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W ostatnim dziesiecioleciu duzym zaintere-
sowaniem zaczela sie cieszy¢ teoria wskazujaca
na znaczgcy wplyw na zdrowie czlowieka r6znych
mikroorganizméw — bakterii, wiruséw i grzybow
zasiedlajacych jego organizm. Zainteresowanie to
wzielo sig z prac nad genomem ludzkim, podczas
ktorych stwierdzono, ze w organizmie czlowieka
znajdujg sig genomy licznych mikroorganizmow,
dotychczas nieznanych lub takich, ktérych nie
mozna wyhodowaé przy zastosowaniu klasycz-
nych metod identyfikacji bakterii sformutowa-
nych jeszcze w XIX wieku przez Kocha [1].

Co ciekawsze, okazalo sig, ze supergenom
czlowieka sktada sig nie tylko z genéw ludzkich,
ktére stanowig zaledwie 1% catosci, ale tez z ge-
néw mikroorganizméw zasiedlajacych nasz orga-
nizm (zwanych mikrobiomem), stanowiacych 99%
calosci. Szacuje sie, ze liczba genéw bakteryjnych
w organizmie czlowieka jest 50—100 razy wigksza
niz liczba gen6éw jego wlasnego genomu [2].

Od tej pory zaczeto organizm czlowieka
i zasiedlajgce go mikroorganizmy postrzegac
jako zlozony ekosystem, bedacy w chwiejnej
ré6wnowadze. Moze on bowiem odpowiadad
zar6wno za zdrowie, jak i — przy wystepowaniu
dysbiozy — za liczne patologie i przewlekle cho-
roby zapalne.

W celu zbadania mikrobiomu czlowieka
powstaly potezne programy badawcze w Sta-
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nach Zjednoczonych i w Europie. Amerykanski
program Human Microbiome Project zostatl za-
poczatkowany w 2007 roku przez National In-
stitutes of Health (Narodowe Instytuty Zdrowia)
i zaktada scharakteryzowanie ludzkiego mikro-
biomu na poziomie sekwencji nukleotydowej
calego genomowego DNA populacji hodowla-
nych i niehodowanych mikroorganizmoéw czto-
wieka (metagenom), sekwencji nukleotydowe;j
catkowitego mitochondrialnego RNA (mRNA)
(metatranskryptomu), syntetyzowanych biatek
bakteryjnych (metaproteomu) oraz produktéw
metabolizmu (metabolomu) [3]. Projekt zaktada
pobranie prébek z 5 lokalizacji: przewodu po-
karmowego (badanie katu), skéry, nosa i jamy
ustnej (wymazy), uktadu moczowo-plciowego
(wymazy z pochwy) u 250 ochotnikéw [2].
W ramach europejskiego programu European
Metagemics of the human gastrointestinal tract
(Meta-Hit) bada sie mikrobiom uktadu pokarmo-
wego [4].

Dopiero od niedawna rozszerzono badania
o uktad oddechowy. Nowy projekt Narodowego
Instytutu Serca, Pluc i Krwi (NHLBI) z 2011 roku
zaktada zbadanie mikrobiomu uktadu oddecho-
wego u 0s6b zdrowych i zakazonych wirusem HIV
(Lung HIV Microbiome Project) [5].

Dotychczas uwazano, ze u zdrowych oséb
uklad oddechowy znajdujacy sie ponizej krtani
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Tabela 1. Najczesciej stosowane metody genetyczne
w badaniach mikrobiomu uktadu oddechowego

Table 1. Most frequent genetical methods used in respi-
ratory microbiome research

Metoda

Elektroforeza w zelu w gradiencie czynnika
denaturujacego lub temperatury

Skrét nazwy
DGGE lub TGGE

T-RFLP Polimorfizm dtugosci terminalnych

fragmentdw restrykcyjnych
Clone libraries Biblioteki klonéw (genomowe)

454-Pyrosequen-
cing

Pirosekwencjonowanie metoda 454

MiSeq Sekwencjonowanie nastepnej generacji na
platformie MiSeq

jest jatowy. Wynikato to z braku mozliwosci wyho-
dowania bakterii z tego obszaru. Obecnie, w dobie
molekularnej identyfikacji bakterii na podstawie
unikalnej sekwencji 16S rRNA okazuje sie, ze
w dolnych drogach oddechowych mozna wykry¢
réznorodne bakterie, a gatunki je zasiedlajace
r6znig sie od flory gérnych drég oddechowych.
Mikrobiom zdrowego czlowieka rézni sie zas od
mikrobiomu chorego na rézne choroby uktadu
oddechowego.

