanieczyszczenia $rodowiskowe),
zmiany mikrobioty jelitowej, a takze uwarunkowania gene-
tyczne. Poprzez aktywacje jelitowego ukladu immunologicz-
nego dochodzi do lokalnego zapalenia blony sluzowej, uwal-
niania réznych neurotransmiterdw i ekspresji klinicznej pod
postacig takich objawow, jak bdle brzucha/dyskomfort w ja-
mie brzusznej, nudno$ci/wymioty oraz zaburzenia defekacji.
W toku diagnostyki roznicowej nie stwierdza sie nieprawidto-
wosci strukturalnych, zapalnych, metabolicznych ani zmian
nowotworowych. Wsréd potencjalnych czynnikéw etiolo-
gicznych zaburzen czynnosciowych przewodu pokarmowego
szczegolne zainteresowanie wzbudza obecnie dysbioza prze-
wodu pokarmowego, czyli zachwianie réwnowagi jakociowo-
-ilosciowej mikrobioty jelitowej™.

MIKROBIOTA | MIKROBIOM

Jako mikrobiote okresla sie zespot mikroorganizmow (bakte-
rii, grzybow, wirusow i archeonéw, czyli jednokomorkowcow)
zasiedlajacych dane srodowisko. Organizmy te nie sg przypad-
kowo rozproszone, lecz zlokalizowane w okreslonych kom-
partmentach (miejscach). Najliczniej zasiedlony jest przewdd
pokarmowy, a spoérod jego czesci - jelito grube. Szacuje sie,
ze liczba komorek mikrobioty jelitowej jest porownywalna do
liczby wszystkich komorek czlowieka, a jej masa wynosi okoto
1,5-2 kg®. Najczestsze mikroorganizmy jelitowe pochodza
z grup Firmicutes (np. Clostridium, Ruminococcus, Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus genera), Bacteroidetes (np.
Bacteroides i Prevotella), Acinobacteria (np. Bifidobacterium)
i Proteobacteria (np. Escherichia coli) (tab. 1).

Terminem ,,mikrobiom”, ktory zaproponowat w 2001 roku
Joshua Lederberg, okreslamy natomiast genom, czyli zespot
genow mikrobioty, zakodowany w DNA lub RNA. Postep
wiedzy medycznej sprawil, ze diagnostyka mikrobiologiczna
wspolczesnie nie opiera si¢ juz wylgcznie na hodowli i meto-
dach serologicznych, ktére umozliwiajg zidentyfikowanie je-
dynie niewielkiej czesci gatunkéw bakterii.

Obecnie w diagnostyce mikrobiomu wykorzystywane sg roz-
ne metody biologii molekularnej, ktére - stale udoskonalane —
stajg sie coraz dostepniejsze w praktyce klinicznej. Opierajg sie
one gtéwnie na pordwnywaniu wysekwencjonowanych genow
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Czesc przewodu . ‘o
pokarmowego Rodzaje drobnoustrojow
Jama ustna Streptococcus, Peptococcus, Staphylococcus,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Fusobacterium
Przetyk Brak
Totadek Lactobacillus, Streptococcus, rodzina Enterobacteriaceae,

Helicobacter, drozdzaki Candida

Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium,

Jelito cienkie Bacteroides, Clostridium, Enterococcus, Veillonella,
rodzina Enterobacteriaceae
Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,

Jelito grube Fusobacterium, Ruminococcus, Lactobacillus,

Escherichia, Enterococcus, Bacillus, Clostridium,

Streptococcus, Peptostreptococcus, drozdzaki Candida

Tab. 1. Mikrobiom poszczegdlnych czgsci przewodu pokarmowego®

kodujacych jednostke 16S rybosomalnego RNA bakterii z se-
kwencjami genéw zgromadzonymi w bazach danych. Od cza-
su wprowadzenia przez Sangera i wsp. oraz Maxama i Gilberta
w 1977 roku technik sekwencjonowania metody te caly czas
ulegaja dynamicznemu rozwojowi®. Dzieki jednej z nich -
tzw. metodzie shotgun (,,strzalu na slepo”) — w 1996 roku po
raz pierwszy opublikowano sekwencj¢ genomu bakteryjnego
H. pylori 1,8 x 10° pz®, a w 2001 roku - catego genomu czto-
wieka 2,91 x 10° pz®. Najbardziej nowoczesne obecnie techni-
ki to sekwencjonowanie drugiej/nastepnej generacji (next-gen-
eration sequencing, NGS) i trzeciej generacji (tab. 2).

