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Summary

In all environments nature provide evidences that two is much more than
one, and that strength lies in integrity and-unity. Highly complex and well
organized communities formed by aggregated bacterial cells surrounded
by a hydrated, self-produced matrix of extracellular polymeric substan-
ces are commonly known as the bofilms. The specific biofilm lifestyle con-
fers on the associated bacteria ameasurable decrease in susceptibility to
antimicrobial agents. Once the complex structure of biofilm is established
resident bacteria are able to survive after diverse types of physical and
chemical aggression such'\as UV, heavy metals or phagocytosis. It is now
clear that biofilm bacteria-exhibit a characteristic ability to withstand the
antibiotics killing mode of action, being directly responsible for difficul-
ties and failures/in therapeutic and clinical settings.
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Introduction

Despite the passage of time, acute bacterial infections, life-threatening
diseases caused by microbial pathogens such as Yersinia pestis-or Vibrio
cholerae are still a weak point of the mankind. Initially, due-to discovery
of antibiotics, vaccines and hygiene rules application, a significant reduc-
tion of lethal incidents related to bacterial infections was observed [1,2].
However, the golden age of antibiotics did not solve-such challenges as
occurrence of antibiotic-resistant microbes together with still rising level
of chronic bacterial infections difficult to eradicate [3].

At the same time the progressive research conducted by environmen-
tal microbiologists confirmed prevalence of bacterial biofilm conglome-
rates in all types of natural niches and ecosystems.[4]. Soon clear became
the fact, that bacterial biofilms display specific biological properties in
comparison to their planktonic counterparts [5].-First data pointing out
the direct correlation between persistent infections and bacterial bio-
film development came from JW., Costerton and N. Hoiby during their
research of Pseudomonas areuginosa colonization model on the lungs of
CF patients [6]. Since then, a significant/role of bacterial biofilms in the
pathophysiology of tissue-related infections has been widely confirmed
and proved.

Whilst the planktonic bacteria can be easily eradicated by diverse an-
timicrobial drugs, a subset of biofilm bacteria highly tolerant to antibio-
tics survives the treatment and becomes a cause of infection recurrence
[7]. The ability of bacterial\biofilms to withstand harmful bactericidal an-
tibiotic activity, even when these bacteria are susceptible to such antimi-
crobial agents is called “recalcitrance of biofilm bacteria towards antibio-
tics” [3, 8]. Among many suggested reasons potentially able to explain the
above mentioned recalcitrance phenomenon, the presence of an isogenic
subpopulation of “persister cells” is now considered as the most impor-
tant one [9].

Biofilm as an ancient survival strategy

In all environments nature provides evidence that two is much more than
one, and that strength lies in integrity and unity. The classic view on bac-
terial biofilms defines those structures as highly complex and organized
bacterial communities attached to a biotic or abiotic surface formed by
aggregated bacterial cells surrounded by hydrated, self-produced matrix
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of extracellular polymeric substances (EPS) [10, 11, 12, 13]. The first evi-
dence of existence of those bacterial conglomerates occurred in the 17t
century through simple microscopic dental plaque analysis conducted by
Anton van Leeuwenhoek [14]. The first definition of biofilm-describing/it
as a well-organized structure of bacterial cells arose in 1987 by Coster-
ton et al [15]. Biofilm formation has been demonstrated for-considerable
number of microorganisms and is considered as an ancient prokaryotic
mode of adaptation and a key factor allowing for survival in diverse, often
hostile environments [16]. The formation of matrix-enclosed bacterial
accretions does not only protect bacteria from the unfavorable environ-
mental conditions but also due to various dispersal mechanism allows
bacteria to efficiently colonize new niches[17].

Although surface-associated bacterial biofilm communities are wide-
spread in all natural habitats, where they play an important positive role,
mostly they are known for their negative and harmful activity, in parti-
cular including biofilm-related infections. Unlike natural biofilms, which
usually are multispecies structures,. pathological biofilms are mostly
created by a single species of bacteria'{13]. Based on the phenomenon
of Pseudomonas aeruginosa lungs tissue colonization observed in cystic
fibrosis patients, JW. Costerton.with N. Hgiby and their collaborators
were the very first researchers to point out a direct correlation between
persistent infections and biofilm development [3, 18]. The next decades
of research were about to confirm the crucial role of biofilms in the pa-
thophysiology of tissue-related infections [19]. The direct link between
microorganism living on the surfaces and human infections development
became clear androse to final estimation that 65% to 80% of infectious
diseases were correlated with bacterial biofilms [3]. The specific proper-
ties of bacterial biofilms are highly problematic and posing an ever incre-
asing problem mainly because of their enhanced tolerance to multiply
in unfavorable conditions including high concentrations of antibacterial
agents such as antibiotics.

The architecture of bacterial biofilms: three-dimensional structures
formation step by step

The unique form of existence presented by bacterial populations living
on surfaces was pointed out in the 20t century by pioneering studies of
Henrici-and further by Costerton and collaborators. Virulent biofilms for-
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med on multiple types of surfaces are biological phenomenon associated
with diverse infections and ilnesses such as native valve endocarditis,
oral diseases or nosocomial infections [20].

Biofilm formation is a compex process arising as a combination of phy-
siological and molecular events. It can be classified into/five stages inc-
luding: (a) surface film development, (b) cells attachment to.the surface,
(c) microcolonies formation, (d) differentiation and maturation of-the bio-
film along with expression of matrix polymers and (e) finally:dispersal of
bacterial cells from biofilm structure [21].

The first and crucial stage in the biofilm formation process involves at-
tachment/adhesion. It occurs in two steps: initial, weak and fully reversi-
ble attachment and strong permanent irreversible-adhesion of bacterial
cells to a surface. Reversible attachment to a'surface might be a response
to the absence of nutrient availability, also due to-the impact of hydrody-
namic forces and usage of different diverse appendages and structures,
such as extracellular organelles including outer membrane proteins, cur-
li fibers, flagella, intimins, invasions, fimbriae and pili. Microbial cells ad-
sorb irreversibly due to specific binding/of their adhesins to the ligands
present on the solid surface, then replicate and form microcolonies with
physical dimensions equal to tens.er hundreds of microns in diameter [12,
22]. When bacterial biofilm is formed inside macroorganism (in vivo) a si-
gnificant role in this process play the extracellular matrix proteins (ECM).
Many of bacteria like Gram-positive Staphylococcus aureus posses on their
surface adhesins for EMC,\included in the microbial surface components
recognizing adhesive matrix (MSCRAMMs). Attached irreversibly to the
solid surface, bacterial cells secrete an extracellular polymeric substance
(EPS) which forms a physical barrier (hydrogel layer) between bacterial
community and extracellular environment. Highly hydrated (98% water)
EPS consisting of lipids; proteins, lipopolysaccharides and DNA provide
the structure and the matrix that define a biofilm as a structure extreme-
ly heterogeneous, both over time and in space [22, 23]. The composition
of the [EPS is different and depends on growth conditions, species and,
moreover, chemical interaction between bacterial cells within the biofilm
that stimulate its secretion and formation [24]. One of the widely descri-
bed type of chemical communication is Quorum sensing (QS). This specific
type of chemical interaction is crucial phenomenon in biofilm formation
and-a-central mechanism used by bacteria to query extracellular environ-
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ment [12]. Quorum sensing modulates various cellular functions such as
motility, pathogenesis, conjugation or nutrient exposition [25]. As bacte-
rial cells replicate and the EPS accumulate, the microbial community ari-
ses into a three-dimensional structure and matures into a biefilm. Biofilm
resident bacterial cells are bonded together by the EPS,/which provides
structural stability, protection against antimicrobials, immune effectors,
phagocytosis and other clearance mechanisms [26]. Mereover EPS “glues”
bacterial cells together, thereby protecting bacterial community against
detachment from the surface [27]. The last but not least step for biofilm
propagation and self-renewal of the microbial community isbacterial cells
detaching and dispersing into the bulk fluid. Microbial cells detached from
some regions of biofilm structure may attach to the solid surface within
new environmental niches and give rise to new biofilms [15].

Extracellular polymeric substances (EPS)
Biofilms are well organized multicellular conglomerates encased in an
extracellular polymeric substances (EPS). The EPS are extremely impor-
tant for the biofilm communities since/their unique biochemistry pro-
motes recalcitrance to antimicrobial agents such as antibiotics and plays
a crucial role in the resistance.phenotype of the biofilm conglomerates
[28]. Moreover, as the EPS encase the bacterial cells, they become the
first line of interaction with the/human immune system [29, 30, 31]. Mu-
tants unable to produce'EPS are not capable to create a stable and su-
stainable biofilm [32, 33, 34]. The EPS production depends on multiple
important factors, which include growth phase, nitrogen and carbon so-
urces together withtheir ratio, role of such nutrients as phosphorus, mi-
cronutrients/trace elements or vitamins, also impact of pH, temperature,
metals, growth conditions (anaerobic versus aerobic) or type of bacterial
culture (pure versus mixed culture) [35]. The EPS may influence the phy-
sicochemical properties of the cells, such as polymeric features or hydro-
phobicity [36]. Depending on the bacteria that initiate formation of the
EPS, their compasition may be very diverse, but most are comprised of
polysaccharides; extracellular DNA (eDNA), bacterial proteins and pho-
spholipids.

Polysaccharides constitute the largest part of the EPS matrix and me-
diate adhesion and cohesion, play crucial role in stabilization of biofilm
structure. The Gram-negative bacteria like Providencia typically produce
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negatively charged polysaccharides due to the presence of such compo-
unds in their sugar backbone as uronic acids, phosphate and sulfate gro-
ups or pyruvate. Negative charge of the surface permits binding of cal-
cium and magnesium cations, which by the cross-linking binding with-the
polymer chains stabilize the structure of the biofilm [12]./Polysaccharide
complexes are composed of long and thin chains connectedtogether and
with the bacterial cells by means of electrostatic and-hydrogen bonds
(an alternative way of binding to bacterial cells may also occur by lipids).
There are diverse classifications of polysaccharides produced within the
matrix according to which we can distinguish homopolysaccharides, he-
teropolysaccharides and their linear, branched.or cyclic counterparts. An
important group of polysaccharides presents the eapsular (cell-associa-
ted) and slime (not cell-linked) form [37].

Most Gram-negative bacteria produce the outer membrane vesicles
(OMVs) containing diverse groups of molecules, which oversee courses
of different biological processes. For_instance the bacterial OMVs can
enable transport of molecules to other microbial cells within their envi-
ronment. Experimental studies revealed that OMVs are components of
the nontypeable Haemophilus influenzae (NTHI) and Pseudomonas aerugi-
nosa biofilm EPS [35, 38, 39]. Although the OMVs role in modulating EPS
either biofilm structure has not been fully evaluated, mutant organisms
able to modulate both NTHI and Escherichia coli OMV biogenesis have
been identified [40].

Despite the fact that the number of proteins in the matrix is approxi-
mately 5 times lower than the.polysaccharides, those compounds are re-
cognized for theirincreasing importance in bacterial biofilm function and
structure. Large-scale proteomic analyses performed on NTHI and Pseu-
domonas aeruginosa.EPS sshowed abundance of both outer membrane
proteins and type IV pili. Matrix proteins include motility organelles, se-
creted proteins as well as components of adhesins [41,42]. The participa-
tion of two classes of proteins, which are lectins and lyases, is discussed
in the formation 'of the matrix. Lectins are named to be a carbohydrate-
-binding proteins, occurring mostly on outer membrane of Gram-negati-
ve'bacteria, also peptidoglycan and fimbrias [37]. This molecule abundan-
ce plays a mediating role in adhesion process between macroorganism
cells and bacterial cells. Lectin may be also responsible for binding cells
with-EPS and cell co-aggregation, thereby enables the biofilm formation
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[43]. One of the best and most widely studied proteins are lectins LecA
and LecB produced by Pseudomonas aeruginosa. Both lectins are carbohy-
drate-binding proteins committed in biofilm formation process-24, 44].
Moreover, among others well known proteins we can name-large surface
protein BapA, associated with robust biofilm formation in'Gram-negative
Salmonella species [45]. The biofilm EPS promotes the recalcitrance to-
ward antibiotics and limited killing by innate immune ecomponents. Nega-
tively affected by the EPS are also such processes as opsonization by im-
munoglobulins and complementation. It is widely accepted that resident
biofilm bacteria respond by producing components and factors which
significantly limit the non-oxidative and oxidative powers of phagocytic
cells succor survival abilities of bacteria [46].

Resistance and tolerance: dangerous composition-leading to biofilm re-
calcitrance phenomenon

The biofilm lifestyle confers on the_associated bacteria a measurable
decrease in susceptibility to antimicrobial agents. Once the complex
structure of biofilm is established, the resident bacteria are capable of
surviving the diverse types of physical and chemical aggression, such as
heavy metals, modulation in salinity, phagocytosis, UV light or acidity [3,
47,48]. Itis now clear that biofilm bacteria reveal characteristic ability to
withstand killing mode of action mediated by antibiotic, which is directly
responsible for difficulties and failures in the manner of therapeutic and
clinical settings.

Nowadays it is obvious that wide-studied mechanisms involved in
antibiotic resistance; like for instance modifying enzymes or efflux, play
no more than marginal role in the abilities of bacterial biofilms to survi-
ve conventional antibiotics [3, 49]. Bacterial cells embedded in a biofilm
are capable to partially withstand high dosage of antibiotics, even when
these microorganisms are completely susceptible to those antibiotic un-
der planktonic life conditions. This complex phenomenon is called “recal-
citrance of biofilm bacteria towards antibiotics” and is due to many me-
chanisms including resistance and tolerance [10]. In vitro studies of how
planktonic bacterial cells can escape and survive antibiotic treatment
brought scientist to the two concepts of tolerance and resistance.

Resistance is simply defined as the ability of bacterial cells to survi-
ve (multiply) in the presence of both bacteriostatic and bactericidal an-
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timicrobial agent [50, 51, 52]. Typically resistance phenomenon is tested
by evaluation of minimal inhibitory concentration (MIC) of antimicrobial
compound. Many mechanisms stand behind resistance, including redu-
ced permeability to antimicrobial agents (antibiotics), efflux pomp.or
enzymes destroying antibiotics. Moreover, it is important to realize that
resistance is very often genetically inherited and hence transmitted be-
tween bacterial generation, or it also can be acquired-through horizontal
gene transfer [3].

Unlike resistance, tolerance is only associated with.usage of bacterici-
dal antimicrobial agents, that is to say an antimicrobial agent kills at least
99.9% of bacterial cells within 12 hours [51]..According to Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), the lowest-concentration of anti-
microbial agent capable to reach this killing thresholdis hereafter named
minimal bactericidal concentration (MBC) [51]. In-other words, the defi-
nition of tolerance can be expressed as the absence of growth, but the
presence of microorganisms survival.in the presence of a bactericidal an-
timicrobial agent. Two types of tolerance have been distinguished. First
the genotypic one in which presence of/a genetic alterations and modi-
fications lead to ability of the antimicrobial agent to kill bacterial cells
to be reduced, moreover can be transferred to the next generation cells.
Diverse examples have been described e.g. in small colony variants of
Gram-positive Staphylococcus aureus or Streptococcus pneumoniae [3, 53].
In the case of phenotypic tolerance the environment leads to decreased
capacity of antibiotics to kill. However, noteworthy is the fact that this
type of tolerance is fully reversible once returned to a growth-promoting
growth media [54]

Study of bacterial'biofilms has offered at least several physiological
explanations of therecalcitrant nature of those bacterial conglomerates.
Despite the fact that recalcitrance can be defined as a combination of to-
lerance and resistance, biofilm phenotype is more prone to tolerance ra-
ther than resistance [55, 56]. Biofilm recalcitrance phenomenon in most
of the cases is non-inherited and can be reversed when biofilm structure
is disrupted and/microorganisms return to a planktonic form [57].

Antibiotic penetration and drug indifference
Bacterial biofilm recalcitrance is a multifactorial and thus extremely com-
plexphenomenon. Moreover, depending on the type of antibiotics used it



Persister Cells Generation... (Part 1)

involves diverse mechanisms like drug indifference or impaired antibiotic
diffusion [3].

Bacterial biofilms are sessile communities of cells resided in-a matrix
consisting of extracellular polymeric substances (EPS). Historically, /it
was postulated that the intrinsic antimicrobial resistance in biofilms is
caused by self-produced and adhesive matrix, which was proposed to be
the main culprit responsible for biofilm recalcitrance-phenomenon [48].
Many data suggest that physicochemical properties of the ‘EPS can re-
tard or delay penetration of multiple diverse compounds, including an-
tibiotics and antiseptics. The activity of an antibiotic can be reduced by
adsorbtion on the matrix due to electrical interactions with polymers
that surround bacteria within the biofilm [58]./Moreover, penetration
of positively charged aminoglycosides is also slowed by polymers of the
biofilm matrix which are negatively charged [59]-Observation of antibi-
otic diffusion through cardiac vegetation in endocarditis indicated that
diffusion gradient is possible in the.case of penicillin and glycopeptides
- teicoplanin [60]. Conversely, Hoyleet al. revealed that EPS of Pseudo-
monas aeruginosa were capable of binding tobramycin, thereby exhibit
delayed and reduced diffusion‘of this antibiotic in vitro. Moreover, it was
indicated that planktonic cells_ wére 15-fold more susceptible to this
antibiotic than their biofilm counterparts. Other studies showed that
diffusion of chlorine, a commonly used antiseptic was also reduced in
the case of Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae [61, 62].
Staphylococcus aureus [63,.64] and Staphylococcus epidermidis [65] slime
remarkably decrease the activity of the vancomycin. Moreover, the ef-
ficacy of such antimicrobial agents as: cloxacillin, imipenem, cefpirome,
erythromycin, roxithromycin, clindamycin, fusidic acid, trimethoprim,
doxycycline, gentamicin,/netilmicin, isepamicin or ofloxacin, also has
been negatively affected by the EPS of Staphylococcus epidermidis. More-
over, the penetration profile was suggestive of a substrate being con-
sumed within the matrix of the biofilm. Other studies by Suci et al. [66]
revealed a reduced rate of ciprofloxacin transport to colonized surface
compared with a transport to a sterile surface, suggesting that cipro-
floxacin was captured and bonded to the components of biofilm matrix.
In the light of foregoing studies, the chemical structure of the biofilm
matrix is clearly significant and has been proved that, depending from
the type of single pathogen, different types of exopolysaccharides can



Kinga Ostrowska

be involved, due to the environment immediately surrounding the cells
within a biofilm [3, 67].

Nevertheless, the biofilm recalcitrance towards antimicrobial agents
cannot be fully explained by reduction or handicap of antibietic penetra-
tion. Mathematical models suggest that for many groups of antimicro-
bial agents there should be no barrier preventing their diffusion inside
a biofilm structure. Such antibiotics as for example-ampicillin-or gati-
floxacin are capable of strong penetration through the biofilm matrix,
even though they miss to kill the whole population-of biofilm bacteria
[68, 69]. Even in the case of antibiotics that slowly diffuse through the
biofilm matrix, a significant percentage of them finally reach all biofilm
resident bacteria [8, 69]. Furthermore, delayed-and retarded antibi-
otic diffusion through biofilm may have significant consequences in the
physiology of bacterial cell, which can adapt to the’presence of antimi-
crobial compounds. Moreover, a very dangerous trend associated with
slow or limited diffusion is the transient exposition of biofilm bacteria
to subinhibitory concentrations of antibiotics. It is also very likely that
limited diffusion protects the biofilm structure from destructive activity
of antimicrobials.

Drug indifference togetherwith alteration with microenvironment is
another serious problem in the biofilm/recalcitrance phenomenon. Most
antimicrobial agents is known to be more active against metabolically ac-
tive microorganism. Microenvironment within deep layers of the biofilm
due to a lack of nutrients, pH, or just anoxia can simply have antagonistic
influence on antibiotic activity.[70]. This problem is particularly conspicu-
ous in the case of -lactam antibiotics, which are active and fully effective
only in combating metabolically active and dividing bacteria. Analogous
other physico-chemical characteristic like low oxygen concentration pre-
vailing within the deeplayers of the biofilm reduce the bactericidal ef-
fect of such antibiotics like tobramycin or ciprofloxacin of Pseudomonas
areuginosa biofilm [71].
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Summary

All pathogenic bacteria produce a small fraction of dormant cells that are
highly tolerant to antibiotics called ,perister-cells” or ,persisters”. Unlike
resistant mutants, perister cells do not proliferate in the presence of an
antibiotics and this phenotypic tolerances not correlated with any gene-
tic alterations or modifications. The-presence of these isogenic subpopu-
lations of tolerant cells is a form of insurance strategy at the population
level and is considered to be the most appriopriate theory to explain the
biofilm recalcitrance toward antibiotics. Several number of factors and
mechanisms are belived to be involved in generation of persister cells
that appear through-a-phenotypic switch: dormancy, toxin-anti-toxin mo-
dules, nutrient limitation or stringent response.
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Introduction

Despite the passage of time, acute bacterial infections, life-threatening
diseases caused by microbial pathogens such as Yersinia pestis-or Vibrio
cholerae are still weak point of the mankind. Initially, due to-discovery of
antibiotics, vaccines and hygiene rules application, a significant reduction
of lethal incidents related to bacterial infections was observed [1,2]. Ho-
wever, the golden age of antibiotic did not solve such-challenges as oc-
currence of antibiotic-resistant microbes together with still rising level
of chronic bacterial infections difficult to eradicate [3].

At the same time the progressive research conducted by environmen-
tal microbiologists confirmed prevalence of bacterial biofilm conglome-
rates in all types of natural niches and ecosystems.[4]. Soon clear became
the fact, that bacterial biofilms display specific biological properties in
comparison to their planktonic counterparts [5].-First data pointing out
the direct correlation between persistent infections and bacterial bio-
film development came from JW., Costerton and N., Hoiby during their
research of Pseudomonas areuginosa colonization model on the lungs of
CF patients [6]. Since then, a significant/role of bacterial biofilms in the
pathophysiology of tissue related infections has been widely confirmed
and proved.

Whilst the planktonic bacteria can be easily eradicated by diverse an-
timicrobial drugs, a subset of biofilm bacteria highly tolerant to antibio-
tics survives the treatment and becomes a cause of infection recurrence
[7]. The ability of bacterial\biofilms to withstand harmful bactericidal an-
tibiotic activity, even when these bacteria are susceptible to such antimi-
crobial agents is called “recalcitrance of biofilm bacteria towards antibio-
tics” [3,8]. Among many suggested reasons potentially able to explain the
above mentioned recalcitrance phenomenon, the presence of an isogenic
subpopulation of “persister cells” is now considered as the most impor-
tant one [9].
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Persister cells generation

Although there are many attractive hypotheses for biofilm-induced re-
calcitrance towards antibiotics, they cannot fully explain the phenome-
non of biofilm recalcitrance. The best example came from flueroquinelo-
nes - a class of antibiotics that are able to kill non-dividing bacterial cells
due to lax diffusion through biofilm matrix, but still not capable to fully
eradicate bacterial biofilms [10].

The inherence of stochastically formed dormant persisters in micro-
bial populations has been known since the beginning of the antibiotic era.
The very first data describing persistence phenomenon came in 1944
when Joseph Bigger studies revealed presence of persister cell popula-
tion, survived as dormant, non-dividing cells, completely different from
classical and well known antibiotic resistance mechanisms [11, 12, 13].
Bigger described the phenomenon when addition-of a lethal amount of
penicillin into exponentially growing population of Staphylococcus aureus
often failed and resulted in survivor colonies. These subpopulations were
fully capable of regrowing once the antibiotic level dropped. It is now
well known that all pathogenic bacteria’produce a small fraction of do-
rmant cells that are highly tolérant to antibiotics called “persister cells”
or “persisters” [9,14].