W opublikowanych w ostatnich latach pra-
cach pogladowych opisano liczne metody mole-
kularnej identyfikacji mikroorganizméw w ptu-
cach (tab. 1). Nie ustalono dotychczas ,zlotego
standardu” wykonywanych badan.

Pierwsze prace badajace mikrobiom ukladu
oddechowego pojawily sie w 2010 roku. Poczgtko-
wo badania koncentrowaly sie na chorych na mu-
kowiscydoze, astme oraz na zdrowych ochotnikach
palacych i niepalacych tyton. W kolejnych latach
badano chorych na POChP, chorych po przeszcze-
pieniu pluc, chorych na rozstrzenia oskrzeli oraz
ostatnio — na choroby sr6dmiazszowe.

Badane grupy byly zazwyczaj nieliczne. Naj-
czesciej badano pojedynczych chorych z danym
rozpoznaniem, a wyniki poréwnywano z osobami
zdrowymi, stanowigcymi grupe kontrolng.

Od samego poczatku istnialy trudnosci
w technice pobrania materialu do badan z dol-
nego odcinka uktadu oddechowego. Wymagaja
one bardziej inwazyjnej techniki (zwigzanej
z wykonaniem badania bronchofiberoskopowe-
go i ew. plukania oskrzelowo-ptucnego [BAL,
bronchoalveolar lavage]) niz wymazy pobierane
z gornych drég oddechowych czy innych okolic
ciala badanych w projekcie Human Mikrobiome
Project. Ponadto, istnieja trudno$ci w zabezpie-

czeniu materialu z dolnych drég oddechowych
przed kontaminacja florg bakteryjng z jamy ustne;j.

Z tego powodu autorzy badajacy mikrobiom
pluc wykorzystywali technike pobierania materiatu
z kolejnych odcinkéw ukladu oddechowego za
pomocg dwoéch bronchofiberoskopéw: jednym
pobierano prébki z jamy ustnej oraz nosowo-
gardtowej. Drugi stuzyt do pobrania materiatu
z dr6g oddechowych ponizej krtani za pomocg
chronionej szczoteczki oraz wykonania BAL.
Kazde pobranie materiatlu byto poprzedzone ba-
daniem popluczyn uzyskiwanych z czyszczenia
bronchoskopu, a dodatkowo badano materiat
genetyczny bakterii znajdujacych sig w ptynie
do ptukania bronchoskopu [7].

Ta skomplikowana technika miata na celu
zapobiezenie kontaminacji prébek pobieranych
z r6znych odcinkéw ukladu oddechowego. Na
podstawie pierwszych badan okazalo sie, ze
w dolnych drogach oddechowych mozna wykry¢
material genetyczny wielu bakterii, oraz ze tylko
cze$¢ z tych szczepow wystepuje zaré6wno w dol-
nych, jak i gérnych drogach oddechowych [7].