W pierwszej z nich wykorzystuje si¢ wysokoprzepustowe
sekwenatory, w ktorych mozliwe jest jednoczesne sekwen-
cjonowanie nawet miliona fragmentéw DNA. Metoda
NGS pozwala na sekwencjonowanie kompletnych geno-
mow bakterii (sekwencjonowanie calego genomu - whole-
genome sequencing, WGS) oraz duzej liczby losowo pofrag-
mentowanych odcinkéw DNA, ktére nastepnie sg sktadane
komputerowo (metasekwencjonowanie, metabarkoding,
metoda shotgun). Caly proces przebiega w trzech etapach —
izolacji i stworzenia biblioteki DNA; amplifikacji matrycy
oraz masowego, rownolegtego sekwencjonowania.

Metody trzeciej generacji daja mozliwo$¢ bezposredniego
odczytu sekwencji z pojedynczej czasteczki DNA (single-mol-
ecule sequencing, SMS) bez koniecznosci jej amplifikacji®.
Badanie sekwencji materialu genetycznego pobranego bez-
posrednio z jego srodowiska okreslamy jako metagenomike.
W przypadku badan mikrobiomu jelitowego probki moga
stanowi¢ kat pacjenta badz fragmenty §luzéwki $ciany prze-
wodu pokarmowego. Sposréd terminéw zwigzanych z dia-
gnostyka mikrobiomu warto przyblizy¢ jeszcze takie pojecia,
jak: metagenom - catos¢ DNA i RNA populacji hodowlanych
i niehodowlanych mikroorganizméw czlowieka; metatran-
skrypton - calo$¢ mitochondrialnego RNA, metaproteom —
cato$¢ syntetyzowanych bialek bakteryjnych oraz metabolom -
calo$¢ produktéw metabolizmu®.

MIKROBIOTA PRZEWODU POKARMOWEGO

Sklad mikrobioty przewodu pokarmowego zalezy od wie-
lu czynnikéw i podlega ciaglej modyfikacji w trakcie rozwoju
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s DNA wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym, poddane elektroforezie na zelu
| generai Metoda Sangera (metoda terminadjifaricucha) poliakrylamidowym; odczyt przez wzbudzenie barwnika Swiattem lasera
Metoda Maxama—Gilberta Wyznakowanie czasteczek DNA radioaktywnym izotopem fosforu; metoda chemicznej degradaji
faricucha DNA
) . . o Synteza DNA w czasie rzeczywistym rejestrowana poprzez pomiar ilosci PPi uwalnianego
Pirosekwencjonowanie (454 Life Sciences) w momencie wiaczenia komplementarnej zasady do nowo syntezowanej nici DNA
Il generagji Sekwencionowanie mostkowe. technologia lllumina® Synteza odwracalng terminacjg; do pofragmentowanego DNA dotaczane s3 dwuniciowe
(metody NGS) ) ’ 9 adaptery
Sekwencjonowanie typu lon Torrent Synteza z detekcja protonéw w uktadzie scalonym
Sekwencjonowanie przez ligacje (SOLID) Ligacja oligonukleotydéw znakowanych fluorescencyjnie na mikroptytce
Technologia tSMS Odczyt sekwengji bez amplifikagji
Il qeneradii Sekwencjonowanie z uzyciem technologii FRET Synteza DNA w czasie rzeczywistym nasladujaca proces replikacji DNA
(mgtody N:iS) Metoda sekwencjonowania SMRT Synteza i detekcja pojedynczych komplementarnych nukleotydéw
. . Kontrolowane odcinanie z nici DNA nukleotyddw przechodzacych przez nanopory, w ktdrych
Sekwencjonowanie nanoporowe mierzone jest natezenie pradu
FRET - Férster resonance energy transfer, rezonansowy transfer energii Forstera; NGS — next-generation sequencing, sekwencjonowanie nastepnej generacj;
PPi — pirofosforan; SMRT — single-molecule real-time, pojedyncza czasteczka w czasie rzeczywistym; tSMS — true single-molecule sequencing, sekwencjonowanie
pojedynczej czastki.