Recently, it has been found, that persister cells are responsible for
the high tolerance of bacterial/biofilms to antibiotics [15]. In a variety
of bacterial species, the level of persister cells increased proportionally
with the density of the culture [11], reaching 1% in stationary phase or in
a biofilm of Pseudomonas aeruginosa [16], Escherichia coli, and Staphylococ-
cus aureus.

Persisters are a group,of generated cells being phenotypic variants
of wild type cells, characterized by the surviving abilities in the presen-
ce of lethal levels of bactericidal antibiotics. Persistence occurs in sub-
populations of slow or non-dividing bacteria, whereas drug indifference
concerns the entire population. It is very important to distinguish that
bacterial persistence is distinct from antibiotic resistance. Unlike resi-
stant mutants, péersister cells do not proliferate in the presence of the an-
tibiotic andthis phenotypic tolerance is not correlated with any genetic
alterations or modifications. Once the antibiotic is removed, persisters
resume growth and give rise to a population that displays an original non-
-persister antibiotic tolerance profile and produce small proportion (1%
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of population) of persister cells. This observation proved that conversely
to resistance, persistence is a non-inherited phenomenon. Moreover, it
was observed that persisters can arise in response to multiple-environ-
mental factors including oxidative stress, presence of antibiotics, SOS.re-
sponse or limitation of nutrient components like carbon.

The presence of these isogenic subpopulation of tolerant cells is
a form of insurance strategy at the population level-and.nowadays it is
considered to be the most appropriate theory to explain the biofilm re-
calcitrance towards antibiotic [3]. Both in vitro and inwivo studies clearly
showed the presence of persister cells in biofilm formed by Gram-negati-
ve bacteria[17, 18]. The capacity of a biofilm to.limit the access of the im-
mune system agents, together with the ability of persisters to sustain an
antibiotic activity account for the recalcitrance of infections in vivo. Clini-
cal image in the case of catheter-related bloodstream infections (CRBSI),
showed that even after 14-day treatment with significant concentrations
of antimicrobial agents, over 20% of infections relapse, mainly because
survival abilities of persister cells reside inside the biofilm [3]. When bac-
terial community experiences intense stress, persister cells may survive,
thereby providing survival of the whole community. Moreover, it is po-
ssible that persisters are fully' capable to escape antibiotic-induced pro-
grammed cell death (PCD) [19].

Genes and mechanisms' affecting persistence and tolerance towards
antibiotics

There are many pathways that may potentially lead to persisters forma-
tion. As these dormant cells are present prior to the antibiotics occurren-
ce, they are believed 'to preside as the result of phenotypic switch [20].
Several mechanisms_are believed to be involved in generation of persi-
ster cells such as dormancy, toxin-antitoxin modules, nutrient limitation
or SOS response/Several genes strongly affecting the level of persistence
have been described and screened for the first time by Moyed and Ber-
trand [21]. Some environmental factors, stochastic gene expression or
some passive and active mechanisms are potentially related to the pre-
sence of persister cells in bacterial populations. To date, screening of
Escherichia,coli mutant libraries has released no single mutants comple-
tely lacking persisters [22, 23]. Under particular conditions toxins from
chromoesomally encoded toxin-antitoxin (TA) modules have important
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roles in the physiology of bacterial cells including functions during the
biofilm formation together with multidrug resistance [24,25,26]. Origi-
nally TA genes were identified on plasmids where they proclaim.a main-
tenance mechanism. Usually the toxin is a protein that regulates a crucial
cellular function such as translation or replication, and forms a non-acti-
ve complex with the antitoxin. TA systems are also frequently found on
bacterial chromosomes, but their role is still unclear-and.unknown [11].
Despite the fact that molecular nature of TA evolves from RNA molecu-
les to protein, TA modules in general consist of usually. stable toxin which
disrupts an essential cellular process and unstable, degradable antitoxin
being remedy for the effect of the toxin activity, and most often encoded
in an operon, resulting in co-translation and co-transcription of both to-
xin and antitoxin [27]. Toxin is a component that is responsible for inhibi-
ting crucial cellular functions like replication or translation [28]. Degra-
dation-prone antitoxin through formation of idle complex, antagonizes
the effect of the toxin compound. Moreover, toxins seem to be attracti-
ve effectors of the switch to the persister mode as they stop growth and
reduce the activity of the antibiotic target as well [29]. Toxin-antitoxin
systems are remarked as a genetic basis in the transformation process of
persisters from normal cells and have further been approved by mutage-
nesis studies [30, 31]. TA modules are widely spread in bacterial genome,
at least 37 putative TA systems have been described in genome of Esche-
richia coli and around 65, in Mycobacterium tuberculosis H37Rv [32]. TA
systems are involved in persister formation in Escherichia coli. Moreover,
the examination of TA systems in Mycobacterium was proved to increase
the abilities of entering the persistence state, and resulting in multidrug
resistance [33].

Deletion of such‘operons as hipA, tisB or mgsR has a dramatic effect
on the persistence level [34]. The first locus identified to have an impact
on persister formation was hip (“higher persister”). Overexpression of
HipA is/highly toxic and halts cell division and is considered as locus that
carries a toxin/antitoxin module [3]. According to Chaignon et al. HipA
was initially the locus to phosphorylate translation factor EF-Tu, directly
being a cause of persistence due to cell stasis [35]. Recent data point out
that most likely variant is that HipA inhibits glutamyl-tRNA Snthetase
(GItX) via phosphorylation and triggers the synthesis of ppGpp [3, 15].
The hipA7 mutant is a result of a double mutation and has alike effects
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as overexpression of HipA [36]. In this particular hipA mutant the level of
persister is increased 1000-fold compared to the wild-type, with simul-
taneously increased degree of tolerance to such groups of antibiotics
as aminoglycosides, B-lactams and fluoroquinolones [37].-Deletion_of
hipB is lethal for bacterial cell, because of strong toxicity effect of HipA,
which may suggest that HipB is the native repressor of the.operon. On
the other hand, the deletion of hip locus has absolutely-no.impact on fre-
guency of persister cells during the exponential phase of growth. Keren
et al., by using a hipA7 E. coli mutant have confirmed that overexpression
of relE lead directly to growth setback with simultaneousincrease in the
level of persisters cells [11]. Deletion of the hipBA locus has no impact
on persister formation in a growing culture but leads to a decrease of
persisters level in the stationary phase bacterial culture [3, 38]. Intere-
stingly, deletion of other TA modules seemed to-have no influence on
persisters level in stationary microbial culture, which gave beginning to
the redundancy hypothesis. Further-experiments conducted by Maison-
neuve et al., confirmed redundancy by showing that single mutation of
10 TA modules had completely no impact on persister occurrence, while
combination of mutations significantly increased susceptibility towards
ciprofloxacin and ampicillin [89]-Afterwards, the same group proved
that E. coli cells with low ribosomal activity are enriched in persisters.
The gene expression studies confirmed overexpression of dinJ, yefM and
yoeB (known TA systems) but moreover also part of the ygiUT operon ta-
kes after a TA module. Important observation was that overexpression
phenomenon of ygiU directly-caused inhibition of growth together with
increasing the tolerance level towards such antibiotics as cefotaxime
and ofloxacin [3, 40].

Another well-characterized TA system important to persistence is
MgsR/Mgs [41]. MgsRis an RNase toxin, which cleaves almost all mRNA
[42]. Overproduction of MgsR was proven to significantly increase per-
sistence’ (Kwan, BW.,, et al., 2013) while the deletion of mgsR resulted in
decreased persistence phenomenon, which was the very first data sho-
wing that the absence of a toxin affects persistence. Another similar ob-
servation was made with TisB/IstR-1; a TA system where the toxin, TisB,
decreases ATP levels, and induces the tisB transcription via the SOS re-
sponse increasing persistence [30]. Currently, a novel TA module, type V,
has been correlated with persistence in Escherichia coli cells, composed of
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GhoS anti-toxin and GhoT toxin module. GhoS conceals toxicity of GhoT
via peculiar cleavage of ghoT mRNA and prevents the synthesis [43].

The term SOS response, known also as the DNA damage response, re-
fers to repair process of the DNA in bacterial cells [44]. The-SOS genetic
network gathers diverse molecular mechanisms activated by genomic
DNA damage caused by such conditions as oxidative radicals,ultraviolet
radiation (UV) or mutagens (including quinolone antibietics). This set of
co-regulated genes is widespread in microorganisms and promotes survi-
val of bacterial cells by repairing damage of the DNA. In gram-negative
pathogen E. coli the SOS system consists of more than 40 genes characte-
rized by different functions depending from the DNA damage type, inc-
luding halt of cell division, translesion DNA replication, excision repair of
nucleotides or homologous recombination [45]. The SOS system is regu-
lated by the LexA repressor protein which downregulates the expression
of other SOS genes, includes lexA itself and thereby controls the whole
SOS network. Following ssDNA or dsDNA damage, the RecA nucleopro-
tein promoters assemble into filaments along stretches of ssDNA near
arrested replication forks. The activated RecA together with the LexA
repressor activates autocleavage of the LexA, what results in relieving
repression of the SOS system:Inactivation of the LexA repressor leads
to synthesis of SulA protein, which by binding to the protein responsible
for division ring formation (FtsZ) completely halts cell division. Once the
DNA-damaging exposure period ends, the SulA accumulates and comple-
tely inhibits bacterial cell division. On the other hand, upon DNA repair
protein SulA is degraded by the Lon protease, maintaining continuity of
cell division. Within'the SOS regulon are also genes responsible for nuc-
leotide-excision repair (uvrABC), genes required for recombination (recA)
and also genes respaonsible for encoding DNA polymerases (dinA, umuDC,
dinB) [46].

In 2004, scientists have established a correlation between the SOS
network and tolerance [47]. The authors demonstrated that inactiva-
tion of penicillinsbinding protein 3, caused by B-lactams-induced SOS in
pathogenic gram-negative Escherichia coli via DpiBA system. The above
mentioned phenomenon transitorily stops division of bacterial cells and
enables survival upon other lethal antibiotic exposure. In 2013 Bernier et
al., proved 'that nutrition limitation together with the SOS response can
induee-high biofilm specific tolerance toward antibiotic ofloxacin [48].
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SOS-dependent biofilm specific ofloxacin tolerance is independent of
toxin-antitoxin systems induced by the SOS response and previously as-
sociated with bacterial persistence. Consistently, we observedthat SOS
dependent ofloxacin tolerance increases with biofilm age. Recently more
attention is paid to how starvation and SOS response could induce bio-
film tolerance to ofloxacin [48]. Bernier et al., by performing-experiments
on modified strain of E. coli, characterized by strong abilities to form bio-
films with higher tolerance upon antibiotics, have identified, amino acid
auxotrophs with strong tolerance towards antibiotics while/starvation.
Another significant observation was that recA together with other SOS
genes were extremely induced in mature biofilms in comparison with
planktonic cells [49].

The genetic heterogeneity of bacterial biofilms, which may arise thro-
ugh mutations, local nutrient limitations or stochastic gene expression,
could be the milestone on the road to drug indifference. The importance
of starvation and nutrient limitation.seemed to be confirmed in the late
stationary phase of growth when the level of persisters increases to fi-
nally reach the maximum [11]. Conversely, when bacterial culture is con-
stantly kept at exponential phase, where'constant dilution and medium
renewal occur, persister cells disappear:

Other significantly important locus.affecting cell survival is relA. In si-
tuation when nutrients become limited for growth, Escherichia coli cells
switch their gene expression program from supporting growth to allo-
wing for prolonged survival in stationary phase. Slow rate of growth lead
to activation of RelA-dependent synthesis of ppGpp, which is responsi-
ble for inhibition.of anabolic processes in microbial cells [50]. In most of
bacterial species, a crucial point of this switch is the accumulation of the
alarmones guanosine 5',3’ bispyrophosphate (ppGpp) [51]. This ppGpp-
-mediated stringent response induced in nutrient limitation conditions
for many years was postulated to have major role in phenotypic switch
of persister cells. Finally the overexpression of ppGpp in Escherichia coli
was described not only to increase level of antibiotic tolerance, but also
to halt'phospholipids and peptidoglycan synthesis ipso facto showing
a link between antibiotic tolerance, the stringent response and starva-
tion [3, 52].
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Concluding notes

Biofilm recalcitrance phenomenon towards antibiotics and antiseptics
is one of the main reasons responsible for most of the difficulties in the
treatment of biofilm-related infections. Despite the fact, that major-ad-
vances have been made in the characterization of factors associated
with this problematic biofilm property, still little is known-.about natu-
re of persisters. Recognition of the precise role played-by persister cells
and identification of molecular mechanisms involved in the persisters
formation could be the key to developing a new promising antibiofilm
strategies, thus novel approaches in treatment of chronic biofilm-based
infections.
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Abstract

This paper presents a case of a 63-year old patient after OHCA (out-of-
-hospital cardiac arrest), who was admitted for rehabilitation in the neu-
rology department. About half of out-of-haspital cardiac arrest survivors
experience secondary anoxic brain damage. Neurological outcome can
be influenced by rehabilitative treatment.approaches, but the nature and
severity of persistent disabilities remain unclear. The aim of the study
was to explore neuropsychological symptoms, general functioning and
life situation of this lady. Function was investigated by clinical rating sca-
les, neuropsychological standard tests, and clinical psychological inven-
tories. Family members were asked about the quality of life before and
after OHCA. We presented-predictors of outcome and frequency of neu-
ropsychological sequelae.
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Introduction

Out-of-hospital cardiac arrest (OHCA) is an important cause of death
in developed countries, but the advances in emergency healthcare have
increased the percentage of cardiac arrest survivors [18]. In-Europe-the
incidence of sudden cardiac arrest in 1980-2004 was estimated to be 38
per 100,00 person/year with a survival rate of 10.7% [1,7]. In Poland, the
reported incidence rate of OHCA is 55.6/100,00 inhabitants/year [25].
About 80% of cardiac arrests occur at home, for which the rate of death
is at least 90% [1,25]. More than a half of the survivors have permanent
brain damage of varying degrees [31]. The use of an implantable cardio-
verter defibrillator in selected patients and the availability of public-ac-
cess defibrillators have improved survival with an-acceptable quality of
life [1,7,39]. In-hospital arrests have slightly better outcomes than those
that occur outside the hospital, with restoration of-circulation in 44% of
patients and survival to discharge in 17% of patients [2]. Two randomi-
zed, controlled trials showed a positive effect of hypothermia on mortali-
ty and morbidity after cardiac arrest [39].

The human brain has a constant requirement for oxygen to meet ener-
gy demands. When oxygen delivery is disrupted, a series of cerebral ho-
meostatic and vascular mechanisms is activated, directed toward main-
taining oxygen supply [1,5]. This autoregulation maintains cerebral blood
flow against abrupt blood pressure change within a certain range (about
50 - 150 mm Hg) and maintains delivery and utilization of oxygen de-
spite fluctuations in the supply [5,23]. Therefore, even though the brain
does not store oxygen, oxygen. deprivation must be sustained in order to
render cerebral atutoregulatory mechanisms effectual and for the brain
not to become injured. A period longer than 4 to 8 min is said usually to
produce cerebral infarction and disseminated cell death [5,18] The me-
chanisms which cause anoxic damage are both complex and diverse. They
comprise of a cascade of time-dependent alterations in neuronal func-
tion, metabolism and morphology [5,11,13]. The first concerns the distri-
bution and disposition of cerebral blood vessels so that those portions of
the supply territory that lie in the fringes of supply of the major cerebral
arteries are the first to experience reductions in blood flow [5,13]. Se-
cond, the specific metabolic and biochemical properties of the involved
structures/are such that the higher the metabolic demand of a given area
the more likely it is to be affected by oxygen deprivation [5,11,31].



Predictors of Outcome

Most studies that have assessed predictors of outcome in patients with
anoxic ischemic encephalopathy have the reliable prediction of.an out-
come no better than a vegetative state or severe disability with total-de-
pendency at 3 to 6 months after arrest as their prime objective. They are
shown below [12,13,39].

1. The absence of a pupillary reaction to light suggests a poor pro-
gnosis but has unclear specificity when assessed early.after a car-
diac arrest. All patients whose pupillary reactions were absent at
day 3 after cardiac arrest had poor outcomes.

2. The motor response to noxious stimuli.also provides useful pro-
gnostic information. Prospective studies showed that a motor re-
sponse to noxious stimuli that was no'better than extensor postu-
ring (i.e., a decerebrate response or no response) at 72 hours was
associated with a poor outcome.

3. The corneal reflex is tested by touching the cornea with a gauze
or cotton swab and looking for.contraction of the orbicularis oculi
on either side. In two prospective studies, the absence of a corneal
reflex at 72 hours was associated with a poor outcome.

4. The absence of eye movements,in response to irrigation of the
ear canals with ice water at 72 hours is another indicator of poor
outcome. However, the caloric response can be blunted by many
sedative drugs. To\avoid the confounding effects of cumulative or
large doses of sedative, anesthetic, and analgesic drugs, it is best
to put off testing until'there is ample evidence that they have been
cleared fromthe circulation.

5. Myoclonic status epilepticus (bilaterally synchronous twitches of
limb, trunk, or facial muscles) is likewise a marker of a poor outco-
me.

6. Electrophysiological Signs and the measurement of somatosen-
sory evoked potentials (SSEPs), especially the response from the
primary somatosensory cortex (assessed 20 msec after electrical
stimulation of the median nerve at the wrist), has emerged as the
most accurate predictor of a poor outcome in patients with anoxic
ischemic encephalopathy.

7. Neuroimaging computed tomographic (CT) images are usually
normal immediately after a cardiac arrest, but by day 3 they often
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show brain swelling and inversion of the gray-white densities (with
the use of quantitative measures) in patients with a poor outcome.
Further study is needed to assess the clinical use of these-findings
in establishing a prognosis.

Many patients who do not have the abovementioned unfavorable cli-
nical features still have poor outcomes. The brain stem is more resistant
to anoxic ischemic damage than the cerebral cortex; thus,.compromise of
brain-stem reflexes suggests that the cortex must be severely damaged.
However, preserved brain-stem reflexes do not implyintact cortical func-
tion[5,39].

Neuropsychological Sequelae of Anoxic Episodes
OHCA survivors show no fixed pattern of cognitive and neurological
consequences of brain injury [25]. Most neurolegists encounter these
patients during the early phases of coma and confusional states [18].The
symptoms depend on the degree of .brain damage, which is proportional
to the duration of OHCA [18,27]. The.most common cognitive disorders
range from minor disability to no conscious cognitive activity due to se-
vere arousal disturbances, limited awareness and attention, and higher-
-level cognitive dysfunctions. The-latter commonly include memory and
executive disturbances [14,18] and personality abnormalities [9, 12, 25].
An amnesic syndrome was reported in 54% cases, while memory di-
sturbance without accompanying cognitive change was identified in 19%
of them [5]. The amnesia was said to be characterized by intact registra-
tion, severely depressed freerecall, less depressed recognition memory,
and greater than.normal susceptibility to interference. The precise natu-
re of the memaory disturbance in anoxic patients most likely depends on
which brain structures are affected and to what extent. Mackenzie Ross
and Hodges [5] found well preserved knowledge of famous people in the
context of profound impairment of personally relevant autobiographi-
cal memory, which they suggested may be attributable to the multifocal
neocortical damage sustained by this patient, who presented generalized
intellectual impairment and marked deficits in frontal executive function
in-addition to the memory deficit [5]. An association between amnesic
disorders and the structures of the mesial temporal region, in particular
the hippocampus, has long been established [40]. However, the pheno-
menon-of amnesia has not been associated exclusively with the hippo-



campus, and post-anoxic amnesia has not invariably been associated with
hippocampal changes [40]. Experimental evidence has demonstrated
that lesions to the anterior thalamic nuclei, the fornix and the hippocam-
pus can all produce comparable memory deficits [5,40]. It has also been
suggested that there may be a characteristic memory deficit associated
with lesions of the dorsolateral prefrontal cortex and caudate nucleus
[5]. Unlike amnesic syndromes associated with lesions-of the hippocam-
pus or thalamus, frontal amnesic deficits are characterized by poor recall
with relative preservation of recognition abilities. Cummings [5] has ar-
gued that the reason for this is that the frontal subcorticalcircuits media-
te memory activation and search functions rather than storage; lesions
produce deficits of information retrieval with relatively preserved reco-
gnition [5]. The precise nature of the memory disturbance in anoxic pa-
tients most likely depends on which brain structures are affected and to
what extent.

Changes in personality and behavior, or in some aspect of executive
function, were noted in 46.2% of individual cases under review [5]. The
most frequently reported change in personality was either emotional
lability and impulsivity, or alternatively a.lack of emotional expression.
Both of these were often associated with lack of concern [5]. Reich et al.
[5] reported 6 survivors of cardiac arrest who suffered from only mild
cerebral impairment, manifested primarily in personality changes and
behavioral symptoms. The patients were distractible, irritable, and di-
sinhibited, with disturbances of impulse control and loss of judgment.
On mental status examination they showed bland or labile affect, rigid
thought patterns;"and major disturbances of insight, empathy, and self-
-awareness. In€ach case'the symptoms were initially mistaken for de-
pression. [5]. Lezak‘described a reduced capacity for planning, initiating
and carrying out activities in association with anoxia, changes in execu-
tive function have attracted little attention in this etiology. Reduced exe-
cutive function in this context refers to distractibility and difficulty with
multiple tracking, impaired planning, and poor abstraction [17]. Behavio-
ral changes associated with lesions of the prefrontal region have been
amply demonstrated [5]. They include changes in such capacities as the
orderly planning and sequencing of complex behaviors, the ability to at-
tend to several components simultaneously or to alter flexibly the focus
of concentration, the capacity to grasp the context and gist of a complex
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situation, the ability to follow multistep instructions, the inhibition of im-
mediate but inappropriate response tendencies, and the ability to sustain
behavioral output without perseveration [5]. Similar behavioral-changes
including disorders of executive function, personality changes, and mood
disturbances are found in patients with lesions in other brain regions,
most notably the basal ganglia [5]. The most commonly reported chan-
ges associated with basal ganglia lesions include loss-of-motivation and
initiative, loss of cognitive flexibility, reduction in both mental and beha-
vioral activities, blunting of affect, and reduced or altered verbal output
[5]. This phenomenon has been explained on the basis of the connectivity
between separate regions of the basal ganglia,.each of which projects to
adifferent part of the frontal lobes [5,14].

Visuospatial or, less frequently, visual recognition problems were no-
ted in 31% individual cases reviewed [5]. Complex‘visuospatial deficits
are usually associated with lesions of the lateral occipitoparietal cortex
bilaterally, an area that is thought to_be particularly vulnerable in ano-
xic encephalopathy [5]. In most reported,cases this has resulted in less
profound perceptual disturbances than either a visual object agnosia or
a Balint’s syndrome [5].

Language has generally been.considered to be preserved in anoxia
[5,40]. Although language has not been examined extensively, in a num-
ber of studies it has been reported to be normal. For instance, Volpe et
al. [5] reported normal performance on the controlled word association
test, preserved capacity to paraphrase proverbs and perfect performan-
ce on the Token Test in their participants. Zola-Morgan et al. [40] tested
case R.B. with Boston Naming and a screening aphasia battery and found
no abnormalities other than an amnesic syndrome.