W przelomowych badaniach nad mikrobio-
mem dolnego odcinka ukladu oddechowego,
opublikowanych w 2011 roku [8] wykonano BAL
u zdrowych oséb palacych (n = 7) i niepalagcych
(n = 3), u chorych na POChP (n = 4) oraz badano
mikrobiom w usunietych podczas transplantacji
plucach (u 6 oséb), pobierajac wycinki z kazde-
go wycietego ptata. Okazato sie, na podstawie
badania 16S qPCR, ze w kazdym BAL wykryto
material genetyczny bakterii, a kazda osoba mia-
ta inny, wlasciwy sobie mikrobiom. Najczesciej
bakterie nalezaty do rodzajéw: Protebacteria, Fir-
micutes, Bacteroidetes i Fusobacteria i gatunkéw:
Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella, Fusobac-
terium — u ponad 75% badanych, a Veilonella,
Haemophilus i Porphyromonas — u ponad 50%
badanych. Bakterie te wystepowaly u zdrowych
0s6b palacych, niepalgcych oraz dwoch chorych
na umiarkowang POChP. W materiale pobranym od
chorych na ciezkg POChP poddanych transplan-
tacji stwierdzono podobne gatunki bakterii jak w
BAL, co pozwolilo na wykluczenie kontaminacji
zwigzanej z wprowadzeniem bronchoskopu. Wy-
jatkowym znaleziskiem byto stwierdzenie istnienia
odrebnego mikrobiomu w wycinkach z poszcze-
gblnych platéw pluca u tego samego chorego.
W kazdej z badanych grup znalazly sie osoby ze
zmniejszong r6znorodnoscig wystepujacych bak-
terii. W kilku przypadkach znaleziono bakterie
nalezgce wylacznie do rodzaju Protebacteria oraz
gatunku Pseudomonas, ktére jako pojedyncze
wystepowaly u badanych oséb [8].
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Réwniez Cabrera-Rubio i wsp. [9] w badaniu
szeSciu chorych na umiarkowang POChP w sta-
bilnym okresie choroby, bez cech zakazenia, wy-
kazali, ze mikrobiom gérnych dr6g oddechowych
badany w plwocinie i aspiracie oskrzelowym
r6zni sig od mikrobiomu dolnego drzewa oskrze-
lowego badanego za pomoca BAL oraz biops;ji §lu-
zowki oskrzeli. Mikrobiom w prébkach z dolnych
partii drzewa oskrzelowego wykazywal wigkszg
réznorodno$é¢ w poré6wnaniu z probkami z gor-
nych drég oddechowych, a bakterie najczesciej
nalezaly do rodzajéw Proteobacteria, Bacteroidia,
Actinobacteria i Firmicutes, opisywanych u oséb
zdrowych. W badanych prébkach najczesciej
wystepowaly bakterie z rodziny Streptococcus,
Prevotella, Fusobacterium i Neisseria, r6wniez
opisywane u 0s6b zdrowych, natomiast nadmier-
nie reprezentowane bylty Moraxella, Haemophilus
(nalezace do rodzaju Proteobacteria) oraz Acineto-
bacter charakterystyczne dla chorych na POChP.

Kolejne istotne wieloo§rodkowe badania wy-
konano w ramach projektu NHLBI w duzej grupie
64 zdrowych oséb palgcych i niepalacych [10].
Poré6wnywano mikrobiom jamy ustnej z mikrobio-
mem pluc. Sekwencjonowanie DNA wykonywano
na podstawie primeréw dla 2 czulych regionéw
V1-3 oraz V3-5. Starano sie uzyskaé¢ probki
z dolnych drég oddechowych z uniknieciem
kontaminacji z jamy ustnej. Wykazano, ze poza
wsp6lng dla gérnego i dolnego odcinka drég
oddechowych flora bakteryjna, istnieja bakterie
zasiedlajace wyltacznie dolne drogi oddechowe,
ktérych obecnosci nie wykazano w gérnych dro-
gach oddechowych. Na florg bakteryjng w jamie
ustnej, w odréznieniu od ptuc, wpltyw wywierat
nalég palenia. Mikrobiom jamy ustnej byt ré6zny
u os6b palacych i niepalacych [10].