Tab. 2. Techniki sekwencjonowania”®

osobniczego. Podstawowg role w ksztaltowaniu sktadu mikro-
bioty jelitowej odgrywa droga porodu. Na podstawie badan pro-
bek katu dzieci urodzonych drogg cigcia cesarskiego wykazano
w nich mniejsza ilo$¢ Bifidobacterium i Bacteroides oraz mniej-
sze zrdznicowanie gatunkoéw w poréwnaniu z grupg dzieci uro-
dzonych sitami natury, zaréwno bezposrednio po porodzie®,
jak iw 2. roku zycia’?. Pomimo doniesieni z 2017 roku (,,Nature
Medicine”) o braku tego typu rdznic u niemowlat w 6. tygodniu
zycia') powszechnie uwaza sie, Ze pordd naturalny pozytywnie
wplywa na sklad mikrobioty przewodu pokarmowego.

Kolejnym waznym czynnikiem modelujagcym bioréznorod-
nos¢ jelitows jest sposob zywienia niemowlecia. Karmienie na-
turalne zwigksza ilo$¢ Bifidobacterium i Lactobacillus (L. gasse-
ri, L. salivarius, L. reuteri, L. fermentum), natomiast karmienie
mieszankami modyfikowanymi promuje wzrost Bacteroidetes,
Clostridium, Streptococcus, Enterobacteriaceae i Veillonella®>'.
Kolejne etapy rozwoju dziecka, wigzace si¢ z rozszerzaniem
diety o pokarmy stale, rowniez nie pozostaja bez znaczenia
w ksztattowaniu mikrobiomu, ktéry stabilizuje sie na poziomie
podobnym jak u dorostych dopiero okoto 2.-3. roku zycia!'”.
W toku ontogenezy na sktad mikrobiomu jelitowego oddzia-
tuja ponadto réznorodne czynniki srodowiskowe, takie jak
zmiana miejsca zamieszkania, diety, stylu zycia, aktywnosci
czy przyjmowanie antybiotykdow, ktére mogg istotnie zmie-
nia¢ proporcje poszczegolnych gatunkow bakterii, powodu-
jac dysbioze. Uwaza sig, ze dla prawidlowego funkcjonowa-
nia mikrobiomu najwazniejsze jest jego duze zréznicowanie.
Korzystny uklad mikroorganizméw to taki, w ktérym bakte-
rie z rodzaju Bacteroides dominujg nad Prevotella. Taki sklad
mikrobiomu opisywany jest u mieszkancow krajow rozwija-
jacych sie®17, a przyczyny tego upatruje sie przede wszyst-
kim w diecie. Wykazano, ze zwigkszenie réznorodnosci mi-
kroorganizméw w kale pacjentow powoduje miedzy innymi
dieta bogata w owoce i warzywa'®. Badania wskazujg ponad-
to, ze u 0s6b spozywajacych positki niskottuszczowe lub ni-
skoweglowodanowe oprocz spadku masy ciata obserwowana
jest réwniez zmiana profilu bakteryjnego jelit"®. Natomiast
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u 0s0b pozostajacych na tak zwanej diecie zachodniej, boga-
tej w thuszcze nasycone i cukry proste, stwierdza si¢ mniej-
szg réznorodno$¢ mikroorganizméw, szczegélnie z grupy
Firmicutes, co prowadzi do ekspansji Proteobacteria.

WPLYW MIKROBIOMU JELITOWEGO
NA ZDROWIE

Ksztattowanie mikrobiomu jelitowego na wczesnym etapie
zycia jest przedmiotem intensywnych badan i polega na do-
starczaniu do przewodu pokarmowego dziecka z jednej stro-
ny tzw. dobrych bakterii, z drugiej zas prebiotykéw (niepod-
legajacych trawieniu sktadnikéw zywnosci, ktére wybidrczo
stymuluja rozwdj i/lub aktywnos¢ jednego albo ograniczonej
liczby szczepow bakterii w jelicie grubym, korzystnie wpty-
wajacych na stan zdrowia czlowieka®”), jakimi sg oligosa-
charydy mleka kobiecego, oraz sktadnikéw immunologicz-
nych, takich jak immunoglobuliny klasy IgA czy laktoferyny.
Duze zainteresowanie wzbudzajg postbiotyki, tj. wszystkie
produkty procesu fermentacji, w tym komorki drobnoustro-
jow oraz ich skladniki i metabolity, ktére pozytywnie wply-
wajg na zdrowie cztowieka®). Dotychczas przeprowadzono
niewiele badan na ich temat, ale wydaja si¢ one dobrg alter-
natywa dla probiotykdw ze wzgledu na ich dziatanie prozdro-
wotne, pomimo braku zywotnosci drobnoustrojow®.