Case presentation

13. 06. 2016r. A’63-year-old female (retired engineer with a university
degree)fell in front of the house after leaving the car. She suffered from
hypertension, hypercholesterolemia and panhisterectomy in April 2016.
Passer-by (former international mission soldier) stated lack of pulse and
started effective cardiopulmonary resuscitation. Emergency ambulance
was called. Resuscitation lasted 10 min. Resuscitation was continued
in the emergency department after sudden cardiac arrest in ventricular
fibrillation. The intubated patient with assisted respiration was trans-



ferred to a cardiologist. She underwent coronary angiography and aspi-
ration thrombectomy. The head neurotransmission (CT) test revealed
discrete subclavian ischemic lesions in both hemispheres of the brain. On
the third day, the patient was extubated. In the following days, a gradual
improvement of general condition was observed. Five days after cardiac
arrest, the neuropsychological deficits and lack of motor-deficits were
identified in the neurological consultation. An amnestie.syndrome was
diagnosed in the psychiatric consultation. Three weeks after OHCA, the
patient was discharged home. A month later, she was.admitted to a neu-
rological rehabilitation unit. On reception in preserved verbal-logical
contact. Properly oriented in time and place..During the interview, she
complained about retrograde amnesia (3 months before OHCA) and an-
terograde amnesia (1.5 months after OHCA): Pharmacotherapy has been
coordinated by a cardiologist. She was included in-neurorehabilitation in
this particular neuropsychology training and occupational therapy.

Our interest in the presented case.is due to the dynamics of the obse-
rved neurobehavioral changes due to.unfavorable initial prognosis after
OHCA and improved outcomes. The cardiological and neurological con-
dition was initially severe. The'patient was effectively diluted three days
after OHCA. Previous attempts failed. Cardiological treatment was pro-
longed and stabilized after 3 weeks and' ended in therapeutic success.

Methods
Neuropsychological assessment was based on cognitive screening in
three measurements [35]. Sereening was performed using Addenbro-
okes Cognitive Examination-Revised (ACE-Ill), which covers orienta-
tion, attention,.memory, verbal fluency, language and visuospatial abili-
ty [17,32]. The first‘measurement was done one month after the event,
the second one was extended with other neuropsychological tests after
three months, and the third screening after nine months after the OHCA.
The detection and quantification of acquired neuropsychological deficits
rests upon the comparison of an individual’s current cognitive functio-
ning with an estimate of their premorbid ability [19,33,37]. We use We-
chsler Adult Intelligence Scale 1Q (WAIS-R PL). More comprehensive co-
gnitive examinations included [32]:

e attention: Color Trails Test (CTT),

e—memory and learning: California Verbal Learning Test (CVLT), Reys
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Complex Figure Test (ROCF);

e executive functions: Tower of London(TOL), Verbal Fluency,

e language: spontaneous speech and Token Test (TT),

e visuospatial skills and motor performance: Clock Drawing Test
(CDT), Performance IQ (WAIS - R PL),

e personality: observation, behavior screen ECAS, Background Qu-
estionnaire - Adult [32].

We collected information on demographic factors and lifestyle cha-

racteristics.

Result

The results of the neuropsychological testing are summarized in table 1,
which include clinical analysis of test results, evaluation of the severity
level (mild, moderate, severe, or very severe) of the cognitive disorders.

MILD MODERATE SEVERE VERY SEVERE

Memory&Learning Language
Attention Executive functions Visuo-spatial
B First measurement M Second measurement Third measurement

Table 1. Presentation of results

The results of the subsequent measurements revealed the weakest
performance in the first study. Depth of cognitive disorders was at me-



dium and deep levels (executive functions). In the subsequent studies the
results were better. There were no differences between the second and
third measurements (mild cognitive impairment). Language assessment
didn’t show aphasia (despite mild naming difficulties) and linguistic impa-
irments. Based on the results of the WAIS-R (PL) test, a high level of pre-
morbid ability is estimated. Full Scale (FSIQ WAIS-R PL) is a.high-intelli-
gence intellectualized test. The VERBAL VIQ scores.are.above-average,
while Performance PIQs indicate a high level of performance.The highest
test scores were obtained in the following sub-subjects: Similarities, Pic-
ture Completion, Digit Symbol. They indicate a high premorbid ability.
Attention should be paid to the answer given in the Comprehension (qu-
estion about the fire in the cinema). Giving(responses reveals a tenden-
cy to impulsive reactions. WAIS-R PL factoranalysis reveals a reduction
in processing speed. It is clear from the qualitative-interpretation of the
task that the patient is able to solve the visuospatial tasks (most sensitive
to brain damage) but due to the psychomotor slowdown most often exce-
eded the set time limit.

Based on clinical observation of our patient we identified some type of
behavioral and/or emotional dysfunction.These are impulsiveness, self-
-awareness disorders and childlike’behavior. We didn’t find symptoms of
depression and generalized anxiety disorder. Family was reporting chan-
ges in behavior and personality: We collected information in interviews
with her husband and daughter. They have observed the repetitive, ir-
resistible urge to perform:an action, the experience of loss of voluntary
control over this intense urge and the tendency to perform repetitive
acts in a habitual,or stereotyped manner, for example buying many unne-
cessary things. She was characterized with the tendency to act prematu-
rely without foresight, resulting in behavioral disinhibition.

The neuropsychological assessment of the person with OHCA per-
formed in the hospital showed impairment recovery in a wide spectrum
of cognitive and behavioral functions other than memory. Memory
disturbance is the most frequently reported neuropsychological im-
pairment after a cardiac anoxic event [3,4,8,15,16,19]. Our measured
cognitive impairments were classified as minor cognitive impairments.
This result,shows importance of educational level and including aspects
of high premorbid ability [19]. In this case study our patient didn’t show
memory disturbance, however she showed executive and personality
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dysfunction. Our findings confirm processing speed impairment [1,22].
Executive and personality dysfunction and frontal lobe affection are
also frequently reported and our results support this finding.[5, 24].
This behavior is sometimes difficult to distinguish from-ecompulsivity
due to their phenomenological similarities [24]. Frontal syndrome can
often occur following infarction [6,11,18]. This syndrome‘is_characteri-
zed by disinhibition and actions without foresight of the.consequences,
such as increased risk-taking behavior [24,29] and sometimes compul-
sions with the inability to inhibit repetitive, irresistible urges to per-
form action [24]. Frontal syndrome is associated with structural lesions
in the frontal brain areas [24] or with connectivity between separate
regions of the basal ganglia, each of which projects-to a different part of
the frontal lobes [5].

Discussion

The presented study provides three_major points. First, fast effective
cardio-pulmonary resuscitation minimizes the extent of brain damage.
Secondly, the dynamic improvement of the neurological state in the first
days after resuscitation is expected to return to full recovery. Thirdly,
high premorbid ability resources-affect the quality of life in the future
[39]. Our data confirm the results of a previous study [25,34].

Mild cognitive deficits are common in OHCA survivors with a high
functional premorbid status [34,36]. OHCA survivors are heterogeneous
in terms of clinical status\[6,26]. Earlier studies demonstrated that the
functional consequences of brain injury range from complete recovery to
mild cognitive deficits to severe cognitive-behavioural and motor impa-
irments, minimally conscious state (MCS) or even permanent vegetative
state (VS) [5,10,20].. Although massive and variable impairments usual-
ly occur early after OHCA [22,39], the most frequent in the post-acute
phases are memory and executive abnormalities, sometimes coupled
with subtle motor deficits [6,40]. In contrast, aphasia and perceptual im-
pairments are rare [5,13,23]. The dynamics of cognitive and neurological
symptoms in successive phases of post-cardiac arrest syndrome remain
poorly understood [25]. Despite studies of early [18] or chronic stage im-
pairments after OHCA [22,30], little is known about the natural course
of recovery, patterns of chronic impairment, rehabilitation needs, or the
effectiveness of therapies [25,26].



It has been postulated that rehabilitation should be modelled on prin-
ciples established for other sudden brain injuries [21,26]. Accordingly, re-
habilitation should be comprehensive, conducted in specialized units and
started early post-injury when the patient is stable [1,18]-For patients
with consciousness disorders, environmental management, passive phy-
siotherapy, and sensory stimulation are provided [26]. For-less severely
impaired patients, progressive training addresses impaired cognitive and
sensorimotor functions, and compensatory techniques, occupational
therapy, environmental modifications and behavioral.adaptation are re-
commended [1,21,26]. Pharmacotherapy may be useful, but the data is
limited [25].

In our patient, behavioral observation and neuropsychological tests
results suggested that post-anoxic cognitive decline caused the reduc-
tion of awareness. This fact must not be neglected in studies on emo-
tional situation and quality of life in brain-damaged patients. Thus, with
regard to the permanent cognitive limitations caused by cerebral anoxia,
families and society have to accept that despite optimal acute and reha-
bilitative treatment the overall goal of rehabilitation cannot be complete
recovery, but only optimal adaptation and compensation hopefully le-
ading to independence in ADLs.and social competence.

Our patient is in a group with mild cognitive impairment. But this
condition is not satisfactory for,the family, which expects further impro-
vement and return of premorbid function. Family help was offered to
improve internal communication and to better understand mutual pro-
blems.
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Abstract

Consumption of raw milk (and its derivatives) from dairy animals (e.g. cattle,
goats, sheep) is related to human diseases, such as food poisonings and gastro-
-intestinal tract infections. These illnesses are caused mainly by Campylobac-
ter spp., Salmonella spp., E. coli. Raw milk may also contain L. monocytogenes
- a causative agent of listeriosis. Listeriosis poses a significant threat during
pregnancy, because it/can lead to premature delivery, miscarriage, stillbirth
and neonatal infections. Tick-borne encephalititis (caused by TBEV), tubercu-
losis (M. bovis) alnd other diseases related to raw milk consumption were also
reported. Pathogens in dairy products may be zoonotic or come from environ-
ment (e.g. B. cereus), people (e.g. Salmonella spp., Shigella spp., HAV carriers)
or industrial installations. Milk pasteurization or sterilization (UHT) greatly
reduces the number of foodborne infections. Also proper conditions of animal
breeding and milking, milk transport, storage and processing are important
factors. Possible dairy products contaminations of microbial origin also inclu-
de mycotoxins (primarily AFM ). AFM , is a hepatotoxic, carcinogenic, teratoge-
nic and-heat-stable aflatoxin; it is a 4-hydroxylated metabolite of B, mycotoxin
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(produced mainly by A. flavus and A. parasiticus molds), frequently detected in
a feed. Toxic and carcinogenic effect of AFM, on humans and animals has not
yet been fully studied. The maximum permissible concentration of this myco-
toxin in milk differ in particular countries (e.g. EU - 0,05 ug/I, USA-- 0,5 nig/l).

Key words
milk, cheese, pathogens, mycotoxins, zoonoses

Wykaz skrétéw

AFB, - dflatoxin Blyaﬂatoksyna B,

AFM, - aflatoxin M, aflatoksyna M,

BCG - Bacille Calmette Guérin

C3 - trzeci sktadnik dopetniacza

CDT - cytolethal distending toxin, toksyna cytoletalna

CF - clumping factor, czynnik zlepny

CHIPS - chemotaxis inhibitory protein-of S. aureus, biatko S. aureus hamuja-

ce chemotaksje

CJT - Campylobacter jejuni exotoxin, egzotoksyna Campylobacter jejuni

ECM - extracellular matrix, macierz zewnatrzkomérkowa

EHEC - enterohemorrhagic E. coli, enterokrwotoczne E. coli

EU - European Union, Unia Europejska

FAME - fatty acid modifying enzyme, enzym modyfikujacy kwasy ttusz-

czowe

FC - fragment crystallizable, fragment zdolny do krystalizacji

HAV - hepatitis A Virus, wiruszapalenia watroby typu A

HUS - hemolytic-uremic syndrome, zesp6t hemolityczno-mocznicowy

Ig - immunoglobulina

LLO - listeriolizynaQ

MOTT - Mycobacteria other than tuberculosis, pratki inne niz gruzlicze

MTB - Mycobacterium tuberculosis complex, kompleks Mycobacterium
tuberculosis

NETs - neutrophil extracellular traps, zewnatrzkomorkowe putapki neu-
trofilowe

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PFT - pore-forming toxin, toksyna tworzaca pory w komérce

PVL - Panton-Valentine leukocidin, leukocydyna Pantona-Valentine’a

SEA--staphylococcal enterotoxins A, gronkowcowa enterotoksyna A
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SOD - superoxide dismutase, dysmutaza ponadtlenkowa
SLT - Shiga-like toxin, toksyna Shiga-podobna
ssRNA - single stranded RNA, jednoniciowe RNA
ST - Shiga toxin, toksyna Shiga
TBEV - tick-borne encephalitis virus, wirus odkleszczowego zapalenia
mozgu
TTP - thrombotic thrombocytopenic purpura, matoptytkewa plamica za-
krzepowa
TSST-1 - toxic shock syndrome toxin 1, toksyna powodujgca zespot
wstrzasu toksycznego 1
UHT - ultra-high temperature, bardzo wysoka temperatura
VT - verotoxin, werotoksyna
VTEC - verotoxigenic E. coli, werotoksyczne E: coli
YOP - Yersinia outer proteins, zewnetrzne biatka Yersinia
ZOMR - zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych
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l. Wstep
Wiele tysiecy lat temu cztowiek udomowit bydto, kozy i owce. Od tamtej
pory wykorzystuje mleko tych zwierzat w celach spozywczych:-Produk-
ty mleczne spozywane sg na catym swiecie przez ludzi w réznym wieku.
W surowym, niebadanym pod wzgledem mikrobiologicznym i toksyko-
logicznym mleku (i w produktach spozywczych na bazie takiego mleka)
obecne moga by¢ drobnoustroje chorobotwadrcze lub-warunkewo pa-
togenne (np. Campylobacter spp., Salmonella spp., Escherichia coli, Liste-
ria monocytogenes, Staphylococcus aureus) [1-12], jak-.réwniez toksyczne
substancje pochodzenia bakteryjnego (enterotoksyny) czy grzybiczego
(mikotoksyny) [1, 6, 13-18]. Spozycie takiego mleka lub jego przetworéw
moze wywierac niekorzystny wptyw na zdrowie, szeczegdlnie u 0sdb z ob-
nizong odpornoscig organizmu. W niniejszym artykule zostana opisane
wybrane patogeny wykrywane w mleku pochodzgcym od najczesciej ho-
dowanych zwierzat mlecznych, tj. krow, kéz i owiec. Omoéwione zostang
réwniez mikotoksyny najczesciej wykrywane w produktach mlecznych.
Zanieczyszczenia mikrobiologiczne mleka moga mieé charakter pier-
wotny (odzwierzecy) i wtérny. Pierwotne zanieczyszczenie stanowig
patogeny powodujace choroby u zwierzat (w tym zapalenie gruczotow
mlecznych) lub drobnoustroje.obéecne\na skérze, siersci lub w jelitach
zwierzat (mikroflora). Z kolei zanieczyszczenia wtérne powstajg pod-
czas pozyskiwania mleka, jego transportu, przetwarzania i magazynowa-
nia. W tym wypadku zrédtem patogenow mogg by¢: cztowiek (np. rézne
bakterie jelitowe, Streptococcus spp., Corynebacterium diphtheriae, Myco-
bacterium tuberculosis, HAV =-Hepatitis A Virus, wirus polio), srodowisko
(np. Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa) czy urzadzenia przemysto-
we. Katowe zanhieczyszczenie mleka (odzwierzece lub pochodzace od
cztowieka) stanowig np. bakterie Campylobacter spp., E. coli, Shigella spp.
i Salmonella spp. (bezwzglednie chorobotwoércze dla cztowieka), Entero-
coccus spp. (sporadycznie wywotuja choroby u cztowieka), Vibrio cholerae
(rzadkie” zanieczyszczenie). Przyktadowe gatunki drobnoustrojow po-
wodujacych stany zapalne gruczotéw mlecznych (wymion) u zwierzat to:
Streptococcus agalactiae (kolonizujg rowniez uktad pokarmowy i moczo-
wo-ptciowy cztowieka, powoduja infekcje u noworodkéw - m.in. sepse
i ZOMR), S. zooepidemicus i S. pyogenes (rzadkie przypadki), Nocardia aste-
roides i N. brasiliensis (promieniowce, sporadycznie chorobotworcze dla
cztowieka), Arcanobacterium pyogenes, E. coli, P. aeruginosa, Leptospira spp.,



Zagrozenia wynikajace z obecnosci drobnoustrojow i ich toksyn...

Brucella spp., Corynebacterium spp., Mycobacterium spp., C. perfringens. Na
jako$¢ gotowych produktéw mlecznych w wymierny sposéb wptywaja
warunki sanitarne w mleczarniach oraz podczas hodowli zwierzat i ich
dojenia. Nieprawidtowe warunki transportu lub przechowywania mileka
moga umozliwié¢ wzrost drobnoustrojéw uprzednio obecnych w mleku
lub stanowi¢ wtérne Zrédto kontaminacji produktu. Niewtasciwie prze-
prowadzony proces pasteryzacji lub sterylizacji mleka-(suboptymalna
temperatura lub czas) jest kolejng przyczyna zakazen u ludzi.spozywaja-
cych produkty mleczne [2, 5, 7, 9, 10-12, 19-24]. W.mleku oraz w pro-
duktach mlecznych niejednokrotnie wykrywane sg réwniez toksyny
grzybicze o wtasciwosciach hepatotoksycznych, karcynogennych oraz
teratogennych (uszkadzajacych ptéd). Substancje te-stanowig metabolity
toksyn wystepujacych w skazonej paszy dla zwierzat [1, 6, 12-18].

Drobnoustroje obecne w surowym mleku (i w-przetworach na bazie
takiego mleka) moga powodowac rézne choroby - najczesciej infekcje
lub zatrucia pokarmowe (np. Salmonella spp., Campylobacter, E. coli, S. au-
reus), a takze np. uszkodzenie ptodu i poronienie (Listeria monocytogenes),
ZOMR i zapalenie moézgu (TBEV - tick-borne encephadlitis virus, L. monocy-
togenes), gruzlice (Mycobacterium spp.), goraczke Q (Coxiella burnetii). Za-
grozeniu zwigzanym ze spozyciem surowego mleka mozna w znacznym
stopniu zapobiec, poddajgc produkt obrdébce termicznej, edukujac spo-
teczenstwo (zwtaszcza producentéw mleka) oraz zakazujac obrotu de-
talicznego niepasteryzowanego lub niesterylizowanego mleka [2, 5, 7, 9,
10, 11, 20, 21, 25, 26].

Il. Patogeny w mleku oraz w produktach mlecznych

Il. 1. Bakterie

Najczesciej wykrywanymi drobnoustrojami chorobotwdrczymi w suro-
wym mleku (oraz'w produktach na bazie takiego mleka) s bakterie: Cam-
pylobacter spp., Salmonella spp., E. coli, L. monocytogenes. Drobnoustroje te
zostang opisane w dalszej czesci rozdziatu.

Campylobacter spp. to Gram-ujemne, mikroaerofilne, nieprzetrwalni-
kujace pateczki. Komérki tych bakterii sg cienkie i dtugie (Srednica 0,2-
0,5 pm, dtugosc do 8 um), zakrzywione lub spiralne. Charakteryzuja sie
mata aktywnoscig metaboliczna. Wykazuja zdolnosé do ruchu. Wyste-
pujg-w-$rodowisku (jednakze sg wrazliwe na wysychanie) oraz stanowia
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naturalng flore uktadu pokarmowego zwierzat i ludzi. Mogg réwniez po-
wodowac choroby - kampylobakteriozy. Campylobacter spp. (gtéwnie C.
jejuni, rzadziej C. coli i C. fetus) stanowia jedna z najczestszych przyczyn
niezytu jelit u cztowieka. Inkubacja choroby trwa 2-5 dni;po czym-po-
jawiaja sie objawy takie jak: biegunka (mozliwe, ze z domieszka z6tci lub
krwi), bole brzucha, goraczka, nudnosci (ale rzadko wymioty). Opisywane
bakterie niekiedy powodujg sepse, ZOMR, zapalenie-drog zotciowych,
wsierdzia, stawow oraz poronienia. Bakterie te wywotujg réwniez cho-
roby u krow, owiec czy kéz. Diagnostyka mikrobiologiczna kampylobak-
terioz jest problematyczna ze wzgledu na trudnosci w hodowli opisywa-
nych drobnoustrojow. C. jejuni wytwarza cieptochwiejng enterotoksyne
CJT (Campylobacter jejuni exotoxin) oraz toksyne Cdt(cytolethal distending
toxin, niektoére szczepy) [2-5,7,9-11, 21, 22,27-29].

Salmonella spp. to Gram-ujemne, mikroaerofilne, nieprzetrwalniku-
jace, urzesione perytrychalnie pateczki nalezace do rodziny Enterobac-
teriaceae. Wykazuja wzrost w szerokim zakresie temperatur (5-49°C).
Charakteryzuja sie opornoscig na wysuszenie. W glebie mogg przezyc
nawet kilka lat. Bakterie te sg bezwzglednie chorobotwodrcze dla czto-
wieka. Powodujg toksykoinfekcje u ludzi;, szczegdlnie w krajach rozwi-
jajacych sie. Moga stanowic¢ odzwierzece zanieczyszczenie mleka i se-
row, a takze pochodzi¢ od cztowieka.Salmonella enterica serovar Typhi
powoduje dur brzuszny (tyfus brzuszny). Choroba ta wystepuje jedynie
u cztowieka. Po 7-28 dniach inkubacji pojawiaja sie nastepujace objawy:
wysoka goraczka (zwigzana z bakteriemia), ostabienie, zamroczenie, wy-
sypka (rézyczka durowa), wymioty, biegunka lub zaparcie. S. Paratyphi
powoduje tagodniejszg forme duru brzusznego (u zwierzat mozliwe no-
sicielstwo). Serotypy/S. enterica wystepujace u bydta (np. S. Typhimurium,
S. Dublin, S. Enteritidis, Bovismorbificans) i owiec (np. S. Abortusovis, S. Du-
blin, S. Typhimurium) réwniez sg chorobotworcze dla cztowieka. Bakterie
te powoduja toksykoinfekcje (salmonellozy) o tagodniejszym przebiegu
od dury’brzusznego. Czas inkubacji salmonelloz jest krétszy i wynosi od
5 godz. do 6 dni. Biegunka zwykle ustepuje samoistnie po 24-48 godz.
Po przebyciu choroby mozliwy jest stan dtugotrwatego nosicielstwa
opisywanych bakterii. Salmonella spp. wykazuja wtasciwosci inwazyjne
i'’zdolnos¢ do przezywania wewnatrz makrofagéw. Waznym czynnikiem
patogennosci tych bakterii jest tez LPS (endotoksyna) [4, 5, 7-11, 20-
22,29-32].
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Escherichia coli (pateczka okreznicy) to Gram-ujemne, mikroaerofil-
ne, ruchliwe (urzesione perytrychalnie), nieprzetrwalnikujace, krétkie
pateczki nalezace do rodziny Enterobacteriaceae. Bakterie te wystepujg
w $rodowisku oraz stanowig naturalng flore uktadu pokarmewego ludzi
i zwierzat. Moga by¢ warunkowo chorobotwoércze dla cztowieka. Znane
sg tez serotypy bezwzglednie patogenne. W surowym mleku pochodza-
cym od bydta (oraz w serach na bazie takiego mleka-—szczegdinie typu
camembert i brie) obecne moga by¢ enterokrwotoczne szezepy E. coli
(EHEC - enterohemorrhagic E. coli) oraz szczepy STEC (Shiga-toxigenic E.
coli). Wtornym zrédtem zanieczyszczenia zywnosci moze by¢ tez czto-
wiek. EHEC nazywane sg rowniez szczepami.werotoksycznymi (VTEC
- verotoxigenic E. coli). Dominujgcym serotypem opisywanych szczepow
jest O157:H7, aich gtéwnym czynnikiem wirulencji - zewnatrzkomérko-
wa cytotoksyna Shiga (ST-1, ST-2) lub Shiga-podobna (SLT-1/VT-1, SLT-2/
VT-2). EHEC/VTEC i STEC powoduja toksykoinfekcje - zapalenie jelita
grubego z trwajaca kilka dni krwawa _biegunka. Powiktaniem zakazenia
(2-7% przypadkow) moze byé zespéthemolityczno-mocznicowy (HUS -
haemolytic-uraemic syndrome), dotyczacy/gtéwnie dzieci i oséb starszych.
W chorobie tej dochodzi do ostrej niewydolnosci nerek (i ich uszkodze-
nia), niedokrwistosci hemolityecznej oraz matoptytkowosci (trombocyto-
penii). Choroba konczy sie $miercig w.3-10% przypadkéw. EHEC/VTEC
i STEC moga powodowac réwniez zespot matoptytkowej plamicy zakrze-
powej (TTP - thrombotic'thrombocytopenic purpura). Choroba rozwija sie
gtéwnie u oséb dorostych.\Obserwuje sie objawy neurologiczne, anemie,
trombocytopenie oraz zmiany.zakrzepowe w naczyniach krwionos$nych
trzustki, serca, nerek, nadnerczy i mézgu (prowadzace do uszkodzenia
tych narzadéw). Do 30% przypadkéw matoptytkowej plamicy zakrzepo-
wej konczy sie Smiercig [4, 5,7-12, 20,22, 29-32].