Badania Hilty i wsp. [11] przeprowadzone
u 43 0s6b wykazaly obecnosé ponad 5 tysiecy se-
kwencji bakteryjnego 16S rRNA. Drzewo oskrze-
lowe nie bylo sterylne i zawieralo przecigtnie
ponad 2 tysigce genoméw bakterii na centymetr
kwadratowy badanej powierzchni. Chorzy na
astme i POChP mieli znacznie wigcej materialu
genetycznego bakterii z rodzaju Proteobacteria
(a zwlaszcza Haemophilus spp) w poréwnaniu
ze zdrowymi osobami. Z kolei badania Huang
iwsp. [12] wyodrebnily gatunki bakterii zwigzane
z nadreaktywnoscig oskrzeli w astmie.

Bardzo ciekawa praca dotyczaca 8 chorych na
POChP badanych w trakcie cigzkiego zaostrzenia
choroby wymagajacego mechanicznej wenty-
lacji i antybiotykoterapii wykazala rézne ilosci
materiatu genetycznego bakterii u poszczegdl-
nych chorych [13]. Znaleziono bakterie bedace

znanymi patogenami, chociaz poprzednio nie
byly wigzane z POChP. U wszystkich chorych
wykazano 75 szczep6éw bakterii stanowigcych
wspblny ,rdzen”, a nalezacych do 27 rodzin
bakterii. Do rdzennych bakterii nalezaly miedzy
innymi Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae,
Campylobacteraceae i Helicobacteraceae. Ponad-
to, u wszystkich wykryto bakterie o potencjale
patogennym: Arcobacter cryaerophilus, Brevun-
dimonas diminuta, Leptospira interrogans oraz
P aeruginosa. Wydaje sie, ze u takich chorych
zakazenie ma charakter wieloszczepowy, a mimo
stosowania antybiotykéw, w dolnych drogach od-
dechowych nadal mozna wykry¢ wiele gatunkéw
bakterii za pomoca badan molekularnych.

W innej pracy badajacej ilosciowe wystepo-
wanie bakterii oraz r6znorodno$¢ mikrobiomu na
podstawie badan molekularnych wycinkéw ptuc
pobranych operacyjnie od oséb palacych, nie-
palacych, chorych na ciezka posta¢ POChP oraz
chorych na mukowiscydoze (w kazdej grupie byto
8 0s6b) stwierdzono, Ze liczebnos¢ bakterii byta
najwieksza w mukowiscydozie, przy jednoczesnej
najmniejszej r6znorodnosci flory bakteryjnej w tej
grupie chorych [14].

Liczne rodziny bakterii zostaly wykryte w pl-
wocinie chorych na mukowiscydoze w okresie
zaostrzenia choroby za pomocg badan molekular-
nych catkowitego DNA. Co ciekawe, dotyczylo to
zwlaszcza bakterii beztlenowych [15].

Pojawilo sie kilka prac nad mikrobiomem
wystepujacym w plucach usunietych podczas
przeszczepiania. Okazato sig, ze w r6znych lo-
kalizacjach jednego ptuca moze wystepowaé
odmienna flora bakteryjna [8]. Inne badania do-
tyczyly mikrobiomu przeszczepdéw [16]. Okazalo
sie, ze w BAL wykonywanym w przeszczepionych
plucach znajdowano wiecej kopii bakteryjnego
16S TRNA w poréwnaniu z BAL u 0s6b zdrowych,
oraz ze te zwigkszone ilosci bakterii wystepowaty
niezaleznie od pierwotnego rozpoznania kwalifi-
kujacego do przeszczepienia. Statym zjawiskiem
byto jednak zmniejszenie réznorodnosci flory bak-
teryjnej wystepujacej w przeszczepieniach [16].

Kolejne badania rozszerzono o inne choroby
uktadu oddechowego. Badano mikrobiom cho-
rych na gruzlice, rozstrzenie oskrzeli, choroby
s§r6dmiagzszowe.

W badaniu 22 chorych na gruzlice wykryto
metodg sekwencjonowania 16S rRNA materiat
genetyczny pratkéw ale réwniez licznych bak-
terii z rodziny Actinobacteria, Bacterioidetes,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria i innych,
podobnie jak u 14 zdrowych os6b. Te 5 rodza-
jow bakterii stanowily ponad 98% mikrobiomu.
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U chorych przewazaly Proteobacteria i Bactero-
idetes, a u zdrowych Firmicutes. Wzgledna réz-
norodnos¢ flory bakteryjnej chorych i zdrowych
byta podobna. We wnioskach autorzy zwracajg
uwage na mozliwy wplyw mikroflory na pato-
geneze i rozwdj gruzlicy oraz na potencjalng ich
role w leczeniu [17].