Mikrobiota ma ogromny udzial w procesach zachodzacych
w przewodzie pokarmowym. Mikroorganizmy poprzez wytwa-
rzane enzymy i metabolity, okreélane jako tzw. metabolom je-
litowy, wplywaja na rozwdj blony sluzowej jelit, aktywacje en-
zymow trawiennych, perystaltyke i przyswajanie skladnikow
odzywczych. Ponadto reguluja metabolizm kwaséw zotciowych,
bilirubiny, cholesterolu, kwaséw thuszczowych, enzyméw kan-
cerogennych oraz produkcje witamin (K, B,,, kwasu foliowego).
Maja tez udzial w ksztaltowaniu uktadéw immunologicznego
ineurologicznego, stajac sie elementem osi jelitowo-mozgowej®.
Pacjenci z zachwiang réwnowaga mikrobioty jelitowej moga sie
skarzy¢ na nietolerancje roznych sktadnikéw pokarmowych,
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prowadzaca do takich objawdw, jak: nadmierna produkcja ga-
z6w jelitowych, wzdgcia, bole/dyskomfort brzucha. Wyniki ba-
dan nad korelacja skfadu mikrobiomu z zaburzeniami czynno-
$ciowymi przewodu pokarmowego nie s3 jednoznaczne. Moze
to by¢ spowodowane réznymi zatozeniami metodologiczny-
mi w zakresie oceny mikrobiomu (odmienno$¢ wykorzysty-
wanej do badania probki - stolec/bioptaty sluzowki/élina/tres¢
zoladkowa; odcinek przewodu pokarmowego, z ktérego po-
brano materiat) i doborem badanych grup (réznice kulturowe,
socjoekonomiczne, etniczne, srodowiskowe — stosowana dieta,
terapia oraz ekspozycja na inne czynniki)®). Natomiast zdecy-
dowana wiekszo$¢ aktualnych badan wskazuje na zmniejszenie
ilosci i réznorodnosci gatunkéw bakterii w zespole jelita draz-
liwego (irritable bowel syndrome, IBS)®**). Ponadto w przy-
padku ciezkiego IBS wykazano przewage gatunkow z rodzajow
Prevotella i Clostridium (r6znica w grupie pacjentéw, u ktorych
probki materiatu badano metoda sekwencjonowania 16sRNA,
brak réznic przy tradycyjnym posiewie).

Potwierdzenie zwiazku czynnoéciowych zaburzen przewo-
du pokarmowego z dysbiozg pozwala wnioskowa¢, ze mo-
dyfikacja mikrobioty moze si¢ wigza¢ ze zmniejszeniem do-
legliwo$ci. W modelu doswiadczalnym u myszy wolnych od
zarazkow wykazano mozliwos¢ wywolania nadwrazliwosci
trzewnej poprzez przeszczep kalu od zwierzat skolonizowa-
nych flora patologiczna®. W randomizowanym kontrolo-
wanym badaniu z placebo udokumentowano, ze objawy IBS
moze tagodzi¢ stosowanie rifaksyminy?®. Ponadto u pacjen-
tow z rozpoznanym IBS stwierdzono zwigzek poprawy sta-
nu klinicznego ze zmiang mikrobiomu poprzez zastosowanie
probiotykow®, przeszczep katu czy zmiane diety®?.

Rola sktadu mikrobiomu jelitowego w czynnosciowych za-
burzeniach przewodu pokarmowego jest przedmiotem dy-
namicznych badan, co umozliwia konkretne interwencje te-
rapeutyczne i pozwala pomaga¢ chorym.

Konflikt intereséw

Autorki nie zglaszajg zadnych finansowych ani osobistych powigza#
z innymi osobami lub organizacjami, ktére moglyby negatywnie wply-
ngd na tres¢ publikacji oraz rosci¢ sobie prawo do tej publikacji.
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