Listeria monocytogenes to Gram-dodatnie, halotolerancyjne (do 10%
NaCl), wzglednie beztlenowe, nieprzetrwalnikujace, ruchliwe (w 20-
30°C) pateczki. Sa szeroko rozpowszechnione w srodowisku. Wystepuja
w glebie, wodach (w tym sciekach), gnijacych roslinach, przewodzie po-
karmowym ssakow (prawie wszystkich), ptakow. Czesto s wykrywane
rowniez w surowym mleku (od bydta, owiec, kdz) czy w serach na bazie
takiego mleka. 1-10% populacji ludzi jest nosicielami tej bakterii (bez
objawow chorobowych). L. monocytogenes wykazuja duzg opornosé na
niesprzyjajace czynniki Srodowiskowe. Sg zdolne do wzrostu w szerokim
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zakresie temperatur (1-45°C, optimum 30-37°C). Opisywane bakte-
rie s3 warunkowo chorobotwércze wzgledem ludzi i zwierzat (oportu-
nistyczne). Szczegdlnie grozne sa dla kobiet w cigzy. Moga powodowacd
poronienie, przedwczesny pordod, obumarcie ptodu, powstawanie roz-
legtych ropni (szczegdlnie w watrobie czy Sledzionie) i'zapalenie ptuc
u ptodu. Grupe ryzyka stanowia réwniez osoby z obnizong-odpornoscia,
w mtodym lub podesztym wieku (powyzej 60. roku zycia). Do zakazenia
u cztowieka dochodzi najczesciej droga pokarmowa; rzadziej przez kon-
takt ze zwierzeciem (infekcje skoéry i oczu u lekarzy weterynarii). Objawy
choroby obejmujg m.in. wodnista i krwawa biegunke, bole brzucha, gto-
wy, miesni i stawow, nudnosci, niezyt zotadka i jelit, goraczke. L. monocy-
togenes powoduja réwniez ZOMR i migzszowe zapalenie mézgu (o wyso-
kiej Smiertelnosci - 22%), sepse, zapalenie wsierdzia, weztow chtonnych,
szpiku i kosci. Okres inkubacji choroby wynosi zwykle 10-70 dni. Opisy-
wane bakterie wykazujg naturalng opornos$¢ na cefalosporyny. Moga sie
namnaza¢ w komadrkach nabtonkowych jelit, monocytach i makrofagach,
fibroblastach, komérkach srédbtonka naczyn. L. monocytogenes wytwa-
rzajg adhezyny (internaliny A, B i C, p60/ lap), listeriolizyne O (LLO, two-
rzy kanaty w btonie fagosomu'i umozliwia uwolnienie bakterii do cyto-
plazmy), fosfolipaze C (rowniez uszkadza btone fagosomu), lecytynaze,
metaloproteazy, katalaze i dysmutaze ponadtlenkowa (SOD - Superoxi-
de dismutase) chronigce przed wolnymi rodnikami. W procesie rozprze-
strzeniania bakterii uczestniczy biatko Act A, powodujgce polimeryzacje
aktyny w komérkach makroorganizmu [2,4, 5,7, 9, 11, 21, 33, 44].

Inne gatunki bakteriiwystepujace w mleku oraz w produktach mlecznych

Brucella spp tomate,/Gram-ujemne, nieruchliwe, tlenowe, auksotroficz-
ne (o duzych wymaganiach odzywczych) i wysoce zarazliwe (dla zwierzat
i ludzi) pateczki. Bakterie te wykazujag matg aktywnos$¢ metaboliczng
oraz dtuga przezywalnos¢ w srodowisku. Sg wzglednymi pasozytami we-
wnatrzkomorkowymi. Wykazujg zdolnosé¢ do namnazania sie w makro-
fagach i monocytach. Do czynnikéw patogennosci Brucela spp. zaliczane
sa: LPS, biatka szoku cieplnego, SOD, monofosforanowe adeninowe i gu-
aninowe inhibitory funkcji makrofagéw. Gatunek B. abortus powoduje
zakazne poronienia u bydta. B. melitensis (pateczka maltanska) wystepuje
gtéwnie ujowiec i kdz (tez u bydta), a B. ovis - u owiec. Cztowiek moze
sie zarazi¢ Brucella spp. poprzez kontakt z chorym zwierzeciem, jedzac
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surowe mieso, pijac skazone mleko lub spozywajac sery. Wsréd trzech
wymienionych gatunkéw najbardziej chorobotwérczy dla cztowieka jest
B. melitensis. Bruceloza jest chorobg zawodowg lekarzy weterynarii oraz
hodowcow bydta i wystepuje w wielu regionach $wiata. Polska obecnie
jest krajem wolnym od tej choroby. Do eradykacji tej zoonozy przyczy-
nita sie skuteczna szczepionka opracowana dla zwierzat hodowlanych.
U cztowieka bruceloza objawia sie falujacg goraczka (narastajgcai spada-
jaca), ostabieniem, bélami miesni. Choroba jest dtugotrwata'i wyniszcza-
jaca, skutkujgca powstawaniem zmian patologicznych.w wielu narzadach
[5,7,9-11,20-22,27, 34, 35].

Coxiella burnetii to mate, Gram-ujemne, tlenowe pateczki bedace obli-
gatoryjnymi pasozytami wewnatrzkomérkowymi.Bakterie te wystepujg
na catym $wiecie. Zaliczane s3 tradycyjnie do riketsji i wywotujg u ludzi
goraczke Q. C. burnetii wystepuja u zwierzat hoedewlanych (np. bydto,
owce, kozy) i dziko zyjacych. Miedzy zwierzetami przenoszone s3 przez
kleszcze. Cztowiek moze sie zarazi¢_tymi bakteriami poprzez kontakt
z chorym zwierzeciem, droga inhalacyjng lub pokarmowg (spozycie suro-
wego mleka i przetwordw na bazie takiégo mleka). C. burnetii wykazujg
zdolno$¢ do namnazania wewnatrz makrofagéw i monocytéw. Infekcja
u ludzi zwykle przebiega bezobjawowo. Moga jednakze wystapié: go-
raczka, ostabienie, bole gtowy, objawy grypopodobne. Niekiedy dochodzi
do atypowego, $srodmigzszowego zapalenia ptuc, zapalenia watroby lub
wsierdzia[3, 9-11, 21, 22, 25, 36, 37].

Yersinia enterocolitica i Y.pseudotuberculosis to gatunki Gram-ujemnych,
ruchliwych, mikroaerofilnych-pateczek nalezacych do rodziny Enterobac-
teriaceae. Bakterie te wystepujg w srodowisku oraz u dzikich i hodowla-
nych zwierzat (szczegblnie u Swin, gryzoni, ale tez u zwierzat mlecznych).
Moga réwniez stanowic fekalne zanieczyszczenie mleka. Bakterie te po-
woduja rézne rzadkie choroby, ogdlnie nazywane jersiniozami. S to np.
infekcje jelitowe/(objawiajace sie bolami brzucha, biegunka, wymiotami,
goraczka), zapalenie weztéw chtonnych krezki (przypominajace zapale-
nia wyrostka robaczkowego), zapalenie gardta, migzszu nerek, zespot he-
molityczno-mocznicowy, choroba wysypkowa podobna do ptonicy, sep-
sa; reaktywne zapalenie stawéw. Infekcje z udziatem Yersinia spp. moga
réwniez skutkowaé powstawaniem rozsianych ropni w réznych narza-
dach. Do czynnikéw patogennosci Yersinia spp. nalezy zespét biatek YOP
(Yersinia“outer proteins). Biatka te wykazuja rézne wtasciwosci i funkcje
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(cytotoksyczne, adhezyjne, odgrywaja tez role w transporcie zelaza, ha-
mowaniu agregacji ptytek krwi, ochronie przed fagocytozg). Y. enteroco-
litica wytwarzaja rowniez cieptostabilng enterotoksyne YeST [2, 10, 22,
31,32, 38].

Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) to Gram-dodatnie, tle-
nowe (rosngce réwniez w warunkach beztlenowych), halotolerancyjne
(do 7,5% NaCl), nieruchliwe i nieprzetrwalnikujgce bakterie o merfologii
ziarniakow. Wykazuja wzrost w zakresie temperatur 7-48°C (optimum
37°C). Charakteryzuja sie wysoka patogennoscig (najwieksza sposrod
wszystkich gatunkéw gronkowcéw) oraz duzg opornoscig na czynniki
srodowiskowe. Sg chorobotwércze wzgledem ludzi oraz zwierzat. Po-
wodujg m.in. stany zapalne wymion u bydta, owiec; kéz i w zwigzku tym
moga by¢ obecne w surowym mleku pochodzacym od chorych zwierzat.
S. aureus moze stanowi¢ wtérne zanieczyszczenie produktéw mlecz-
nych, gdyz wystepuje np. w powietrzu, kurzu i u ludzi (kolonizuje m.in.
przedsionek nosa u 20-40% populacji ludzkiej). Gronkowiec ztocisty
moze infekowaé praktycznie kazdg tkanke oraz narzad. Powoduje m.in.
choroby skory i tkanek miekkich, kosci i stawdw, miesni, serca, ptuc,
mobzgu; czesto rowniez zakazenia szpitalne i sepse. Bakterie te wytwa-
rzajg bardzo wiele czynnikéw patogennosci (w tym enzyméw i toksyn).
S3 to np. koagulaza wolna i zwigzana (CF - clumping factor) powodujace
wykrzepianie osocza, receptory wigzace macierz zewnatrzkomorkowa
(ECM; rola w adhezji bakterii ' do tkanek), hemolizyny (a, y, 8 - PFT, B -
sfingomielinaza), leukocydyna PVL (Panton-Valentine leukocidin), toksyny
epidermolityczne (eksfoliatyna 1i 2 - uszkadzajg naskorek), TSST-1 (to-
xic shock syndrome toxin 1 - toksyna pirogenna, superantygen, wystepuje
u 1% szczepow), enterotoksyny. Ponadto: powierzchniowe biatko A (blo-
kuje wigzanie przeciwciat do komérek bakterii, wigzac sie z fragmentem
Fc immunoglobulin), fibrynolizyna (stafylokinaza - rozpuszcza skrze-
py krwi), hialuronidaza (rozktada kwas hialuronowy w tkance tacznej
i utatwija rozprzestrzenianie bakterii), lipaza, DNaza (uwalnia bakterie
z NETSs), proteazy, FAME (fatty acid modifying enzyme), ureaza (u czesci
szczepodw), stafyloferyna (siderofor). Enterotoksyny wytwarzane przez
S..aureus stanowig jedng z najczestszych przyczyn zatrué pokarmowych
u ludzi. Znanych jest co najmniej 21 (A-U) odmian tych termostabilnych,
pirogennych (superantygeny) toksyn. Wiekszos¢ zatru¢ pokarmowych
jestpowodowana przez enterotoksyne SEA (Staphylococcal enteroto-
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xins A). Enterotoksyny S. aureus mogg by¢ obecne w réznych produktach
spozywczych, w tym w produktach mlecznych (w razie nieprawidtowe-
go przechowywania surowego mleka). Objawy zatrucia wystepuja po
2-8 godz. od spozycia i obejmujg silne wymioty, skurcze brzucha i czasa-
mi biegunke. Choroba zwykle ustepuje samoistnie po 24-48 godz. [2, 5,
7-11,19,22-24, 30, 39-40].

Mycobacterium spp. (pratki) to gatunek Gram-dodatnich, tlenowych,
auksotroficznych, nieruchliwych i nieprzetrwalnikujacych bakterii. Ko-
morki pratkow sa proste lub lekko zakrzywione. Wystepuja/powszech-
nie w sSrodowisku jako saprofity (np. w wodzie i glebie). Czes¢ gatunkow
jest chorobotwodrcza dla cztowieka i zwierzat. Pratki bardzo stabo bar-
wig sie metodg Grama ze wzgledu na duzg zawartos¢ lipidow (kwaséw
mikolowych, woskéw, glikolipidow) w $cianie komoérkowej - do 60%
suchej masy komorki. W celach diagnostycznych-pratki rutynowo bar-
wi sie metodg Ziehla-Neelsena. Mycobacterium spp. wykazujg réwniez
mata wrazliwosé na wysychanie i detergenty oraz naturalng opornosé
na penicyline. Cecha charakterystyczng pratkéw jest powolny wzrost
na podtozach sztucznych. Chorobotwércze dla cztowieka sg gtownie
gatunki: M. tuberculosis (pratek gruzlicy ¥ Kocha), M. bovis (pratek by-
dlecy), M. africanum. Gatunki te zaliczane sg do grupy MTB (Mycobacte-
rium tuberculosis complex). Do zakazenia cztowieka pratkami dochodzi
drogg kropelkows, przez kontakt z druga osobg lub zwierzeciem. Tak-
ze po spozyciu surowego mleka od chorych zwierzat. W produktach
mlecznych obecne moga by¢ np. M. bovis, M. avium (pratek ptasi, choro-
botwérczy tez dla bydta), M. scrofulaceum. Wtérne zrédto kontaminacji
produktow spozywczych moze stanowi¢ réwniez osoba chora na gruz-
lice, pracujaca w przemysle przetwérstwa mlecznego. M. bovis wyste-
puje u bydta, takze‘np. u/owiec i kdz. W odréznieniu od M. tuberculosis
i M. avium pratki bydlece sg grubsze i krétsze. Gruzlica u bydta wyste-
puje czesciej u starszych zwierzat (cieleta s3 mniej wrazliwe). U owiec
zakazenie dotyczy gtéwnie przewodu pokarmowego, a u kéz obejmuje
czesto wymie. M. avium i M. scrofulaceum zaliczane sg do pratkéw aty-
powych. (MOTT/- Mycobacteria other than tuberculosis). U cztowieka M.
bovis i M. avium powodujg gruzlice, ktorej objawy sg bardzo podobne do
tej wywotanej przez pratek Kocha. Objawy gruzlicy ptuc obejmujg m.in.
kaszel, goraczke, utrate masy ciata. Gruzlica jest przewlektg chorobg
cztowieka i obejmuje najczesciej uktad oddechowy. Moze réwniez do-
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tyczyc¢ uktadu pokarmowego (np. przy spozyciu produktéw mlecznych),
moczowo-ptciowego, kosci i stawdw, skory, opon moézgowych (ZOMR).
Czas inkubacji choroby jest dtugi i wynosi od kilku tygodni~do kilku
lat. Opracowano szczepionke BCG (Bacille Calmette Guérin), ktora cze-
sciowo chroni przed ta choroba. Infekcje z udziatem M/ avium dotycza
gtéwnie oséb z uposledzong odpornoscia. M. scrofulaceum. to gatunek
warunkowo patogenny dla cztowieka, powodujacy.-gtéwnie zapalenie
weztéw chtonnych u dzieci [9-11, 20, 22, 30, 41-43]. Wiekszos¢ cho-
robotworczych gatunkow pratkéw (poza M. ulcerans) namnaza sie we-
wnatrz komdrek gospodarza. Pratki wykazujg zdolnos¢ do przezywania
i namnazania sie w makrofagach, hamujac powstawanie fagolizosomu
(rola glikoproteiny 19 kDa, sulfatydow i/ mannelipoarabinomannanu
w Scianie komoérkowej). Ochronne dziatanie przed wolnymi rodnikami
wykazuja enzymy: katalaza, peroksydaza oraz SOD. Pratki wytwarzaja
rowniez nitroreduktaze (umozliwiajaca pozyskiwanie energii w warun-
kach beztlenowych), hemaglutynine (wigze heparyne, odgrywa tez role
w rozprzestrzenianiu bakterii w organizmie), siderofory (mikobaktyna,
karboksymikobaktyna) oraz czynnik sznurowy (6’,6-dimikolan trehalo-
zy - rola w tworzeniu ziarniniakow w tkankach) [41, 43].

Corynebacterium ulcerans sg_toe Gram-dodatnie, tlenowe, auksotro-
ficzne, nieruchliwe oraz nieprzetrwalnikujagce pateczki (maczugowce),
wystepujace na skérze bydta i innych zwierzat hodowlanych. Bakterie te
powoduja u zwierzat zapalenie gruczotéw mlecznych i mogg byc¢ obecne
w surowym mleku. U cztowieka natomiast wywotujg btonicopodobne za-
palenie gardta o tagodniejszym przebiegu niz w wypadku choroby wywo-
tanej przez C. diptheriae [7,44-45].

Il. 2. Pierwotniaki

Cryptosporidium parvum’to gatunek pierwotniaka wystepujacego na ca-
tym $wiecie (Protista), bedacego pasozytem zwierzat (w tym bydta, owiec,
koz) i ludzi. C. parvum moze stanowi¢ fekalne zanieczyszczenie waéd (np.
Sciekdéw, wod pitnych i basenowych), réwniez mleka. Spozyte oocysty
tego organizmu przedostajg sie do jelit, gdzie pasozyt ten przechodzi kil-
kafaz rozwojowych. Zarazenie tym organizmem moze by¢ bezobjawowe
lub skutkowac¢ obumieraniem enterocytow i biegunka (u oséb immuno-
kompetentnych zwykle krétkotrwata, samoograniczajaca) [10, 29-30,
46-48,51].
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Toxoplasma gondii to bezwzglednie wewngtrzkomérkowy pasozyt
(pierwotniak), szeroko rozpowszechniony posrod dzikich, hodowlanych
i domowych zwierzat na catym swiecie. Zwierzeta takie jak owce i kozy
czesto sg nosicielami T. gondii; rzadziej zarazone jest bydte. Organizm
ten wystepuje réwniez u cztowieka. Zywicielem ostatecznym tego pier-
wotniaka sa koty, ktére po zarazeniu wydalajg oocysty T. gondii (zawiera-
jace od kilku do 10 tys. bradyzoitéw) przez okres kilku-tygodni. Cztowiek
moze sie zarazi¢ tym pasozytem, spozywajac warzywa i owoce (skazone
katem kocim), surowe lub niedogotowane mieso (zarazonych zwierzat
hodowlanych), pijac surowe mleko (od chorych kéz i owiec), a takze po-
przez kontakt z kocimi odchodami - np. w glebie podczas pracy w polu
czy w ogrodzie. Po dostaniu sie oocyst do uktadu pekarmowego pasozyt
ten rozwija sie w jelitach, w kolejnym etapie rozwoju przedostaje sie do
krwi, a nastepnie przechodzi do miesni. Miejscem-docelowym osiedlenia
moze byc¢ takze osrodkowy uktad nerwowy (OUN) i oczy. Powstajace
cysty tkankowe (zawierajace liczne-bradyzoity otoczone grubg $ciang)
nie wywotuja w swoim otoczeniu reakcji' zapalnej. Stymulujg réwniez
rozwoj trwatej odpornosci u makroorganizmu. Zarazenie T. gondii utrzy-
muje sie przez cate zycie. Wiekszos¢ inwazji pasozytniczych jest bezob-
jawowa i nie wymaga leczenia..Opisywany pierwotniak jest szczegdlnie
grozny dla kobiet w cigzy, ale tylko przy pierwotnym kontakcie matki
Z pasozytem. Zarazenie transplacentarne (przez fozysko) moze spowo-
dowac¢ wewnatrzmaciczne obumarcie ptodu, poronienie. Moze skutko-
wac rowniez wadami wrodzonymi ptodu (np. wodogtowiem, matogto-
wiem, zwapnienia $rodczaszkowymi, uszkodzeniem moézgu). T. gondii
jest réwniez czynnikiem etiologicznym zapalenia naczyniéwki i siatkdw-
ki u noworodkow. Triada objawdéw Sabina-Pinkertona u noworodkéw
(charakterystyczna‘dla toksoplazmozy wrodzonej) obejmuje zapalenie
siatkdwki i naczyniéwki, poszerzenie uktadu komorowego mézgu oraz
zwapnienia srodczaszkowe. Toksoplazmoza u oséb dorostych czasami
moze dawac objawy przypominajace mononukleoze albo objawiac sie
goraczka, bélamiigtowy, znacznym ostabieniem, powiekszeniem weztow
chtonnych (szczegélnie szyjnych, karkowych, potylicznych). T. gondii
u dorostych pacjentéw niekiedy powoduje zapalenie mézgu lub zapale-
nie naczyniéwki i siatkowki [7, 9, 11, 30,47-50, 52, 53].
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Il. 3. Wirusy

TBEV jest to wirus ssRNA (single stranded RNA), powodujacy odklesz-
czowe zapalenie mézgu u ludzi, nalezacy do rodziny flawiwiruséw. Zna-
ne sg co najmniej cztery podtypy tego wirusa. TBEV infekuje zwierzeta
i ludzi na réznych kontynentach. Jednakze zwierzeta domowe takie jak
krowy, owce, kozy nie chorujg na zapalenie mézgu, mimo zZe.patogeny te
moga by¢ obecne w ich krwi (i przenikac do ich mleka).-Zakazenie u ludzi
(odkleszczowe lub po spozyciu mleka) moze przybierac¢ posta¢ oponowg
(ZOMR), moézgowa lub krwotoczna. Inkubacja choroby u cztowieka trwa
od 2 do 28 dni. Objawy obejmujg m.in. béle gtowy i stawdw, goraczke,
Swiattowstret, podwdjne widzenie, paraliz, zaburzenia psychiczne. Ro-
kowania sg pomysine (Smiertelnos¢ 2% lub 10%), jednakze okres rekon-
walescencji trwa dtugo. Brakuje leczenia przyczynowego dla tej choroby.
Dostepne sg szczepionki chronigce przed tym wirusem. Spokrewniony
antygenowo z TBEV jest wirus choroby skokowej owiec i k6z (zapalenia
mozgu). Ten flawiwirus réwniez przenosza kleszcze. Przedostaje sie do
mleka w trakcie trwajacej u zwierzat wiremii [21, 54-56].

Wirus pryszczycy (Aphtovirus) jest'to maty wirus ssRNA, nalezacy
do rodziny pikornawiruséw. Charakteryzuje sie wzglednie duzg opor-
noscig na czynniki srodowiskewe: Pryszczyca stanowi wysoce zarazli-
wa chorobe bydta, owiec, kéz, $win; rzadziej cztowieka. Do zakazenia
u ludzi dochodzi przez kontakt-bezposredni z chorym zwierzeciem lub
przez picie surowego mleka. Choroba objawia sie powstawaniem bole-
snych pecherzykéw na wargach, dzigstach, policzkach, jezyku. Zazwy-
czaj dochodzi do samowyleczenia. Pryszczyca wystepuje endemicznie
w réznych rejonach, w swiata. Na skutek wprowadzenia skutecznej
szczepionki dla_zwierzat obszar Europy zostat uznany za wolny od tej
choroby [20, 22, 55].