Badanie mikrobiomu chorych na rozstrzenie
oskrzeli wykazato brak r6znic w réznorodnosci
szczepow zasiedlajacych pluca w okresie stabil-
nym i podczas zaostrzenia. W pracy tej zbadano
40 chorych w stanie stabilnym i 14 w okresie
zaostrzenia, wykonujac jednoczasowo hodowle
plwociny w kierunku bakterii tlenowych i beztle-
nowych oraz badanie genetyczne. Najczestszymi
wyhodowanymi bakteriami byly: Pseudomonas
aeruginosa (n = 10 chorych), Haemophilus influ-
enzae (n = 12), Prevotella (n = 18) i Veillonella
(n = 13). Za pomocg pirosekwencjonowania
wykryto ponad 150 000 sekwencji, reprezentu-
jacych 113 okre$lonych mikroorganizméw. Duzg
zgodno$¢ miedzy wynikami obu metod stwier-
dzono dla wyhodowanych bakterii tlenowych
(np. P aeruginosa), a gorsze dla bakterii beztle-
nowych, ktére wykrywano przede wszystkim za
pomoca sekwencjonowania. Leczenie zaostrzenia
choroby antybiotykami nie wplynelo na liczbg
mikroorganizméw, zaobserwowano niewielkie
zmiany w dystrybucji mikroorganizméw. Auto-
rzy sugeruja, ze zmiany w sktadzie mikrobiomu
nie wplywaja na zaostrzenie procesu zapalnego
u chorych na rozstrzenia oskrzeli [18].

Dotychczas ukazata sie jedna publikacja opisu-
jacamikrobiom w chorobach sr6dmigzszowych [19].
Zbadano wymazy z nosogardta oraz BAL u 18
chorych (5 na samoistne wiéknienie pluc, 5 na
inne choroby srédmigzszowe [choroby tkanki
tacznej, choroby zawodowe, kwasochtonne zapa-
lenie ptuc] i 6 na sarkoidoze) oraz u dwéch grup
kontrolnych: 6 chorych z zaburzeniami immu-
nologicznymi i pneumocystozowym zapaleniem
pluc oraz 9 zdrowych oséb. Wykluczono osoby
z niedawnym zakazeniem uktadu oddechowego,
HIV-pozytywne oraz leczone antybiotykami. Ba-
danie molekularne polegato na ultra-gtebokim
sekwencjonowaniu genu 16S rRNA. U wiekszo-
$ci (90%) badanych stwierdzono Prevotellaceae,
Streptococcaceae i Acidaminococcaceae, bez
istotnych réznic w pieciu badanych grupach.
U 7 os6b stwierdzono istotne zréznicowanie
flory bakteryjnej w gérnych i dolnych drogach
oddechowych, co wedlug autoré6w moze poméc
w leczeniu indywidualnych pacjentéw [19].

Ostatnio przeprowadzone badania u os6b
starszych, rezydentéw domoéw opieki zdrowotnej,

wykazaly wyrazny zanik r6znic miedzy sktadem
flory bakteryjnej znajdujaca sie w przedniej cze-
$ci nosa oraz w nosogardle, w odréznieniu do
istotnych ré6znic wystepujacych u zdrowych oséb
dorostych [20]. Taka dysbioza moze usposabiac
w opinii autoréw do czestszych zakazen ukladu
oddechowego obserwowanych u oséb starszych.

W badaniach 9 chorych na POChP i 9 os6b
zdrowych, Zakharkina i wsp. [21] wykazali duzg
liczebnosé¢ i indywidualng ré6znorodnosé szcze-
poéw bakteryjnych zasiedlajacych uktad odde-
chowy. Wynik badania drzewa filogenetycznego
wskazywal jednak na istnienie podstawowego mi-
krobiomu u wszystkich badanych oraz szczep6w
bakterii wystepujacych wytacznie u zdrowych lub
wylacznie u chorych.