I1l. Mikotoksyny'w mleku

Nie ma informacji na temat zachorowan u ludzi na grzybice uktadowe po
spozyciu surowego mleka zanieczyszczonego grzybami mikroskopowy-
mi (np. 'Candida spp.) wystepujacymi u zwierzat hodowlanych. Jednakze
w-mleku i wproduktach mlecznych (np. w serach, jogurcie, masle, Smie-
tanie) obecne moga by¢ mikotoksyny bedace produktami metabolizmu
wtornego grzybow mikroskopowych. Substancje te wykazuja wtasciwo-
$ci toksyczne i mogg przenikac¢ do mleka, gdy zwierzeta karmione s3 ska-
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zonga pasza. Moga byc¢ rowniez wytwarzane przez grzyby zanieczyszcza-
jace produkty spozywcze (np. w trakcie magazynowania).

Najlepiej zbadang mikotoksyng w produktach mlecznych jest afla-
toksyna M, (AFM,). Aflatoksyny stanowia grupe co najmniej 18 nisko-
czasteczkowych, heterocyklicznych, termostabilnych /(niewrazliwych
na wysoka temperature) oraz nieimmunogennych zwigzkdw. Sg wytwa-
rzane gtéwnie przez wszechobecne plesnie z rodzaju-Aspergillus (kropi-
dlak). Najczesciej sa to gatunki: A. flavus i A. parasiticus. W wypadku A.
flavus aflatoksyny wytwarzane sg w najwiekszych ilosciach w temperatu-
rze 24°C (optymalna temperatura wzrostu drobnoustrojuto 29-35°C).
Aflatoksyny wykazujg wtasciwosci hepatotoksyczne, karcynogenne (po-
woduja raka watroby i gruczolakoraka jelit) i teratogenne (uszkadzaja
ptdd). Moga takze zaburzaé dziatanie uktadu odpornosciowego u ludzi
i zwierzat. Niejednokrotnie toksyny te sg wykrywane w paszy dla zwie-
rzat. Aflatoksyna B, (AFB,) - spozywana przez zwierzeta mleczne wraz
Z zanieczyszczong paszg - metabolizowana jest przez kompleks enzy-
moéw cytochromu P450 w watrobie inwydalana z mlekiem pod postacia
4-hydroksy-pochodnej (AFM,). AFM, pojawia sie w mleku w ciggu kil-
ku godz. (lub wg innego Zrodta w czasie 12-24 godz.) od czasu spozycia
przez zwierze skazonego pokarmu i jest wydalana przez okres 3-4 dni.
llos¢ wydzielanej aflatoksyny M, do mleka obejmuje zakres 0,3-6,2%
(lub wg innego zrédta 1-2%) spozytej przez zwierze dawki AFB, i jest
uwarunkowana m.in. gatunkiem zwierzecia (np. krowy: 0,35-3%, owce:
0,08-0,33%), jego cechami osobniczymi, iloscig spozytej paszy i stop-
niem jej zanieczyszczenia toksynami. Mleko owcze i kozie zawiera mniej
aflatoksyny M, niz mleko krowie. Wiecej tej mikotoksyny moze sie znaj-
dowac¢ w mleku od detalicznych producentow niz od duzych przedsie-
biorstw (dywersyfikacja dostaw od réznych gospodarstw) [1, 6, 13-18].
Dostepne s3 rozbiezne dane na temat trwatosci AFM, w mleku i w pro-
duktach mlecznych. Wedtug niektérych zrodet pasteryzacja mleka obni-
za(np.012% lub 7,62%) zawartosc tej toksyny; takze warunki chtodnicze
(np. spadek stezenia o 40% po czterech dniach w 4°C). Wedtug innych
autorow obrébka cieplna wywiera niewielki wptyw na te substancje. Ste-
zenie AFM, W produktach powstatych na bazie mleka (np. w serze) moze
by¢ zréznicowane, co jest uwarunkowane m.in. réznymi technologiami
produkcji i rodzajem wykorzystywanego mleka. Niektére dane wskazu-
ja, ze-zawartosc aflatoksyny M, w serach jest mniejsza od wyjsciowego
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stezenia tej toksyny w mleku. Wedtug innych autoréw obserwuje sie
odwrotne zjawisko. Stopien karcynogennosci oraz znaczenie toksyny
M, dla zdrowia cztowieka i zwierzat mlecznych nie sg w petnizbadane,
W rdéznych krajach obowigzujg odmienne normy dopuszczalnego steze-
nia AFM, w produktach mlecznych, np.w EU - 0,05 pg/kgproduktu (0,05
ppb), podczas gdy w USA norma ta jest dziesiec¢ razy mniej-restrykcyjna
(0,5pug/kg=0,5ppb) [1, 6,14-18].

IV. Podsumowanie

W surowym mleku oraz w produktach powstatych nabazie takiego
mleka obecne mogg by¢ drobnoustroje chorobotwércze lub oportu-
nistyczne (powodujace infekcje u oséb z obnizong.odpornoscia). S to
najczesciej Campylobacter spp., Salmonella spp., E. coli, L. monocytogenes.
Patogeny te moga mieé¢ pochodzenie odzwierzece'lub stanowi¢ wtér-
ne zanieczyszczenie produktu. Prawidtowo przeprowadzony proces
pasteryzacji lub sterylizacji mleka stanowi wazny czynnik ograniczaja-
cy opisane zagrozenie. Wprowadzenie prawnego obowigzku obrdébki
cieplnej mleka w krajach uprzemystowionych w istotnym stopniu ogra-
niczyto liczbe przypadkéw zachorowan u ludzi. W mleku obecne moga
by¢ rowniez rakotworcze oraz szkodliwe dla watroby mikotoksyny. Naj-
czesciej wykrywang toksyng pozostaje AFM,, ktéra jest metabolitem
aflatoksyny B, czesto obecnej w paszy dla zwierzat. Poziom karcyno-
gennosci oraz znaczenie AFM, dla zdrowia cztowieka i zwierzat nie s
w petni zbadane.
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Abstract

The structural basis of the dermis constitute two proteins: collagen and elastin.
Their structure and properties are considered-to be unique in the world of pro-
teins, which is the subject of ongoing research. Their structure guarantees the
specific physical and biological properties’of the skin. They are the main struc-
tural element of the dermis protecting it, among others, against the harmful
effect of mechanical factors. Collagensare group of proteins that differ in their
structure and purpose in the body. Up to now, 29 types of this protein have
been discovered and classified. Elastin, unlike collagen, it occurs in only one ge-
netic type, but its fibers, in addition to amino acids, include microfibrils made
up of glycoproteins. Both collagen and elastin are fibrillary proteins produced
by connective tissue cells that build up the dermal layer - fibroblasts. Structu-
res responsible for their production are mostly rough endoplasmic reticulum
along with ribosomes and Golgi apparatus. Collagen and elastin preforms are
transported outside the cell to the extracellular matrix (ECM), where their final
processing and fiber formation takes place.Mature filaments of these proteins
in the extracellular matrix adopt a characteristic spatial grid system, which al-
lows to perform the intended function (such as maintenance of the structural
integrity and elasticity of tissues, tensile strength), and are biodegradable by
means of enzymes from the group of metalloproteinases (eg. Collagenase,ela-
stase). The imbalance between the process of biosynthesis and biodegradation
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of one of them results in abnormalities in the functioning of the skin, as well as
the appearance of visible signs of intrinsic and extrinsicaging of the skin.

Key words
collagen, elastin, skin

Streszczenie

Strukturalng podstawe budowy skory wiasciwej stanowig dwa biat-
ka: kolagen i elastyna. Ich budowa i wtasciwosci uchodza za wyjatkowe
w $wiecie biatek, przez co sg przedmiotem ciagtych badan. Ich struktura
gwarantuje specyficzne wtasciwosci fizyczne i biologiczne skory. Sg one
gtéwnym elementem strukturalnym skéry wtasciwej zabezpieczajgcym
ja m.in. przed szkodliwym dziataniem czynnikéw mechanicznych. Kola-
geny to grupa biatek, ktore réznia sie miedzy sobag-budowa i przeznacze-
niem w organizmie. Do chwili obecnej odkryto i sklasyfikowano 29 typéw
tego biatka. Elastyna w odréznieniu.od kolagenu wystepuje tylko w jed-
nym typie genetycznym, ale w sktad jej widkien - oprécz aminokwaséw
- wchodza mikrofibryle zbudowane z glikoprotein. Zaréwno kolagen, jak
i elastyna to fibrylarne biatka wytwarzane przez komérki tkanki tacznej
wtasciwej, budujacej warstwe skéry witasciwej - fibroblasty. Struktury
odpowiadajace za ich produkcje to gtéwnie retikulum endoplazmatyczne
szorstkie wraz z rybosomami i aparat Golgiego. Proformy kolagenu i ela-
styny sg transportowane na zewnatrz komaérki, do macierzy pozakomoér-
kowej (ECM, extracellular matrix), gdzie zachodzi ich ostateczna obrébka
i formowanie wtdkien. Dojrzate wtdkna tych biatek w macierzy pozako-
moérkowej przyjmujg charakterystyczny uktad przestrzennej siatki, ktory
pozwala petni¢iim przeznaczone funkcje (m.in. utrzymanie integralnosci
strukturalnej i sprezystosci tkanek, wytrzymatos¢ na rozcigganie), a na-
stepnie ulegajg biodegradacji przy udziale enzyméw z grupy metalo-
proteinaz (np. kolagenazy, elastazy). Zaburzenie réwnowagi pomiedzy
procesem biosyntezy i biodegradacji ktéregos z nich przektada sie na
zaburzenia w funkcjonowaniu skory, a takze powstawanie widocznych
oznak starzeniawewnatrz- i zewnatrzpochodnego skory.

Stowa kluczowe
kolagen, elastyna, skéra
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Wstep

Skéra to najwiekszy narzad organizmu zwierzecego stanowiacy bariere
pomiedzy wnetrzem ustroju a Srodowiskiem zewnetrznym. Strukturalng
podstawe skéry stanowig gtéwnie dwa biatka: kolagen i elastyna, kto-
re odgrywaja kluczowa role w procesie starzenia sie skéry. Zaburzenia
w procesie syntezy lub degradacji tych zwigzkéw skutkuja nietylko utra-
ta mtodego wygladu, ale moga takze prowadzi¢ do uposledzenia funkcji
skory.

Budowa molekularna kolagenu

Mianem kolagenu okresla sie grupe biatek, ktére powszechnie wystepu-
ja w ludzkim organizmie. Kolagen zlokalizowany jest gtéwnie w tkance
tacznej i stanowi okoto 25% wszystkich biatek zawartych w ciele czto-
wieka. Jego gtéwnym zadaniem jest zapewnienie-tkance wytrzymatosci
mechanicznej. Jest to mozliwe dzieki specyficznej budowie molekularnej
czasteczki[1, 2].

Polipeptydowy tancuch kolagenu sktada sie w okoto 30% z glicyny.
Wysoka zawartoscig cechujg sie takze\alanina, prolina i hydroksyproli-
na. Nieco rzadziej wystepujacymi, ale charakterystycznymi dla kolagenu
aminokwasami s3 lizyna oraz jej pochodna - hydroksylizyna, ktére biorg
udziat w tworzeniu wysoko zorganizowanych struktur tego biatka. Za-
wartosc poszczegdlnych aminokwasow kolagenu w ludzkiej skérze pre-
zentuje tabelanr 1[3, 4].

Oprécz wysokiej zawartosci glicyny i swoistych aminokwaséw biatko
kolagenowe rdzni sie od innych obecnosciag regularnej sekwencji w tan-
cuchu polipeptydowym. Blisko co trzecig reszte stanowi glicyna, po kto-
rej zazwyczaj wystepuje ‘prolina. Za proling czesto zlokalizowana jest
hydroksyprolina [ub_- nieco rzadziej - alanina. Ta zaleznos¢ powoduje,
ze w kolagenie mozna wyrdézni¢ powtarzajaca sie sekwencje aminokwa-
sow Gly-Pro-Hyp oraz Gly-Pro-Ala, a to schematyczne utozenie amino-
kwaséw przektada sie na utworzenie charakterystycznej struktury prze-
strzennej kolagenu [2, 4].

Pojedyncze taniicuchy, u cztowieka liczace od 662 do 3152 reszt ami-
nokwasowych, samorzutnie przyjmujg forme lewoskretnej alfa-helisy,
ktéra stabilizujg mostki wodorowe. W wyniku dalszych agregacji poje-
dynczych tancuchéw powstaje podstawowa jednostka strukturalna ty-
powej-ezasteczki kolagenowej, tzw. tropokolagen, czyli fragment ztozo-
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ny z trzech polipeptydowych, lewoskretnych taricuchow alfa, ktére tgczg
sie ze sobg wigzaniami wodorowymi i tworzg prawoskretna, potréjna
helise zwang tez superhelisa. Postac superhelisy jest wyjatkowa.w Swie-
cie biatek zwierzecych, a jej wystepowanie gwarantuje kolagenowi-od-
pornos$¢ na dziatanie wiekszosci proteaz (np. trypsyny, pepsyny). Zdol-
nos¢ degradacji trojhelikalnych form kolagenu maja jedynie kolagenazy
[2,5,6,7].

Aktualne badania nad kolagenem dowiodty, Ze listnieje sze$¢ typoéw
podjednostek alfa, ktére réznig sie miedzy sobg zawartoscia i sekwencja
aminokwasow. Agregujg one ze sobg, tworzac superhelisg, ktéra moze
zawierac trzy identyczne (homotrimer), trzy rézne lub dwie takie same
i jedng inng podjednostke alfa (heterotrimer). Powstaty w ten sposob
tropokolagen to podstawowa forma budowy czasteczki, jednak nie sta-
nowi on 100% kazdego z kolagendéw. Istniejg pewnetypy kolagenu z tzw.
przerywang strukturg superhelisy, w ktorych pomiedzy tréjhelikalnymi
domenami wystepujg takze fragmenty niehelikalne. Ma to wptyw na for-
mowanie sie struktur wyzszych rzedéw tego biatka (kolagen niefibrylar-
ny) [2, 6].

Makroczasteczka kolagenu’ztozona z tropokolagenu i niehelikalnych
fragmentéw nie jest ostateczng formga biatka. Koricowa forma jest bar-
dziej ztozona i zalezy od jego rodzaju. W skdrze najpowszechniej wyste-
puja kolagen | i lll, ktére naleza do biatek fibrylarnych. Po zakonczeniu
syntezy czasteczki, w wypadku kolagenu fibrylarnego, molekuty proko-
lagenu trafiajg do macierzy zewnatrzkomaorkowej, gdzie zostajg poddane
ostatecznej obrébce i ponownie ulegajg agregacji. W wyniku fuzji prze-
ciwréwnolegtychi bocznych tworza sie fibryle, ktére tacza sie ze sobg
w witdkna kolagenu [4,7,8].

Wiasciwosci fizykochemiczne kolagenu

Nietypowa budowa czasteczki kolagenu wptywa na jego fizykochemicz-
ne wtasciwosci, z ktérych najwazniejsza jest duza wytrzymatos$é na roz-
cigganie i urazy mechaniczne. Jego wytrzymato$¢ mechaniczna jest oko-
to 20-krotnie wieksza anizeli wytrzymatosé elastyny. Charakterystyczne
utozenie czasteczek i duza liczba wigzan (gtéwnie wodorowych i kowa-
lencyjnych) powoduja, Zze do ,zburzenia” struktury kolagenu potrzebna
jest duzailos¢ energii. Pojedyncze wigzanie wodorowe ma energie od kil-
ku do-40kcal/mol. Nie jest to duza ilos¢ energii jak na wigzanie chemicz-
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ne, jednak kazda czasteczka kolagenu zawiera kilkaset takich wigzan.
Nawet jezeli pewna liczba mostkéw wodorowych ulegnie rozerwaniu
pod wptywem czynnika mechanicznego, to pozostata ich czesc¢ utrzymu-
je strukture w stabilnej formie, dzieki czemu zniszczone wigzania beda
mogty odtworzy¢ sie w krétkim czasie [7, 9, 10, 11].

Wyijatkowa struktura superhelisy w czasteczce biatka kolagenu po-
woduje, ze jest on zwigzkiem nierozpuszczalnym lub-stabo rozpuszczal-
nym w wodzie. Ta wtasciwos$¢ powoduje, ze proteazy, ktére dziatajg tylko
w srodowisku wodnym, nie sg w stanie trawi¢ wigzan-kolagenu. Enzyma-
mi, ktére majg zdolnos¢ degradacji kolagenu fibrylarnego, sa kolagenazy.
Dopiero po wstepnym rozcieciu wtékien rozpuszczalne juz frakcje kola-
genu mogg by¢ strawione przez nieswoiste proteazy.[2, 6, 12].

Obecnie odkryto i sklasyfikowano 29 typow kolagenu. Réznia sie
one miedzy sobg budowg, wtasciwosciami i umiejscowieniem w orga-
nizmie. Dla utatwienia biatka kolagenowe klasyfikuje sie, biorgc pod
uwage ich wspélne cechy budowy. Przyjmujac takie kryterium podzia-
tu wyrdznia sie:

e kolagen fibrylarny,

e kolagen niefibrylarny:

e kolagen btony podstawnej,

e kolagen kotwiczacy,
kolagen tworzacy mikrowtdkna,
kolagen tworzgcy heksagonalne uktady sieciowe,
kolagen zawierajacy domeny transbtonowe MACITs,
kolagen typu FACITs,

e kolagentypu MULTIPLEXINs [6].

W tabeli nr 2 przedstawiono typy kolagenu oraz jego wystepowanie
w organizmie ssakéw.

Kolagen fibrylarny jest gtéwnym przedmiotem zainteresowan bada-
czy. Kolagen tworzacy wtdkna - w tym kolagen typu |, II, 111, V, XI, XXIV
i XXVII/~ stanowi okoto 90% masy kolagenu w organizmie cztowieka.
Ma charakterystyczng strukture trzech spiralnie zwinietych taricuchow
polipeptydowych zawierajgcych swoiste fragmenty (ztozone z ponad ty-
sigca reszt aminokwaséw) zlokalizowane w czesci Srodkowej taricuchéw.
Sekwencje te sg otoczone krotkimi (okoto 20-aminokwasowymi), nieheli-
kalnymi fragmentami zwanymi telopeptydami. W skérze wystepuje kola-
gentypul, llli IV [4,9, 14, 15, 16].
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Kolagen niefibrylarny, na ktéry sktadajg sie typy: IV, VI, VII, VIII, 1X,
X, X1, X1, XIV, XV, XVI, XV, XV, XX, XX, XX, XX, XX, XXV, XXV,
XXVIII, XXIX, jest podzielony na kilka réznych grup:

e kolagen btony podstawne;j (typ V),

e kolagen kotwiczacy (typ VII),

e kolagen tworzacy mikrowtokna (typy: VI, XXVIII, XXIX),

e kolagen tworzacy heksagonalne uktady sieciowe-{typy: VHI, X),

e kolagen zawierajagc domeny transbtonowe MACITs: (typy: XIlII,

XV, XX, XXV),
o kolagen typu FACITs (typy: IX, XI1, XIV, XVI, XV1, XIX; XX, XXI, XXII,
XXVI),

e kolagen typu MULTIPLEXINSs (typy: XV, XVIH).

Mimo tak duzej réznorodnosci kolagen niefibrylarny stanowi zaledwie
10% masy kolagenu organizmu zwierzecego. Jestjednak bardzo waznym
elementem budowy narzadow takich jak watroba, mézg czy oczy. W ské-
rze wystepuje kolagen typu: 1V, VI, VI, VIII, XII, XI1, XIV, XV, XVI, XVII,
XIX oraz XXIX[6, 7, 13].

Biosynteza i biodegradacja kolagenu

Okoto 40% catego kolagenu organizmu znajduje sie w skérze, gdzie sta-
nowi blisko 70% masy wszystkich biatek skory. Wiekszos¢ zlokalizowana
jest na poziomie skory wtasciwej, gdzie znajduja sie fibroblasty odpowie-
dzialne za jego synteze i rozktad. Zachowanie odpowiedniej proporcji
pomiedzy syntezg a degradacja kolagenu jest istotne dla prawidtowej
funkcji tkanki tacznej. Jej zachwianie moze prowadzi¢ m.in. do nieprawi-
dtowego procesugojeniaran[17].

Synteza kolagenu to proces wieloetapowy. Pierwszy etap przebiega-
jacy na terenie jadra komérkowego zwigzany jest z produkcja transkryp-
tu, ktéry zostaje przekazany do cytoplazmy komérkowej, gdzie stanowi
matryce do syntezy taricuchéw polipeptydowych kolagenu. Drugi etap to
synteza‘tancuchéw peptydowych w siateczce srédplazmatycznej szorst-
kiej. Powstate czgsteczki prokolagenu trafiajg nastepnie do macierzy
zewnatrzkomérkowej, gdzie osiggaja petna dojrzatosé i przyjmuja swoja
ostateczng forme[15, 18].

Pierwotny tancuch aminokwasowy kolagenu (pre-prokolagen) przyj-
muje samorzutnie drugorzedowg strukture w formie lewoskretnej alfa
helisy-(taricuchy pre-al - pre-aé). Taka czasteczka ulega potranslacyjnej
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obrébce wewnatrz szorstkiego retikulum endoplazmatycznego. Zacho-
dza tu rézne reakcje, ktore sg niezbedne, aby biatko mogto przyjac prawi-
dtowa strukture i nalezycie petni¢ swoje funkcje [5, 19].

W wypadku kolagenu mozna wyrdézni¢ trzy etapy obrébki potran-
slacyjnejw szorstkiej siateczce endoplazmatycznej. Poczatkowo za po-
mocy peptydazy sygnatowej zostaje usuniety sygnat peptydowy, ktory
znajduje sie na N-terminalnym koncu (koniec taincueha, gdzie znajduje
sie aminokwas z wolng grupa aminowa). Drugi etap to reakcje hydrok-
sylacji proliny i lizyny. Jest on niezwykle wazny, poniewaz obecnos¢ tych
aminokwaséw gwarantuje trzeciorzedowa, charakterystyczng strukture
kolagenu. Hydroksylizyna i hydroksyprolina nie s wbudowywane bez-
posrednio do szeregu aminokwaséw w procesie translacji. W ich miejsce
dotaczane sg odpowiednio prolina lub lizyna, a dopiero w drugim etapie
obrobki potranslacyjnej, za pomocg enzymow: hydreksylazy lizyny, proli-
lo-4-hydroksylazy i prolilo-3-hydroksylazy nastepuje hydroksylacja tych
aminokwaséw i w efekcie powstajg-docelowo: 5-hydroksylizyna, 4-hy-
droksyprolina oraz 3-hydroksyprolina. Do prawidtowej funkcji hydroksy-
laz niezbedne s3 tez kofaktory: kwas askorbinowy, alfa-ketoglutaran, tlen
czasteczkowy oraz jony zelaza/(ll) [20, 21,22].

Bezposredni wptyw na potréjng helise ma tez ostatni etap modyfikacji
w retikulum - reakcja glikozylacji reszt hydroksylizyny. W jej przebiegu
dotaczane s3 dwa rodzaje monosacharydéw: galaktoza i glukoza. Przy-
taczenie galaktozy katalizuje galaktozylotransferaza, a za zwigzanie glu-
kozy odpowiada glukozylotransferaza. Po takiej modyfikacji biatka trzy
tancuchy spontanicznie zaczynaja sie do siebie dopasowywaé, tworzac
wigzania wodorowe (co umozliwia obecno$¢ hydroksyprolinyi hydroksy-
lizyny) oraz mostki dwusiarczkowe. Ta pierwotna forma superhelisy na-
zywana jest pro kolagenem [17, 23].

Po modyfikacji w szorstkiej siateczce srédplazmatycznej prokolagen
transportowany jest do aparatu Golgiego, gdzie zachodzi ostateczny etap
modyfikacji czasteczki przed opuszczeniem komorki. W wyniku glikozy-
lacji, do czasteczki prokolagenu dotaczane s3 oligosacharydowe reszty.
Tak przeksztatcone czasteczki prokolagenu trafiajg do pecherzykéw se-
krecyjnychinadrodze egzocytozy sg ,wyrzucane” z komorki do macierzy
pozakomorkowej [22].

Czasteczka prokolagenu, ktéra trafia do macierzy pozakomoérkowej
sktada-sie z trzech skreconych ze sobg tancuchéw alfa. Zaréwno na kon-
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cu N-, jak i C-terminalnym znajdujg sie kroétkie propeptydy, ktore bez-
zwtocznie sg usuwane przez peptydazy prokolagenowe (N-proteinaze
i C-proteinaze). W ten sposéb czasteczka prokolagenu przeksztatcana
jest w tropokolagen [24].

Do macierzy pozakomérkowej zostaje wydzielonych wiele czaste-
czek prokolagenu, po modyfikacji w tropokolagen zaczynaja.spontanicz-
nie reagowac ze sobg i taczy¢ sie podtuznie, w sposéb-antyréwnolegty,
tworzac fibryle. S3 to zorganizowane struktury, w ktérych'kazda poje-
dyncza ni¢ tropokolagenu ma swoje okreslone miejsce. W typowej fi-
bryli czasteczki tropokolagenu przesuniete sg wzgledemsiebie 0 67 nm
(tzw. okres prazkowania), a pomiedzy jedng a.druga czasteczka, ktorych
konce znajdujg sie obok siebie, wystepuje przerwa-35 nm. Takie struktu-
ry szybko agregujg ze sobg w naturalnym srodowisku w jeszcze wieksze
czasteczki, znane jako wtékna kolagenu. W zaleznosci od rodzaju biat-
ka ich dtugosc¢ i $rednica sg rézne. W badaniach wykazano, ze wtékna
z warstwy brodawkowatej skéry maja srednio 56,2 nm grubosci, a $red-
nica wtékna z warstwy siateczkowatej zazwyczaj wynosi okoto 62,8 nm
[4,8,25].

Stworzenie trwatej struktury wtdkna kolagenowego nie jest mozliwe
bez obecnosci oksydazy lizylowej: Ten enzym umozliwia powstanie wig-
zan krzyzowych pomiedzy sktadowymi widkna kolagenowego. Jej dzia-
tanie uzaleznione jest od jonéw miedzi, ktére wchodza w sktad budowy
tego enzymu oraz od lizylo-tyrozylochinonu (kofaktor). Oksydaza lizylo-
wa katalizuje reakcje, w ktérej grupa aminowa lizyny lub hydroksylizyny
przeksztatcana jest w grupe aldehydowa. Do jej przebiegu niezbedna jest
rowniez woda i tlen czasteczkowy. W wypadku kolagenu | na C-terminal-
nym koncu telopeptydu zachodzg dwie takie reakcje (w taricuchach alfal),
na koncu za$ N-terminalnym telopeptydu - trzy. Ostateczna stabilizacja
czasteczki kolagenu zachodzi poprzez wyksztatcenie wigzan krzyzowych
kowalencyjnych,ktére znajdujg sie pomiedzy grupami aldehydowymi lub
pomiedzy grupa aldehydowa a aminowa lizyny badz hydroksylizyny. Tak
wyksztatcony kolagen moze doskonale odgrywac swoja role [26].

Za rozktad biatek w organizmie odpowiedzialne s3 enzymy proteoli-
tyczne (proteazy), ktére majg zdolnos¢ trawienia wigzan peptydowych.
Skomplikowana struktura kolagenu sprawia, ze jest on odporny na dzia-
tanie nieswoistych peptydaz, dlatego fibroblasty syntezuja specjalne, wy-
soce-swoiste enzymy, ktore majg zdolnos$é degradacji wysoko zorganizo-
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wanych struktur kolagenu. W organizmie zwierzecym wyréznia sie dwie
drogi biodegradacji biatek kolagenowych: droge zewnatrz-i wewnatrzko-
morkowa [27].

Zewnatrzkomérkowy szlak degradacji kolagenu opiera sie na dziata-
niu enzymow zwanych metaloproteinazami macierzy zewnatrzkomor-
kowej (MMP). Jest to grupa enzymdw, w ktorej wyrdznia sie: koleganazy,
zelatynazy, stromelizyny, matrylizyny, metaloproteinazy. btonowe oraz
inne metaloproteinazy. Przynaleznos¢ do tej grupy jest uwarunkowa-
na kilkoma czynnikami. Przede wszystkim udokumentowano, ze kazdy
z tych enzymoéw w swojej budowie zawiera atom cynku (stagd nazwa) oraz
ma zdolnos¢ degradacji przynajmniej jednego.z elementéw macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej. Na uwage zastuguje tez fakt,ze aktywnos$¢ kazdej
metaloproteinazy jest hamowana przez tzw..endogenne inhibitory tkan-
kowe (TIMP). Charakterystyczny dla MMP jest rowniez fakt, ze wydziela-
ne s3 jako wrazliwe na pH proenzymy, ktére ulegaja aktywacji w okreslo-
nym srodowisku [28].

Kazda metaloproteinaza ma zdolnos¢ trawienia tylko okreslonych
biatek macierzy zewnatrzkomérkowej. Proces degradacji czasteczek
kolagenu zapoczatkowujg mateloproteinazy, ktére nalezg do kolagenaz
(MMP-1, MMP-8, oraz MMP-13),zelatynaz (MMP-2 i MMP-9), stromeli-
zyn (MMP-10), matrylizyn (MMP-7) oraz innych metaloproteinaz (MMP-
14, MMP-15 i MMP-16), a kazdy z tych enzymow trawi tylko okreslone
typy biatka. Udowodniono tez, ze niektére metaloproteinazy petnig tez
funkcje aktywatora dla innych enzymow z tej grupy (np. MMP-2 odpo-
wiada za aktywacje MMP-1i1MMP-9) [28, 29, 30].

Zewnatrzkomérkewa proteoliza wymaga aktywnej formy konkret-
nej metaloproteinazy. W wypadku proenzymu z atomem cynku zwigza-
na jest cysteina N<koncowego fragmentu tancucha polipeptydowego.
Aktywacja enzymu polega na rozerwaniu tego wigzania (tzw. aktywacja
cystein-switch). Wywotuje to kaskade kolejnych reakgcji, ktore prowadza
do zmian przestrzennych w budowie enzymu. Efektem tych zmian jest
odstoniecie miejsca aktywnego metaloproteinazy i obnizenie jej masy
czasteczkowej. Taka forma zwigzku moze z powodzeniem odgrywac
przeznaczong jej role, jednak jej zawartos¢ jest $cisle regulowana przez
organizm. Na poziomie aktywacji cystein-switch zdolnosci enzymatyczne
metaloproteinaz zalezg m.in. od: pH $rodowiska, innych enzyméw prote-
olityeznych (w tym takze aktywnych juz metaloproteinaz), oksydantow,
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jonéw metali, a takze detergentdw, ilosci danego substratu oraz tkanko-
wych inhibitoréw metaloproteinaz [31].

Aktywna kolagenaza ma zdolno$¢ degradowania potrdojnej helisy ko-
lagenu. Rozrywa ona wigzanie pomiedzy glicyng a izoleucyna-lub leucyna
(w zaleznosci od typu tancucha), co powoduje rozpad czasteczki kolage-
nowej na dwie duze molekuty, z ktérych pierwsza stanowi.okoto 75%,
druga zas 25% pierwotnego zwigzku. Z tego wynika, ze-degradacja roz-
poczyna sie od zerwania wigzania, ktére potozone jest w odlegtosci okoto
% catej dtugosci czasteczki. Produkty tego rozpadu nie maja'juz wtasci-
wosci pierwotnej struktury i stajg sie mniej odporne na dziatanie rézne-
go rodzaju czynnikéw. Pod wptywem temperatury ciata zaczynaja ulegaé
denaturacji, co prowadzi do zburzenia ich struktury-superhelisy. Zyskuja
takze zdolnos¢ rozpuszczania w wodzie, a to 'z kolei umozliwia dalsze tra-
wienie tancucha biatkowego przez nieswoiste proteazy az do uwolnienia
krétkich peptydéw lub pojedynczych aminokwaséw [2, 32].

Alternatywna forma rozktadu czasteczek kolagenu jest szlak we-
wnatrzkomoérkowy, ktéry ma zdecydowanie mniejszy udziat w biode-
gradacji kolagenu. Za prawidtowy przebieg degradacji w tym szlaku s3
odpowiedzialne receptory na powierzchni komoérek, ktére wigzg sie
z czasteczka kolagenu. W ten.sposéb komodrka dostaje sygnat o zapo-
czatkowaniu procesu degradacji. Na drodze endocytozy molekuta kola-
genowa zostaje wchtonieta do komorki i trafia do lizosomoéw. W wyniku
kwasnego pH nastepuje denaturacja kolagenu, a wiec zburzenie jego
struktury tréjhelikalnej, dzieki czemu czasteczka staje sie substratem ta-
twym do strawienia przez obecne w lizosomach enzymy proteolityczne
(np. katepsyny) [27].

Funkcje kolagenu w.skérze

Specyficzna budowa kolagenu determinuje funkcje biologiczne czastecz-
ki. Biatka strukturalne, do ktérych naleza takze kolageny, charakteryzuje
wysoka‘odpornos¢ gtdwnie na czynniki mechaniczne, ale takze fizyczne
i chemiczne. Dzieki temu kolagen jako jeden z podstawowych budulcow
tkanki tgcznej na poziomie komoérkowym moze spajac ze sobg wszystkie
elementy strukturalne. Petni funkcje swego rodzaju ,biologicznego kle-
ju”, ktory spaja ze soba poszczegdlne elementy tkanki, zapewniajac jej
catkowita integralnosé. Powyzsza funkcja kolagenu jest przez niego spet-
niana-réwniez na wyzszych poziomach organizacji komorkowej. Organy
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moga sie sktadac z réznych tkanek, czego przyktadem jest skora. Skoéra
wtasciwa, ztozona z tkanki tacznej od strony $rodowiska zewnetrznego
pokryta jest naskorkiem, ktory histologicznie jest tkanka nabtonkowa.
Integralnosc tych dwdch tkanek zapewnia réwniez biatko-kolagenowe.
Kolagen jako ,klej biologiczny” gwarantuje zatem sp6jnosé¢ catego orga-
nizmu i umozliwia mu prawidtowe funkcjonowanie. Ta cecha oraz wy-
jatkowa wytrzymatos¢ mechaniczna i elastycznos$c kolagenu powodu-
ja, ze jest to biatko, ktére zabezpiecza strukture skéry wtasciwej przed
urazami mechanicznymi. Wtékna kolagenu tworza uporzadkowang sieé
przestrzenng, do ktorej przytaczone s3 (np. za pomoca receptordéw) inne
elementy macierzy pozakomoérkowej. W momencie zadziatania bodzca
mechanicznego owa siec sie odksztatca, jednak gdy czynnik przestaje
dziataé, czasteczki moga wrdcic¢ na ,swoje miejsce”. Dzieki zdolnosci do
odksztatcania sie sieci kolagenowej wszystkie elementy, ktore sg bezpo-
srednio przytaczone do wtdkien kolagenu lub znajduja sie w jej bliskim
sasiedztwie, nie ulegajg uszkodzeniu_pod wptywem ucisku i moga nie-
przerwanie prawidtowo petni¢ swoje funkcje [15, 17].

Waznga cechg kolagenu jest tez zdolnos¢ wigzania wody. Dzieki odpo-
wiedniemu nawodnieniu wtékna biatkowe skéry wtasciwej zachowuja
swojg strukture i wtasciwosci.'\Skéra jest wtedy napieta i sprezysta, a to
gwarantuje jej odpornos¢ na dziatanie czynnikéw mechanicznych i pozwa-
la spetniac funkcje bariery ochronnej. Wysoka zawartos¢ wody w naskér-
ku i skorze wtasciwej jest kluczem do jej prawidtowego funkcjonowania,
poniewaz wiekszos¢ reakcji biochemicznych zachodzi w srodowisku wod-
nym. W przesuszonej skérze obserwuje sie spadek metabolizmu, a w kon-
sekwencji caty organ'nie moze prawidtowo odgrywac swojej roli [18].

Badania pokazuja, ze \czasteczki kolagenu majg zdolnos¢ wigzania
cytokin, co pozwala.przypuszczaé, ze odgrywajg waznga role w procesie
proliferacji komoérek. W'skoérze stymulacja podziatéw komérkowych jest
szczegdblnie wazna w procesie regeneracji jej ubytkow, dlatego ta funkcja
kolagenu jest rownie wazna, co funkcja budulcowa i podporowa [15].

Powyzsze argumenty nie pozostawiajg watpliwosci, ze kolagen to
jedno z.najwazniejszych biatek organizmu zwierzecego. Umozliwia on
tworzenie wysoce wyspecjalizowanych struktur tkankowych, zapewnia
integralnosc sktadowych narzadow i dzieki temu pozwala im petnic¢ swoja
funkcje, tak wiec posrednio uczestniczy w procesach obronnych organi-
zmusi-pemaga utrzymac jego homeostaze [33].
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Budowa molekularna elastyny

Elastyna, podobnie jak kolagen, nalezy do grupy biatek strukturalnych
i szeroko wystepuje w organizmie zwierzecym. Cechuje ja wysoka odpor-
nos$¢ na rozcigganie, prace jej widkien poréwnuje sie do sprezyny, ktéra
pod wptywem czynnika sie napina, a po jego ustaniu wraca do swojej po-
przedniej postaci. Wraz z kolagenem odpowiada ona za jedrnos¢, sprezy-
stos$¢ i wytrzymatosé mechaniczng skory [1].

Budowa molekularna elastyny jest znacznie mniej skomplikowana
anizeli budowa kolagenu. Przybiera ona okreslong forme przestrzenng,
ktéra determinowana jest przez kolejnos¢ aminokwaséw w tancuchu
polipeptydowym i stabilizowana gtéwnie przez wigzania wodorowe. Pod
wzgledem ilosciowym aminokwaséw pierwsze miejsce w tancuchu zaj-
muje glicyna (okoto 30%), a na kolejnych plasuja sie: alanina (okoto 24%),
walina (okoto 15%) i prolina (okoto 11%). Te cztery’aminokwasy budujg
okoto 75-80% catego biatka elastylowego [34, 35].

Elastyna syntezowana jest w komoérkach skéry wtasciwej - fibrobla-
stach - a jej czgsteczki wydzielane sg'do macierzy zewnatrzkomérkowe;.
Tuz po wydzieleniu elastyna ma forme nieusieciowang i nosi nazwe tro-
poelastyny (elastyny niedojrzatej). W odréznieniu od tropokolagenu, nie
ma ona na koncu telomeréw, dzieki czemu jej zewnatrzkomérkowa ob-
robka przebiega znacznie sprawniej [34, 36].

Ostateczne wtékna elastynowe nie sg ztozone z samej elastyny.
Biatko to formuje centralng czes$¢ wtékna - tzw. rdzen, ktéry pokryty
jest otoczka ztozong z mikrofibryli. Wiele takich wtdkien potaczonych
jest pomiedzy soba wigzaniami krzyzowymi, dzieki czemu powstaje
przestrzenna struktura, ktéra w razie zadziatania sity rozciggnie sie
i umozliwi powrdét do pierwotnego ksztattu po zaprzestaniu dziatania
bodzca [33].

Tréjwymiarowe struktury ztozone z witékien kolagenu lub elastyny
w skérze mogg by¢ ze sobg potgczone. Proces wytwarzania wigzan po-
miedzy elastyng a kolagenem zachodzi w macierzy pozakomorkowej i jest
kontrolowany przez oksydaze lizylowa i hydroksylaze lizyny. Dzieki Sci-
stemu potaczeniu pomiedzy tymi dwoma biatkami mozliwa jest ich wza-
jemna kontrola w funkcji - wytrzymatosé kolagenu nie pozwala elastynie
zbyt mocno sie rozciggaé, a sprezystosc elastyny chroni wtdékna kolage-
nu przed destrukcjg wskutek nadmiernego rozciggniecia. Wyksztatcona
w ten-sposdb struktura ztozona z wtékien kolagenu i elastyny stanowi
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odporne na uszkodzenia mechaniczne (zaréwno ucisk, jak i rozcigganie)
rusztowanie skéry wtasciwej [17, 37, 38].

Wiasciwosci fizykochemiczne elastyny

Ze wzgledu na duzg zawartos$¢ aminokwaséw hydrofobowych elastyna
jest biatkiem catkowicie nierozpuszczalnym w wodzie. Dzieki‘tej wtasci-
wosci wtdkna sprezyste nie mogg stanowié substratu-dla proteaz, ktére
dziataja tylko w srodowisku wodnym. Enzymy, ktére majg zdolnos¢ tra-
wienia wtdkien elastynowych, to metaloproteinazy oraz produkowane
gtéwnie przez komoérki krwi i fibroblasty elastazy. Elastyna nie jest jedy-
nym substratem elastaz. Wykazuja one aktywnos¢ w stosunku do wielu
zwigzkow, co powoduje, ze trawienie wtdkien elastynowych jest rozcia-
gniete w czasie. Wyjatek stanowi niewykorzystana przez organizm tro-
poelastyna, ktora ze wzgledu na brak usieciowania-ulega szybkiej degra-
dacji [29, 34].

Odpornos¢ na rozcigganie to najwazniejsza cecha wtdkien sprezy-
stych. Dzieki niej moga one petnic¢ swoja podstawowa funkcje, zapewnia-
jac w ten sposdb prawidtowe funkcjonewanie wielu narzadéw w catym
organizmie. Elastyna jako jedyna w wyniku zadziatania sity potrafi sie
rozciggnac nawet do 200% bez uszkadzania swojej struktury i powrdcié
do formy pierwotnej. Zawdziecza to swojej postaci beztadnie uksztatto-
wanych przestrzennie wtékien..Czyni to z niej biatko o wybitnej sprezy-
stosci, ktora jest okoto 300-krotnie wieksza niz ta, ktérg cechuje sie ko-
lagen [10].

Biosynteza i biodegradacja elastyny

Procesy biosyntezy i'biodegradacji elastyny przebiegaja wolniej anize-
li w wypadku kolagenu, lecz rownowaga pomiedzy nimi jest niezwykle
wazna dla zachowania integralnosci catej tkanki, z ktorej sktada sie sko-
ra[38].

Proces biosyntezy elastyny rozpoczyna sie w jadrze komdérkowym,
gdzie nastepuje przepisanie informacji z DNA na mRNA (transkrypcja)
po wydzieleniumRNA do cytoplazmy, za pomoca rybosoméw i innych
struktur, odbywa sie synteza tancucha polipeptydowego (translacja),
a nastepnie w wyspecjalizowanych organellach komérkowych zachodzi
posttranslacyjna obrébka biatka i uformowanie przestrzennej struk-
tury-W-trakcie tej obrébki dochodzi do hydroksylacji niektérych reszt
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proliny (do 20% reszt), a powyzsza reakcje katalizuje prolilohydroksy-
laza. W aparacie Golgiego nastepuje potaczenie czasteczek tropoela-
styny z tzw. czynnikiem opiekunczym, ktérego zadaniem jest zabloko-
wanie przedwczesnej wewngatrzkomoérkowe] agregacji czasteczek-we
witdkna [18].

Kompleks tropoelastyna - czynnik opiekunczy jest wyrzucany z ko-
morki do macierzy zewnatrzkomaorkowej, gdzie znajduja-sie mikrofibryle,
do ktérych przytaczone s czasteczki galaktozy. Gdy czynnik.opiekuriczy
znajdzie sie w poblizu takiej czasteczki cukrowej, taczy sie z nig i jedno-
czesnie traci powinowactwo do tropoelastyny, ktéra zostaje catkowicie
uwolniona[35].

Mikrofibryle, ktére biorg udziat w uwolnieniu tropoelastyny, wchodza
w sktad wtékien sprezystych. Zbudowane sg one gtdwnie z glikoprote-
in: fibryliny-1 i fibryliny-2, ktére w obecnosci jondw wapnia przybieraja
ksztatt preta. Dodatkowe komponenty tych struktur stanowig inne gliko-
proteiny i biatka zwigzane z mikrofibrylami. Mikrofibryle stanowig swego
rodzaju ,rusztowanie” dla czasteczek tropoelastyny, ktére uktadajg sie
wzdtuz nich, a pomiedzy pojedynczymiimolekutami biatka zaczynajg sie
wytwarzac wigzania. W przestrzeni te dwa komponenty wtékien uktada-
ja sie w taki sposdb, aby rdzen widkna stworzony byt gtéwnie z elastyny,
a nazewnatrz, w formie otoczki, utozone byty mikrofibryle. W ten sposéb
formuje sie wtdkno elastynowe [33].

W procesie formowania wtékien sprezystych pomiedzy czastecz-
kami tropoelastyny powstajg wigzania krzyzowe, a w ich wytwarzaniu
bierze udziat oksydaza lizylowa, ktérej prawidtowe dziatanie zapewnia
obecnos¢ jonéw, miedzi. Podobnie jak w wypadku kolagenu w macie-
rzy zewnatrzkomérkowej przeprowadzana jest reakcja katalizowana
przez ten enzym, a‘w jej/wyniku grupy aminowe lizyny przeksztatcane
sg w grupy aldehydowe: Kiedy cztery reszty lizyny lub allizyny z dwdch
réznych tancuchéw polipeptydowych znajda sie w swoim sasiedztwie,
to w nastepstwie samorzutnych reakcji powstajg poliaminokwasy - de-
smozyna lub izodesmosyna, ktére petnig funkcje wigzan krzyzowych
[34, 39].

Biodegradacja elastyny moze przebiega¢ w dwdch réznych mechani-
zmach: zewnatrz- lub wewnatrzkomorkowo. Zewnatrzkomorkowa de-
gradacja elastyny mozliwa jest dzieki specjalnym enzymom, ktére maja
zdolnos$¢ trawienia nierozpuszczalnej elastyny. Gtownie s3g to elastazy,
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ktére trawig ogolnie wystepujgce w biatkach wigzania peptydowe po-
miedzy matymi aminokwasami (takimi jak: glicyna, alanina czy seryna).
W organizmie wystepuje jednak wiele biatek, w ktérych budowie mozna
wyroéznic takie wigzania, dlatego elastazy, oprocz rozktadu-elastyny; ka-
talizuja tez wiele innych reakcji, a to wptywa na relatywnie powolny roz-
ktad dojrzatej elastyny wewnatrz organizmu [34, 36, 38].

Wptyw na pozakomoérkows degradacje dojrzatej—elastyny-- choc
W znacznie mniejszym stopniu - maja tez metaloproteinazy, ktore zaan-
gazowane sg gtéwne w rozktad kolagenu. Z 26 metaloproteinaz zdolnos¢
rozktadu elastyny maja tylko dwie: MMP-3 oraz MMP-12128, 29, 311].

Elastyna zawarta w skérze w pewnych warunkach moze zosta¢ wchto-
nieta ponownie do fibroblastéw i strawiona we wnetrzu komoérki. Na dro-
dze endocytozy biatko zostaje pochtoniete i trafia do lizosoméw, gdzie
w wyniku eskpozycji na dziatanie kwasnego pH;-jakie panuje w lizoso-
mach, ulega denaturacji i w takiej formie jest trawione poprzez lizosomal-
ne proteazy - np. katepsyne K [40].