Molyneaux i wsp. [22] badali sktad mikro-
biomu u zdrowych i chorych na POChP po labo-
ratoryjnym zakazeniu wirusem RSV. Okazalo sie,
ze sktad mikrobiomu nie zmienit sie u zdrowych
podczas 42 dni obserwacji, natomiast u chorych
po 15 dniach od zakazenia doszlo do wzro-
stu rodziny Proteobacteria, co moze tlumaczyé
sklonnoé¢ do zakazenia bakteryjnego po infekcji
wirusowej w POChP.

Ciekawa obserwacje przedstawili Biesbroek
i wsp. [23] obserwujacy zmiany w skladzie mi-
krobiomu niemowlat zaszczepionych skonjungo-
wang siedmiowalentng szczepionka przeciwko
pneumokokom. Okazalo sie, Ze po 12 miesigcach
od szczepienia, w mikrobiomie dzieci zaszcze-
pionych (n = 97) zmniejszyl sie udziat szczepow
pneumokokéw o te zawarte w szczepionce, nato-
miast zwiekszyl sie udziat szczepu Haemophilus,
w poréwnaniu z nieszczepionymi (n = 101).
Zmiany te utrzymywaly sie do 24 miesigcy po
szczepieniu, nie byly juz jednak tak silnie wyrazo-
ne. Badania te zwracajg uwage na fakt, ze wszelkie
interwencje medyczne mogg zaburzy¢ chwiejng
ré6wnowage mikrobiomu czlowieka.

W miarg postepu wiedzy na temat znacze-
nia metagenomu czlowieka i jego wzajemnych
interakcji zaczely powstawac hipotezy wigzace
choroby, zaréwno infekcyjne, jak i nieinfekcyjne
oraz przewlekle, z r6wnowaga istniejaca miedzy
organizmem ludzkim i zasiedlajacymi je drobno-
ustrojami. Nieznane jest dotychczas pochodzenie
mikrobiomu ukladu oddechowego. Zrédlami
kolonizacji ptuc moze by¢ otaczajace srodowisko,
bakterie przewodu pokarmowego oraz nosogar-
dla. W stanie zdrowia istnieje duza réznorod-
nosc¢ flory bakteryjnej zapewniajgca homeostaze.
W chorobie dochodzi natomiast do zmniejszenia
tej r6znorodnosci i zaburzen proporcji miedzy
poszczegblnymi gatunkami bakterii. Zazwyczaj
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wzrasta iloé¢ bakterii rodzaju Proteobacteriaceae.
W astmie i POChP obserwuje sie réwniez zwiek-
szenie proporcji gatunku Streptococcus z rodzaju
Firmicutes [24].

Podsumowanie

Do niedawna sgdzono, ze dolne drogi odde-
chowe czlowieka sg jalowe. Badania ostatnich
lat niewatpliwie podwazaja takie stanowisko.
Za pomoca badan molekularnych znaleziono
w dolnych ptucach zdrowych ludzi geny wielu
réznorodnych rodzin bakterii. Wiekszo$¢ z nich
byla dotychczas niedostepna dla hodowli, a nie-
ktére z nich byly nieznane. Badania wskazuja
réwniez, ze mikrobiom chorych rézni sie istotnie
od 0séb zdrowych, oraz ze odgrywa on istotng rolg
w wielu chorobach przewlektych o etiologii, jak
dotychczas sadzono, niezapalnej. Prowadzenie
dalszych badan nie tylko nad skladem mikrobio-
mu, ale réwniez badan eksperymentalnych moze
istotnie wplynaé¢ na inne spojrzenie na etiologie
i patogeneze wielu choréb. Ta nowa dziedzina
nauki moze mie¢ przelomowe znaczenie dla le-
czenia wielu choréb cywilizacyjnych.
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