Funkcje wtdkien elastynowych w skérze

Elastyna jest biatkiem wyjagtkowo odpornym na rozcigganie, a jej dziata-
nie poréwnuje sie najczesciej do-sprezyny lub gumy. Sie¢ biatka elasty-
nowego w stanie spoczynku przypomina scisnietg sprezyne, ktéra pod
wptywem mechanicznego bodzZea moze sie swobodnie rozciggnac (nawet
do 200%), zachowujac w petni budowe molekularna. Po ustaniu dziatania
tego bodzca wraca ona do swojej pierwotnej postaci. Ponadprzecietna
sprezystosc¢ elastyny sprawia;.ze jej podstawowa rola sprowadza sie do
nadania elastycznosci i sprezystosci tkankom i organom, w ktérych wy-
stepuje w znaczacych ilosciach. Odpowiednia rozciagliwos¢ struktury
ma czesto kluczowe znaczenie dla jej prawidtowego funkcjonowania. Po-
dobnie jest ze skérg - sprezystosc, ktorg gwarantuje prawidtowa budowa
i zawartosé widkien elastynowych, jest bardzo waznym czynnikiem, kto-
ry pomaga skorze spetniac jej podstawowe zadania [35].

W celu lepszego odzwierciedlenia wartosci, jakg ma elastyna zawar-
ta w skérze, warto przyblizy¢ problem elastozy, czyli nagromadzenia sie
duzych ilosci wtékien elastynowych o nieprawidtowej budowie. W wy-
padku elastory dochodzi do degradacji fibryliny, ktéra jest komponentem
witékien sprezystych, w zwigzku z czym traca one swojg strukture, ulega-
ja fragmentacji i nie mogg odgrywac swojej roli. W wygladzie zewnetrz-
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nym objawia sie ona w postaci utraty jedrnosci skory oraz powstajacych
zmarszczek [41, 42].

Whtasciwosci elastyny oraz jej wyjatkowe potaczenie z kolagenem sta-
nowigcym ,rusztowanie” struktury skéry wtasciwej sprawiajg, ze obec-
nos$¢ tego biatka jest fundamentalna dla prawidtowego funkcjonowania
organizmu, a dodatkowo przektada sie na jedrng, zdrowa skére, co pozy-
tywnie wptywa na funkcjonowanie psychiki cztowieka{35, 37, 43].

Podsumowanie

Skéra sktada sie z wielu réznych zwiazkéw, a najwazniejszymi kompo-
nentami biatkowymi sg kolagen i elastyna, ktére naleza do biatek struk-
turalnych i sa produkowane przez komérki naszego organizmu w wielu
réznych strukturach. Biosynteza i biodegradacja kolagenu oraz elastyny
to skomplikowane procesy, ktére nieustannie zachodza w naszym organi-
zmie, a ich wzajemny stosunek decyduje o wytrzymatosci struktury orga-
nizmu (jezeli przewaza biodegradacja, to wytrzymatosc struktury spada).
Do ich prawidtowego przebiegu niezbedny jest caty szereg dodatkowych
zwigzkow takich jak enzymy czy kofaktory, ktére usprawniaja, a wrecz
umozliwiajg przebieg kaskady/reakcji biochemicznych w wyniku ktérych
syntezowane lub degradowane sa-biatka.

Zaréwno kolagen, jak i elastyna wyrézniajg sie w Swiecie biatek budo-
wa molekularng i wtasciwosciami fizykochemicznymi, a w szczegdélnosci
odpornosciag na dziatanie bodZcow mechanicznych, dlatego ich gtéwnym
zdaniem jest chroni¢ tkanki przed uszkodzeniami ze strony czynnikéw
mechanicznych, jednakze nie.jest to ich jedyna rola. Kolagen odgrywa
role m.in. w bliznowaceniu ran, pomaga zapewni¢ odpowiednie srodo-
wisko dla reakgji biochemicznych, a takze gwarantuje integralnos¢ wielu
struktur naszego organizmu.

Powyzsze argumenty bezsprzecznie pokazuja, ze kolageni elastyna to
zwigzki o wyjatkowej budowie i wtasciwosciach, ktére sprawiaja, ze sta-
nowig onhe bardzo wazny element budulcowy catego organizmu, umozli-
wiajac/mu prawidtowe funkcjonowanie.
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Tabela 1. Zawartosc poszczegdlnych aminokwaséw w tarcuchu alfa
na 1000 reszt aminokwasowych [4]
Table 1. Content of individual amino acids in the alpha chain
per 1000 amino acid residues

Aminokwas Liczba reszt na 1000 reszt w tancuchu
Alanina 114,5
Glicyna 3244
Walina 24,5
Leucyna 28,8

Izoleucyna 10,4
Prolina 1251
Fenyloalanina 12,6
Tyrozyna 3,5
Seryna 36,9
Treonina 18,3
Metionina 7,0
Arginina 49,0
Histydyna 54
Lizyna 26,6
Kwas asparaginowy 47,2
Kwas glutaminowy 77,7
Hydroksyprolina 90,9
Hydroksylizyna 59

Zrédto: Wybér W., Zaborski-M. Budowa i wtasciwosci kolagenu oraz zelatyny, Polimery
2000, 45(1): 10-21.
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Tabela 2. Wystepowanie kolagenu i podziat ze wzgledu na jego budowe [13].

Table 2. Occurrence of collagen and division due to its structure

Miejsce wystepowania

Typ kolagenu Rodzina/Podrodzina ST
w organizmie ssaka
Skéra, kosci, wiezadta,
Kolagen | Kolagen fibrylarny éciegna, roRsuid
Kolagen Il Kolagen fibrylarny Chrzastka,.ciato szkliste
Kolagen 1| Kolagen fibrylarny .Sk.ora, haczyn’y, macica,
jelito
Kolagen IV Kolagen niefibrylarny/ ‘ B’ron}/ podstawne (takze
kolagen btony podstawnej | w skérze)
Skéra, kosci, rogowka,
Kolagen V Kolagen fibrylarny fozysko
Kolagen nleﬁbrylarqy/ Skora, naczynia, kosci,
Kolagen VI kolagen tworzacy mi- .
, rogéwka, chrzastka
krowtdkna
Kolagen VI Kolagen nleﬁl?rylarny/ Skora, squ.owka, pepowi-
kolagen kotwiczacy na, owodnia, pecherz
Kolagen pefibrylarny( Skora, mézg, serce, nerki,
Kolagen VIII kolagen tworzacy heksa- . .
"\ naczynia, kosci, chrzastka
gonalne uktady sieciowe
Kolagen niefibrylarny/ Chrzastka, rogéwka, ciato
Kolagen IX kolagen typu FACITs szkliste
Kolagen niefibrylarny/
Kolagen X kolagen tworzacy heksa- | Chrzastka
gonalne uktady sieciowe
Kolagen XI Kolagen fibrylarny Chrzastka, ciato szkliste
Kolagen niefibrylarny/ . L
Kolagen XII kolagen typu FACITs Skéra, chrzastka, Sciegna
Kolagen n!eﬁl:?rylarny/ ko- Skora, miesnie szkieleto-
Kolagen XllI lagen zawierajacy domeny we. oo
transbtonowe MACITs ’
. Skora, naczynia, nerwy,
Kolagen niefibrylarny/ . ’ ’
Kolagen XIV kolagen typu FACITs ok9, §C|egna, chrzastka,
kosci
Kolagen niefibrylarny/ . .
Kolagen XV kolagen typu MULTIPLE- Skora, tozysko, nerka,

XINs

serce, naczynia
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Kolagen niefibrylarny/ Skéra, miesnie gtadkie,
Kolagen XVI kolagen typu FACITs serce, nerki
Kolagen niefibrylarny/ ko-
Kolagen XVII lagen zawierajacy domeny | Skéra
transbtonowe MACITs
Kolagen niefibrylarny/
Kolagen XVIII kolagen typu MULTIPLE- | Watroba,.nerki, ptuca
XINs
Skéra, btony podstawne
Kolagen niefibrylarny/ miesni szkieletowych,
Kolagen XIX kolagen typu FACITs nerki, watroba, prostata,
tozysko
Kolagen niefibrylarny/ .
Kolagen XX kolagen typu FACITs Rogowka
. Serce, naczynia, nerki,
Kolagen XXI Kolagen niefibrylarny/ tozysko, miesnie szkiele-
kolagen typu FACITs
towe
Kolagen niefibrylarny/ .
Kolagen XXII kolagen typu FACITS Potaczenia tkankowe
Kolagen niefibrylarny/ ko-
Kolagen XXIII lagen zawierajacy domeny | Serce, siatkowka
transbtonowe MACITs
Kolagen XXIV Kolagen fibrylarny Kosci, rogowka
Kolagen niefibrylarny/ ko-
Kolagen XXV lagen zawierajacy domeny | Serce, mézg, oko, jadra
transbtonowe MACITs
Kolagen niefibrylarny/ R
Kolagen XXVI Kolagen typu FACITs Jajniki, jadra
Kolagen XXVII Kolagen fibrylarny Chrzastka
Kolagen niefibrylarny/
Kolagen XXVIN kolagen tworzacy mi- Neurony
krowtokna
Kolagen niefibrylarny/
Kolagen XXIX kolagen tworzacy mi- Skoéra
krowtdkna

Zrédto: Brinckmann J., Notbohm H., Miiller P. K., Collagen: Primer in Structure, Proces-

sing and Assembly, Spinger, Berlin, New York 2005.
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Abstract

Halitosis, bad breath or oral malodour-allare;the_synonyms for the same pa-
thology. The definition includes the presence/of halitosis bad breath associated
with the presence of various chemical compounds (mainly volatile sulfur com-
pounds) in exhaled air from the mouth.~The present study characterized the
causes of halitosis with particular regard the various compounds produced in
the mouth.

Furthermore it has been characterized the most commonly used diagno-
stic methods for identification of bad breath. The paper describes organolep-
tic and halimetric method,-gas chromatography, BANA test, determination of
B-galactosidase activity, saliva incubation test, measuring of ammonia con-
centration and the ninhydrin method.

In the description of halitosis treatment the most attention has been focu-
sed on chemicals aiming to masking and/or reducing bad breath. The paper
characterized chemical and mechanical methods of reducing the level of mi-
croorganisms colonizing mouth and provides some examples of uses herbs in
preventing the formation of bad breath.

Key wards
halitosis, diagnostics methods of halitosis, treatment of halitosis, chemical
compounds responsible for halitosis
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Streszczenie

Halitoza, nieswiezy oddech, cuchnacy oddech i wiele podobnych zwro-
téw s3g synonimami tego samego stanu patologicznego. Definicja halito-
zy obejmuje wystepowanie nieprzyjemnego zapachu z ust-zwigzanego
z obecnoscia réznych zwigzkéw chemicznych (przede wszystkim lotnych
zwigzkow siarki) w powietrzu wydychanym z ust.

W niniejszej pracy opisano przyczyny powstawania-halitozy ze szcze-
golnym uwzglednieniem réznych zwigzkdédw chemicznych powstajacych
w jamie ustnej. Ponadto scharakteryzowano najczesciej stosowane me-
tody diagnostyczne wykorzystywane do identyfikacji nieswiezego odde-
chu. Opisano metode organoleptyczng, halimetryczng, chromatografie
gazowa, test BANA, oznaczanie aktywnosci/3-galaktozydazy, test z inku-
bacja sliny, pomiar stezenia amoniaku oraz metode ninhydrynowa.

W opisie terapii halitozy najwiekszg uwage skupiono na zwigzkach
chemicznych maskujacych i/lub redukujgcych nieprzyjemny zapach
z ust. Scharakteryzowano chemiczna.i mechaniczng metode redukc;ji po-
ziomu mikroorganizméw zasiedlajgcych jame ustng oraz przedstawiono
przyktady zastosowania zi6t w zapobieganiu powstawania niesSwiezego
oddechu.

Stowa kluczowe
halitoza, metody diagnostyki halitozy, metody leczenia halitozy, zwigzki
chemiczne odpowiedzialne za halitoze
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1. Wstep
Stan chorobowy zwigzany z obecnoscig nieprzyjemnego zapachu z ust,
znany w medycynie pod nazwa halitoza, to problem dotykajacy ludzi réz-
nych $rodowisk niezaleznie od ptci. W tacinie istnieje kilka.innych termi-
néw odpowiadajacych halitozie m.in. bromopnoe, bromopnoea, fetor ex ore.
W latach 20. ubiegtego stulecia na potrzeby kampanii reklamowej ptynu
do dezynfekcji jamy ustnej wprowadzono pojecie halitozy [1]. Z.czasem
termin ten zostat przyjety w medycynie do okreslenia stanu'chorobowe-
g0 zwigzanego z wystepowaniem nieprzyjemnego zapachu z jamy ustnej.
Obecnie halitoza znana jest dos¢ powszechnie za sprawa medidw, ktére
reklamuja preparaty zapobiegajace lub maskujgce nieswiezy oddech.

Historia medycyny opisuje problem wystepowania nieprzyjemnego
zapachu z ust od niepamietnych czaséw. Hipokrates (460 r. p.n.e. - 377 r.
p.n.e) w celu odswiezenia oddechu zalecat ptukanie’ust ziotami, winem,
zucie anyzku lub nasion kopru [2, 3]. W poczatkach chrzescijanistwa za
grzeszne uwazano osoby z cuchnacym oddechem, a zapach siarki w $re-
dniowieczu kojarzony byt z diabtem. W Ksiedze Hioba mozna znalez¢ cy-
tat, w ktérym opisano stosunek spoteczenistwa do oséb z nieprzyjemnym
zapachem z ust: ,zonie méj oddech niemity i cuchne wtasnym dzieciom”
[19, 17]. Prawo talmudyczne pozwalato na rozwdéd z kobieta, ktérej od-
dech byt nieprzyjemny. Ponadto prawo'to zabraniato odprawiania nabo-
zenstw przez kaptandw, ktorych oddech byt nieswiezy [5]. W hinduizmie
usta sg ,drzwiami wejsciowymi” do ciata i z tego powodu utrzymanie ich
w czystosci jest bardzo wazne. Réwniez w buddyzmie powszechnie zale-
cane byto oczyszczenie ust przez modlitwa [3].

Wystepowanie halitozy moze skutkowaé negatywnymi relacjami
w stosunkach spotecznych i prowadzi¢ do réznych zaburzen afektyw-
nych, a niekiedy nawet do’izolacji spotecznej.

2. Halitoza
Definicja halitozy obejmuje wystepowanie nieprzyjemnego zapachu z ust
zZwigzanego najczesciej z obecnoscig w wydychanym powietrzu lotnych
zwigzkéw siarki.

Miedzynarodowe Towarzystwo ds. Badania Odoru Oddechowego
charakteryzuje trzy gtéwne typy tej choroby: halitoze prawdziwg, pseu-
dohalitoze'i halitofobie (Rys. 1).
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Rysunek 1. Klasyfikacja halitozy wg Murata i wsp:[4]
Figure 1. The classification of halitosis by Murata et al. [4]

Halitoza prawdziwa (fizjologiczna i patologiczna) cechuje sie obecno-
scig nieswiezego oddechu wyczuwalnego zaréwno przez osobe nim do-
tknieta, jak i ludzi znajdujacych sie w jej towarzystwie. Fizjologicznymi
przyczynami nieSwiezego oddechu sg najczesciej procesy gnilne resztek
pokarmow zachodzace w jamie ustnej.~Ten.typ halitozy stanowi mniej
wiecej 90% wszystkich przypadkéw. Wynika to prawdopodobnie ze
wzmozonej aktywnosci metabolicznej bakterii zasiedlajgcych jame ustng
[6]. Z kolei podstawa halitozy patologicznej sg najczesciej zaburzenia pra-
widtowych funkcji tkanek jamy ustnej. Jej przyczynami sg przede wszyst-
kim choroby przyzebia lub préchniea. Zaburzenia prawidtowej funkcji
nerek lub watroby mogg by¢ przyczyna halitozy patologicznej pochodze-
nia pozaustnego [6].

Pseudohalitoze charakteryzuje stan, w ktérym pacjent uskarza sie na
wystepowanie nieprzyjemnego zapachu, ktéry jednak nie jest wyczuwal-
ny dla oséb trzecich. Halitofobia jest z kolei stanem, w ktérym pacjent
poddany wczesniej leczeniu halitozy prawdziwej jest obsesyjnie przeko-
nany, ze nadal ma nieprzyjemny oddech pomimo jakichkolwiek realnych
dowodéw.

Szacuje sie, ze wystepowanie przykrego zapachu z ust jest trzecim
co do czestosci powodem wizyty w gabinecie stomatologicznym zaraz
po prochnicy i chorobach przyzebia [7]. Dane literaturowe wskazuja, ze
czestoséwystepowania nieswiezego oddechu dotyczy nawet 60% popu-
lacji Swiatowej [7, 8]. Ponadto wykazano, ze problem ten czesciej dotyczy
0s6b powyzej 60. roku zycia. Ponadto stwierdzono, ze problemy z zapa-
chem z ust czesciej dotyczg mezczyzn niz kobiet [9]. Réznice te, jak wyka-
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zaty badania ankietowe, wynikajg przede wszystkim z wiekszej staranno-
$ci w utrzymaniu prawidtowej higieny jamy ustnej wsrod kobiet [9].

3. Etiologia halitozy

Jak napisano wczesniej, to problemy stomatologiczne majg najwiekszy
udziat w powstawaniu nieprzyjemnego zapachu z ust. Coraz wieksze
znaczenie w etiologii halitozy przypisuje sie powstawaniu nalotu na je-
zyku. Osad tworzony jest przede wszystkim przez ztuszczajace sie ko-
morki nabtonka, resztki pokarmowe, biatka sliny, kawe, herbate, nikoty-
ne oraz bakterie. Wszystkie wymienione czynniki sg zrédtem procesow
gnilnych i czestg przyczyna przykrego zapachu z ust [10]. Aktywacja
proceséw gnilnych zalezy w duzej mierze od stopnia higieny jamy ust-
nej. Bornstein i wsp. wykazali korelacje pomiedzy obecnoscia nalotu na
jezyku a halitozg [11]. Jak sugerujg doniesienia literaturowe, wystepo-
wanie kamienia nazebnego, przewlekte zapalenie przyzebia, prochnica
oraz przewlekte infekcje nosowo-gardtowe w tym zapalenie migdatkéw
réwniez maja niebagatelne znaczenie w powstawaniu nieprzyjemnego
zapachu[12, 13, 14].

Powstawanie nieswiezego eddechu moze mie¢ rézne podtoze w zalez-
nosci od czynnikéw indukujgcych jeéj powstawanie. Lee i wsp. przedstawi-
li klasyfikacje i etiologie halitozy wynikajaca z miejsca jej powstawania [8]
(Tab. 1).

Tabela 1. Klasyfikacja i etiologia halitozy wg Lee i wsp. [2]
Table 1. Classification'and etiology of halitosis by Lee et al. [2]

Przyczyny egzogenne (charakteryzujace halitoze prawdziwa)

e nieswiezy oddech spowadowany spozywaniem surowej cebuli, czosnku,
przypraw, produktéw mlecznych, piciem alkoholu, paleniem tytoniu,

e nieswiezy oddech wystepujacy rano po przebudzeniu.

Przyczyny endogenne (charakteryzujace halitoze prawdziwg)

e wynikajace z proceséw trawiennych zachodzacych w jamie ustne;j,
e wynikajace z terapii farmakologicznej,

e wynikajace z r6znych choréb organizmu.

Przyczyny-psychiczne

¢’ pseudohalitoza (pacjent odczuwa u siebie nieswiezy oddech, ale nie jest on
wyczuwalny dla innych),

e halitofobia (przesadna obawa przed nieswiezym oddechem).
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Przyczyny powstawania nieswiezego oddechu znajduja sie, jak juz
wczesdniej wspomniano, nie tylko w jamie ustnej. Problem nie$wiezego
oddechu moze powstawac w konsekwencji wielu pozornie niemajacych
zwigzku dolegliwosci ogélnoustrojowych. W tabeli 2 przedstawiono liste
niektérych ogdélnoustrojowych przyczyn sprzyjajacych powstawaniu ha-
litozy [8].

Tabela 2. Ogdlnoustrojowe przyczyny halitozy wg Lee i wsp. [2]
Table 2. Systemic causes of halitosis by Lee et al. [2]

Ogodlnoustrojowe przyczyny nieSwiezego oddechu

wysoka goraczka

infekcja gérnych drég oddechowych

infekcja bakteriami Helicobacter pylori

infekcja uchytka gardtowo-przetykowego

refluks zotagdkowo-przetykowy

zwezenie lub obliteracja w odzwierniku dwunastnicy
niewydolnos¢ watroby (hepaticus fetor)
niewydolnos¢ nerek (koncowe stadium)

cukrzycowa kwasica ketonowa

biataczka

trimethylaminuria - TMAU (zespét zepsutej ryby)
hypermethioninaemia - MET (zaburzenia metabolizmu aminokwaséw)
menstruacja

4. Bakterie odpowiedzialne za halitoze

Najwiekszym siedliskiem bakterii w jamie ustnej jest btona Sluzowa
trzonu jezyka. Jak wynika z doniesien naukowych, bakterie zasiedlaja-
ce tylng czes$¢ jezyka maja szczegdlny udziat w wytwarzaniu substancji
zapachowych [14, 15]. W tabeli 3 przedstawiono wybrane gatunki bak-
terii odpowiedzialne za powstawanie lotnych zwigzkéw siarki w jamie
ustnej.

Z badan naukowych wynika, ze przykry zapach w 90% przypadkow
wywotywany jest przez czynne proteolitycznie beztlenowe bakterie
Gram-ujemne{12, 15]. Wszystkie wymienione w tabeli 3 bakterie
metabolizujg wolne aminokwasy z wytworzeniem lotnych zwigzkéw
siarki.
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5. Zwiazki chemiczne odpowiedzialne za halitoze

Badania dotyczace halitozy wykazaty, ze moze sie do niej przyczyniac ok.
600 zwigzkéw chemicznych. Niemniej tylko kilkanascie z nich~edgrywa
kluczowa role w powstawaniu nieswiezego oddechu (Tab.-4). Odczucie
zapachu, jaki towarzyszy kazdemu z tych zwigzkoéw, jest/zalezne miedzy
innymi od stezenia, a jego ocena jest subiektywna. Won towarzyszaca
niskim stezeniom moze by¢ obojetna, a w niektérych-wypadkach nawet
przyjemna. Z kolei w wysokich stezeniach te same zZwigzki moga sie cha-
rakteryzowacé nieprzyjemnym, cuchngcym fetorem. W tabeli 4 przedsta-
wiono podziat zwigzkdw chemicznych majacych najwiekszy udziat w po-
wstawaniu nieswiezego oddechu [17].

Tabela 4. Lotne zwiazki przyczyniajace sie do powstawania przykrego zapachu z ust
w oparciu Bollen i Beikler [16]

Table 4. The volatile compounds that contribute to make the formation of malodour
based on Bollen.i Beikler [16]

Kategoria Zwiazek

lotne zwiazki siarki (LZS) merkaptan metylowy: CH,SH
siarkowodor: H,S
siarczek metylu: (CH,),S

aminy putrescyna: NH,(CH,),NH,
kadaweryna: NH2(CH2)5NH2
trimetyloamina: N(CH3)3

krétkotancuchowe kwasy kwas mastowy: C;H,COOH
ttuszczowe kwas walerianowy: C,H.COOH
kwas propionowy: C,H.COOH

pochodne fenylu indole: C;H,N
skatole: C,H N
pirydyny: C.H.N

alkohole 1-propoksy-2-propanol

zwiazki azotowe mocznik: (NH,),CO
amoniak: NH,

ciata ketonowe aceton: C,H,O
kwas acetylooctowy: C,H,O,
kwas B-hydroksymastowy: C H.O,
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Lotne zwiazki siarki

Lotne zwiazki siarki charakteryzuje niska masa czgsteczkowa oraz obec-
nos$¢ atomu siarki w strukturze. Ich won najczesciej charakteryzowana
jest jako zapach gotowanej kapusty, zgnitych jaj czy nawet katu [18]. Siar-
kowoddr powstaje w organizmie podczas metabolizmu cysteiny i metio-
niny w procesach enzymatycznych. Redukcja tancuchéw boecznych tych
aminokwasow przy udziale B-syntazy cystationinowejoraz liazy-beta-cy-
stationinowej moze prowadzi¢ do powstania siarkowodoru i merkaptanu
metylowego. Mimo ze stezenia powstajacego siarkewodoru w organi-
zmie nie przekraczajg wartosci mikromolarnych, to jego won jest bardzo
intensywna. Z drugiej strony wykazano, ze siarkowoddér moze mie¢ wta-
sciwosci przeciwutleniajgce i kardioprotekecyjne, rozszerzajgce naczynia
krwionosne [19]. Z kolei inne badania wykazaty, ze siarkowodor poprzez
oddziatywania z neurotransmiterami w mdzgu przyczynia sie do uczucia
zmeczenia, ostabienia pamieci oraz wystepowania zawrotéw gtowy [20].

Aminy
W wyniku dekarboksylacji lizyny i ornityny powstajg w organizmie kada-
weryna i putrescyna. Obie diaminy charakteryzuja sie silnie nieprzyjem-
nym zapachem czesto kojarzonymz wonig rozktadajacych sie zwtok [13].
Nieco odmienng budowa chemiczng charakteryzuje sie trimetyloami-
na powstajaca w przemianachs metabolicznych choliny. W organizmie
0s0b z trimetyloaminurig obserwuje sie podwyzszone stezenie trimety-
loaminy (TMA). Zapach towarzyszacy powstawaniu tego zwigzku okre-
$lany jest mianem ,zespotu odoru rybnego” [15, 21].

Kroétkotancuchowe kwasy ttuszczowe

Krétkotanncuchowe‘kwasy ttuszczowe zawierajg nie wiecej niz osiem
atoméw wegla w tancuchu weglowodorowym. Oprdécz naturalnego wy-
stepowania w organizmie mogg one réwniez powstawac¢ w procesach
metabolicznych lipidéw. Za nieswiezy oddech odpowiedzialne sg gtéwnie
kwasy: propionowy, mastowy oraz walerianowy. Zapach tych zwigzkéw
przypomina won psujacych sie ttuszczéw, np. zjetczatego masta.

Pochodne fenylu
Produktami metabolizmu tryptofanu w organizmie moga by¢ zwigz-
ki zwane indolami lub skatolami. Z chemicznego punktu widzenia s3g to
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pochodne fenylu, ktérych zapach przypomina brudng toalete. Jednym
z takich zwigzkdéw jest pirydyna naturalnie wystepujgca w kosciach. Pier-
scien pirydynowy wystepuje miedzy innymi w budowie witamin.PP i B6
oraz innych zwigzkéw organicznych. Podwyzszony poziom-pirydyny-ob-
serwuje sie u 0sdb z chorobami przyzebia. Jej specyficzny’ kwasny zapach
moze powodowac bdle gtowy, nudnosci i wymioty.

Ciata ketonowe

Do najczesciej wystepujacych ciat ketonowych nalezg aceton, kwas ace-
tylooctowy i kwas B-hydroksymastowy. Zapach tych zwigzkéw kojarzy
sie z wonig wydzielana przez sfermentowane owoce. Ciata ketonowe sg
produktami utleniania kwaséw ttuszczowych powstajgcymi alternatyw-
nie w stosunku do produktéw (3-oksydacji podczas metabolizmu lipidéw.

Zwiazki azotowe

Nadmiar azotu z organizmu usuwany._jest przede wszystkim przez ner-
ki w postaci mocznika. Azot w organizmié pochodzi przede wszystkim
z przemian metabolicznych aminokwaséw oraz rozktadu zasad pirymidy-
nowych do amoniaku i dwutlenku wegla."Mikrobiologiczne ureazy maja
zdolnos$¢ hydrolizy mocznika do_amoniaku i dwutlenku wegla. Podwyz-
szony poziom amoniaku w organizmie’moze skutkowaé wydalaniem go
poprzez skore z potem oraz jame ustng i przyczyniaé sie do powstawania
nieswiezego oddechu.

Alkohole

Metaboliczny rozktad spozywanego alkoholu przez dehydrogenaze al-
koholowa prowadzi do powstawania aldehydu octowego. Nadmiar tego
ostatniego przedostaje sie do ptuc, a nastepnie wydalany jest z wydy-
chanym powietrzem. Zapach z ust towarzyszacy wydychaniu aldehydu
octowego jest najczesciej chwilowy i zanika po jego usunieciu i przywro-
ceniu prawidtowego metabolizmu. Dodatkowo bakterie zasiedlajace
jame ustng posiadajg metaboliczng zdolnos¢ do rozktadu zwigzkdw al-
koholowych, co.réwniez moze prowadzi¢ do powstania nieprzyjemnego
zapachu.



Halitoza - etiologia, metody diagnostyki i leczenie

6. Diagnozowanie nieswiezego zapachu z ust

Nieswiezy oddechu jest dos¢ trudny do diagnozowania, poniewaz wiek-
szos¢ 0sOb jest stabymi sedziami zapachu wtasnego oddechu-i.nie ma
Swiadomosci istnienia tego problemu. W chwili obecnej dostepnych-jest
kilka metod pomiaru substancji lotnych w wydychanym powietrzu, do
ktérych nalezg miedzy innymi: chromatografia gazowa, metoda halime-
tryczna, test BANA (benzoil-DL-arginino-L-naftylamid)-lub inne testy.
Najczesciej jednak na poczatku stosowana jest metoda organoleptyczna
polegajgca na ocenie zapachu z ust przez lekarza stomatologa. W nastep-
nym etapie diagnostyki podejmuje sie badania bardziej szczegdétowe me-
todami obiektywnymi.

Metoda organoleptyczna
Najtatwiejszym, cho¢ subiektywnym sposobem diagnozowania nieswie-
zego oddechu jest metoda organoleptyczna. Polega ona na powolnym
wydychaniu powietrza przez pacjenta, najlepiej przez rurke zapobiegaja-
carozrzedzaniu sie tego powietrza, i ocenie jego zapachu przez badajace-
go eksperta [22]. Bardzo istotnym czynnikiem w tej metodzie jest odleg-
tos¢ z jakiej ekspert dokonuje/oceny zapachu. Sugeruje sie, aby badanie
przeprowadzi¢ w odlegtosci ok..10cm.

Najczesciej stosowana skala intensywnosci zapachu wydychanego
powietrza zostata opracowana przez Rosenberg’a [23]. W tabeli 5 przed-
stawiono system punktowania’intensywnosci zapachu wedtug tej skali.

Tabela 5. Organoleptyczna ocena zapachu wydychanego powietrza
na podstawie pracy Rosenberg’a[23]
Table 5. Organoleptic assessment of the smell of exhaled air
on'the basis of Rosenberg’a [23]

Punkty Ocena
0 zapach niewyczuwalny
{ zapach ledwie wyczuwalny, na progu wyczuwalnosci, trudny do
okredlenia
2 nieznaczny, ale wyraznie wyczuwalny zapach
3 zapach umiarkowany, zdecydowanie wyczuwalny
4 silny nieprzyjemny zapach
5 mocno cuchnacy zapach
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Chromatografia gazowa

Bardzo dobrg technikg umozliwiajaca identyfikacje zwigzkéw chemicz-
nych wystepujacych w wydychanym powietrzu jest chromatografia gazo-
wa. Metoda ta umozliwia doktadne oznaczenie stezenia poszczegdlnych
zwigzkdw oraz ustalenie ich sktadu procentowego. Pozwala na identyfi-
kacje kilkuset réznych zwigzkdéw, niejednokrotnie wykazujacych jedy-
nie niewielkie réznice w budowie chemicznej. Chromatografia-gazowa
jednak rzadko stosowana w diagnostyce ze wzgledu na wysokie koszty.
Wieksze zastosowanie ma jako metoda badawcza.

Metoda halimetryczna

W badaniach nad halitoza szeroko rozpowszechniong, szybka i tatwa do
analizy jest metoda halimetryczna. Halimetr jest urzadzeniem pozwala-
jacym na pomiar stezania lotnych zwigzkow siarki; ktére majg najwiek-
szy udziat w powstawaniu nieswiezego oddechu. Urzadzenie to jednak
podaje catkowity poziom lotnych zwigzkéw siarki bez ich identyfikacji.
Halimetr ponadto nie rejestruje obecnosci innych zwigzkéw odpowie-
dzialnych za halitoze [21]. Pacjent przed badaniem powinien przez ok.
5 minut oddychaé wytacznie przez nos. Nastepnie przez rurke wydycha
powietrze z ust, ktérego sktad'jest'analizowany w detektorze. Natezenie
pradu elektrycznego generowanego podczas reakcji elektrochemicz-
nych zwiagzkéw zawierajacych siarke jest wprost proporcjonalne do ich
stezenia [22, 24]. Wyniki otrzymujemy w jednostkach ppb (parts per bil-
lion), okreslajacych ilos¢ czasteczek zwigzku chemicznego przypadaja-
ca na 1 mld czasteczek rozpuszczalnika. Jak do tej pory brak wyraznych
wytycznych od producentéw halimetréw co do tego, jaka ilos¢ lotnych
zwigzkdéw siarki w wydychanym powietrzu nalezy uznac za halitoze.
W publikacjach naukowych jako dolng granice halitozy przyjeto wartosé
75 ppb [14, 25].

Test BANA

Zasiedlajace jame ustng bakterie Gram-ujemne majg zdolnos¢ syntezy
enzymow odpowiedzialnych za rozktad biatek i kwaséw ttuszczowych
o kroétkich tancuchach weglowodorowych. Wysoki poziom tych bakterii
moze sie przyczyniac do powstawania halitozy. Ich obecno$¢ w jamie ust-
nej moznawykrywac posrednio poprzez oznaczenie obecnosci enzymow
metabolizujacych kwasy ttuszczowe w tescie BANA (benzoil-DL-argini-
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no-L-naftylamid) [22]. Test ten, bardzo tatwy w uzyciu, wykonuje sie na
paskach bibutowych nasgczonych substratem dla enzymoéw. W obecno-
$ci enzymow paski zmieniajg kolor na niebieski. Brak niebieskiego koloru
,0” wskazuje na ujemny wynik testu. Stabo dodatni wynik ;1" charakte-
ryzuje kolor jasnoniebieski, natomiast wynik zdecydowanie pozytywny
»2" charakteryzuje barwa intensywnie niebieska [26]. Stabareakcja enzy-
matyczna (ocena 1) odzwierciedla okoto 10%-10° jednostek tworzacych
kolonie bakteryjne, a silna reakcja enzymatyczna (ocena 2) odzwierciedla
okoto 10° lub wiecej jednostek tworzacych kolonie bakteryjne [26]. Wy-
niki testu BANA pozytywnie koreluja z testem organoleptycznym, nato-
miast z testem halimetrycznym - zdecydowanie stabiej. Powazng wadg
testu BANA jest brak mozliwosci oceny gatunkowej-bakterii [12, 14, 27].

Oznaczanie aktywnosci B-galaktozydazy

[B-galaktozydaza jest enzymem obecnym w $linie, odpowiedzialnym za
proces deglikacji glikoprotein. Proces deglikacji biatek zostat uznany za
jeden z pierwszych etapéw powstawania‘halitozy. Aktywnosc tego en-
zymu mozna tatwo oceni¢ przy uzyciu/chromatografii bibutowej z za-
absorbowanym jego substratem. Podobnie jak w wypadku testu BANA
powstajacy produkt reakcji powoduje zmiane barwy bibuty z bezbarwnej
na niebieska: O - brak zabarwienia; 1 —’kolor jasnoniebieski; 2 - ciemno-
niebieski kolor paska bibuty [28]. Aktywnos$¢ tego enzymu jest wprost
proporcjonalna do poziomu nieswiezego oddechu.

Test z inkubacja sliny

Inkubacja sliny pacjenta z podejrzeniem halitozy odbywa sie w komo-
rze (37°C) zawierajacej 80% azotu, 10% dwutlenku wegla i 10% wodoru
przez kilka godzin."Nastepnie oceny zapachu prébki dokonuje doswiad-
czony ekspert [29]. Na wynik tego badania niewielki wptyw maja czynni-
ki zewnetrzne (palenie papierosow, picie kawy, jedzenie czosnku, cebuli,
stosowanie intensywnie pachnacych kosmetykéw), co jest niewatpliwa
zaletg tej metody. Test z inkubacjg $liny daje bardziej wiarygodne wyniki
anizeli metoda organoleptyczna.

Pomiar stezenia amoniaku
W powstawaniu przykrego zapachu z ust, poza lotnymi zwigzkami siarki,
duzy-udziat ma rowniez poziom amoniaku. Jego stezenie w wydychanym
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powietrzu miesci sie w granicach 50-2000 ppb [30]. Jedna z metod po-
zwalajaca ocenic jego poziom jest analogiczna do testu halimetrycznego.
Podczas badania pacjent wydycha powietrze do rurki, a nastepnie trafia
ono do odpowiedniego detektora. Poziom amoniaku produkowanego
przez bakterie obecne w jamie ustnej odczytywany jest bezposrednio
z detektora na odpowiednim urzadzeniu. Dostepna literatura/nie podaje
dolnej granicy poziomu amoniaku wskazujacej na halitoze.

Metoda ninhydrynowa

Metoda ninhydrynowa pozwala na oznaczenie poziomu amin obecnych
w Slinie pacjenta. Bakterie gnilne zasiedlajace jame ustng majg zdolnosé
do hydrolizy wigzan peptydowych w biatkach. Powstajace wolne amino-
kwasy moga ulega¢ dekarboksylacji, w ktérej wyniku powstajg aminy.
Oznaczenie poziomu niskoczasteczkowych amin-pezwala na okreslenie
halitozy wywotanej obecnoscig bakterii gnilnych w jamie ustnej [29].
W wyniku reakcji ninhydryny z grupami aminowymi powstaja barwne
zwiazki. Ich poziom mozna oznaczyé. spektrofotometrycznie. W bada-
niach dotyczacych oceny nieswiezego oddechu zaobserwowano znacza-
ca korelacje pomiedzy wynikami uzyskanymi metoda ninhydrynows i or-
ganoleptyczna [31].

7. Leczenie halitozy

Pierwszym krokiem po zdiagnozowaniu nieprzyjemnego zapachu z ust
pacjenta jest opracowanie planu leczenia. Leczenie ma na celu wyelimi-
nowanie przyczyn oraz poprawe stanu jamy ustnej. Sformutowano kilka
zasad postepowania podczas leczenia halitozy: 1) doktadna instrukcja
higieny jamy ustnej; 2) usuwanie kamienia nazebnego oraz czyszczenie
jezyka; 3) ptukanie-jamy ustnej; 4) porady dietetyczne; 5) regularne kon-
trole zapachu z ust.

W leczeniu halitozy najwazniejsze jest ustalenie przyczyn oraz ich wy-
eliminowanie. Podczas leczenia zalecane jest unikanie palenia tytoniu oraz
unikanie spozywania pokarméw zawierajacych sktadniki odpowiedzialne
za nieswiezy oddech (czosnek, cebula oraz réznego typu przyprawy itp.).

Produkty maskujace halitoze
Stosowanie dostepnych na rynku produktéw maskujacych nieswiezy od-
dech-nie'rozwigzuje problemu halitozy. Produkty stuzace do maskowania
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halitozy zawierajg zwigzki o przyjemnym smaku i zapachu, jednak efekt ich
dziatania jest bardzo krétkotrwaty. Takie substancje zawieraja pasty do ze-
bdw, spraye, ptyny do ptukania ust czy gumy do zycia. Ich stosowanie po-
zwala wptynaé na lepsze samopoczucie osoby z nieswiezym oddechem{27].

Mechaniczna redukcja mikroorganizméw i ich substratéw

Redukcja ilosci mikroorganizmow odpowiedzialnych za-halitoze' wymaga
duzej samodyscypliny pacjenta. Moze by¢ ona osiggnieta poprzez regu-
larne spozywanie solidnego $niadania (w celu zwiekszenia wydzielania
sliny), czyszczenie zebdw, jezyka, uzywanie wykataczek i nici dentystycz-
nych oraz regularng opieke zdrowotna.

Do najpopularniejszych metod stosowanych w-higienie jamy ustnej
nalezy mycie zebéw. Wykazano, ze szczotkowanie zebdéw i nitkowanie
przestrzeni miedzyzebowych znaczaco sie przyczynia do spadku liczby
bakterii w jamie ustnej [32]. Od pewnego czasu popularng metoda dbato-
sci o czystosc jamy ustnej stato sie réwniez czyszczenie jezyka. Czynnosé
ta ma za zadanie usuniecie z jezyka potencjalnych substratéw procesow
gnilnych [33].

Chemiczna redukcja mikroorganizméw

Podstawowym zadaniem chemicznej terapii halitozy jest zredukowanie
flory bakteryjnej w jamie ustnej: Najczesciej stosowane do tego celu pre-
paraty powinny zawieracspecjalnie opracowane srodki farmakologiczne.
Naleza do nich miedzy innymi: chlorheksydyna, olejki eteryczne, triclo-
san i chlorek cetylopirydyniowy.

Chlorheksydyna ma bardzo szerokie spektrum dziatania - wykazu-
je silny efekt bakteriobojczy w stosunku do bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych, a_takze duza skutecznos$¢ w eliminowaniu zakazen
grzybiczych. Stosowana’jest najczesciej w postaci glukonianu lub octanu.

W leczeniu halitozy stosowane sg rowniez olejki eteryczne w postaci
roztworéw wodno-alkoholowych. W ptynach do ptukania ust stosuje sie
miedzy innymi: tymol, mentol, eukaliptol oraz salicylan metylu. Zwigz-
ki te maja dziatanie bakteriobdjcze, szczegdlnie w stosunku do bakterii
Gram-ujemnych.

Sktadnikiem wielu dostepnych past do zeboéw jest triklosan. Jest on
zwigzkiem'rozpuszczalnym w ttuszczach o bardzo duzej aktywnosci an-
tybakteryjnej w stosunku do bakterii Gram-ujemnych [34].
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Chlorek cetylopirydyniowy jest czwartorzedowym zwigzkiem amo-
niowym o silnym dziataniu antybakteryjnym. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze codzienne ptukanie jamy ustnej dwufazowym ptynem za-
wierajacym chlorek cetylopirydyniowy zmniejsza wystepowanie przy-
krego zapachu z ust w ciggu 6-tygodniowego okresu terapii w poréwna-
niu z wynikami otrzymanymi po zastosowaniu ptynu niezawierajacego
chlorku cetylopirydyniowego [35].

Poza opisanymi dotad istnieje rowniez caty szereg innych zwigzkéw
chemicznych majacych dziatanie bakteriobdjcze. "Wsréd najbardziej
obiecujacych i znajdujacych zastosowanie w redukcji mikroorganizméw
znajduja sie: trifluorometionina oraz kwas dehydroaskorbinowy [27,36].
Trifluorometionina hamuje wzrost bakterii/Porphyromonas gingivalis od-
powiedzialnych za powstawanie merkaptanu metylu, natomiast kwas de-
hydroaskorbinowy wykazuje silne wtasciwosci przeciwutleniajace i po-
woduje spadek poziomu lotnych zwigzkdéw siarki (LZS).

Chemiczna neutralizacja zwigzkéw odpowiedzialnych za halitoze
Chemiczna neutralizacja nieSwiezego eddechu polega gtéwnie na sto-
sowaniu substancji czynnych/reagujacych z lotnymi zwigzkami siarki
lub innymi zwigzkami powodujgeymi halitoze z wytworzeniem zwigz-
kéw bezwonnych. Zwigzki chemiczne zawarte w pastach do zebdw,
ptynach do ptukania jamy ustnej, drazetkach moga spetniaé te funkcje.
W tych produktach zawarte sg rézne utleniacze i/lub jony metali. Jony
cynku, sodu, cyny czy magnezu bardzo tatwo wchodza w interakcje z jo-
nami siarki, co prowadzi do-powstania bezwonnych, nierozpuszczal-
nych siarczkéw.

Bardzo uzyteczne'w leczeniu halitozy sg sole cynku, ktére charak-
teryzuja sie niska toksycznoscia, a ponadto nie powodujg przebarwien
zebow. Wykazano, ze zastosowanie 1-proc. roztworu octanu cynku zna-
czaco wptywato na redukcje lotnych zwigzkdw siarki w jamie ustnej [37].
Ponadto do leczenia halitozy z duzym powodzeniem mozna zastosowac
chlorek cynku, cytrynian cynku oraz azotan cynku [38]. W wypadku tego
typu terapii dyskomfort powoduje jednak metaliczny posmak, ktéry moz-
na‘neutralizowac¢ srodkami maskujacymi. Obecnie prowadzone badania
skupiaja sie w duzej mierze nad taczeniem réznych zwigzkéw chemicz-
nych w celu uzyskania ich wieloptaszczyznowego dziatania, a tym samym
wiekszej skutecznosci w leczeniu halitozy [27].
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W Ameryce Pétnocnej i w Japonii do neutralizacji nieprzyjemnego
zapachu z ust stosowany jest wodoroweglanu sodu (soda oczyszczona).
Wykazano, ze pasty do zebéw zawierajgce powyzej 20% sody znaczaco
sie przyczyniajg do obnizenia skutkéw halitozy [36].

Bardzo silnym utleniaczem o aktywnosci bakteriobdjczej jjest nad-
tlenek wodoru. Reakcja pomiedzy nadtlenkiem wodoru a zwigzkami za-
wierajacymi siarke powoduje utlenianie tych ostatnich.-Wykazano istot-
ny spadek poziomu lotnych zwigzkdéw siarki w grupie 10 wolontariuszy,
u ktérych do mycia zebéw zastosowano paste zawierajacg 0,67% nad-
tlenku wodoru i 5,48% wodoroweglanu sodu. Badania te jednak nie wy-
kazaty, ktoéry ze sktadnikdéw miat wiekszy udziat w neutralizacji lotnych
zwigzkow siarki [27].

Zastosowanie ziot w zapobieganiu powstawania nieprzyjemnego oddechu
Istnieje wiele, mniej lub bardziej skutecznych metod jego tagodzenia lub
leczenia nieprzyjemnego zapachu z ust. Wykazano, ze zucie lici pieprzu
zuwnego (Piper betel) moze powodowac redukcje merkaptanu metylu, po-
niewaz zawarte w lisciach tej rosliny zwigzki fenolowe majg wtasciwosci
przeciwbakteryjne [39]. Zwigzki fenolowe. takie jak katechiny i reswera-
trol réwniez wykazujg wtasciwosciprzeciwbakteryjne, przez co wptywaja
na redukcje nieswiezego oddechu. Zaréwno katechiny, resweratrol, jak
i kwas fitynowy zostaty wyekstrahowane miedzy innymi z lukrecji (Glycyr-
rhiza lepidota), kamelii (Camellia spp.), akacji (Acacia catechu), rdestu (Poly-
gonum spp.), mitorzebu japonskiego (Ginkgo biloba), bodziszku (Geranium),
lawendy (Lavandula angustifolia) i wielu innych roslin [40]. Wiele z tych
ekstraktow czesto'staje sie sktadnikiem past do zebdw.

8. Podsumowanie
Pomimo szerokich badan dotyczacych przyczyn nieswiezego oddechu
oraz metod jego leczenia problem ten jest wcigz bardzo aktualny.

W XXI w., gdzie troska o prawidtowg higiene jamy ustnej jest nieod-
tacznym elementem codziennego zycia, wystepowanie halitozy moze
nies¢ ze soba bardzo powazne konsekwencje spoteczne prowadzace do
wykluczen $rodowiskowych, a niekiedy nawet do depresji. Z tego po-
wodu badania skupiajace sie na przyczynach nieswiezego oddechu oraz
metodach zapobiegania mu s3 ciggle bardzo aktualne i potrzebne w celu
podneszenia komfortu zycia pacjentéw dotknietych halitoza.
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