Anestezjologia i Ratownictwo 2011; 5: 11-16

Nauka praktyce / Science for medical practice

ARTYKUL ORYGINALNY/ORIGINAL PAPER
Otrzymano/Submitted: 05.12.2010 « Poprawiono/Corrected: 14.03.2011 « Zaakceptowano/Accepted: 15.03.2011
© Akademia Medycyny

Przewlekta kolonizacja drzewa oskrzelowego
u dorostych chorych na mukowiscydoze

Bronchial tree colonization in cystic fibrosis
adult patients

Tomasz Piorunek, Szczepan Cofta, Joanna Gozdzik,

Halina Batura-Gabryel

Katedra i Klinika Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej, Uniwersytet
Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Streszczenie

Wstep. Mukowiscydoza - zwléknienie torbielowate (cystic fibrosis - CF) jest najczesciej wystepujaca chorobg
genetyczng rasy bialej, wywolang mutacja pojedynczego genu, dziedziczona w sposob autosomalny recesywny,
prowadzacg do przedwczesnej $mierci. Przyczyng choroby sa mutacje genu zlokalizowanego na dtugim ramieniu
7 chromosomu kodujacego biatko CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). Prowadzi to w kon-
sekwencji do zaburzen transportu sodu oraz wody i gromadzenia si¢ w drogach oddechowych gestego, lepkiego
$luzu. W nastepstwie dochodzi do stalej kolonizacji drég oddechowych drobnoustrojami, pdzniej do rozwoju
przewleklego zakazenia i postepujacego uszkodzenia uktadu oddechowego. Material i metody. Badania przepro-
wadzono na grupie 33 dorostych w wieku od 18 do 38 lat chorujacych na mukowiscydoze, w tym 17 kobiet i 16
mezczyzn, hospitalizowanych z powodu zaostrzenia choroby oskrzelowo-ptucnej. Bronchofiberoskopie z pobraniem
wycinkéw do badania histopatologicznego i ptukaniem oskrzelowo-pecherzykowym (BAL - bronchoalveolar lavage)
przeprowadzono przy wykorzystaniu toru wizyjnego firmy Pentax. Diagnostyka mikrobiologiczna prowadzona
byta zgodnie z obowigzujacymi procedurami. Wyniki. Kolonizacja drzewa oskrzelowego u poszczegoélnych doro-
stych chorych byla zréznicowana. W badaniach mikrobiologicznych materiatu uzyskanego z BAL wyhodowano
drobnoustroje sklasyfikowane do 13 réznych gatunkéw. Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus zostaty
wykryte u 1/3 chorych. Ich rola w rozwoju przewlektego zakazenia prowadzaca do uszkodzenia i niewydolnosci
uktadu oddechowego jest dobrze znana. Znaczenie zakazenia innymi patogenami w przebiegu mukowiscydozy
nie zostato do konica wyjasnione. Anestezjologia i Ratownictwo 2011; 5: 11-16.

Stowa kluczowe: mukowiscydoza, bronchofiberoskopia, kolonizacja uktadu oddechowego

Abstract

Background. Cystic fibrosis (CF) is the most common single-gene related disease in Caucasians with auto-
somal recessive trait of inheritance. The basic abnormality was established as mutation of the gene encoding
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) protein located on the long arm of chromosome 7.
CFTR protein is present on the apical surface of cells in exocrine glands. Finally the ducts of exocrine glands are
plugged by accumulation of viscous and dehydrated mucus. Then as for instance in bronchial tree occurs bacte-
rial colonization. Material and methods. Recurrent respiratory tract infection due to bacterial pathogens is the
main cause of progressive pulmonary damage leading to pulmonary failure in cystic fibrosis (CF) patients. The
studies were performed on 33 cystic fibrosis (CF) adult patients with exacerbation, aged 18-38 years (17 females
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and 16 males). Fibreoptic bronchoscopy (Pentax) was performed in all patients and segmental bronchi samples of
mucous membrane and broncho-alveolar laveage were taken. Identification of patogens was performed using the
standard protocol. Results. Thirteen various microorganisms was detected in bronchial tree. Pseudomonas aeru-
ginosa i Staphylococcus aureus were found in 1/3 of patients with CF exacerbation. These patogens are well known
cause of the most prevalent and severe chronic lung infection and are the main cause of progressive pulmonary
damage leading to pulmonary failure in patients with CF. The role of others pathogens infection in the course of
CF is not exactly explained. Anestezjologia i Ratownictwo 2011; 5: 12-16.

Keywords: cystic fibrosis, fiberoptic bronchoskopy, respiratory system colonization

Wstep

Mukowiscydoza - zwloknienie torbielowate (cystic
fibrosis - CF) jest najczesciej wystepujaca choroba gene-
tyczng rasy bialej, wywotana mutacja pojedynczego
genu, dziedziczong w sposéb autosomalny recesywny,
prowadzaca do przedwczesnej $mierci. Przyczyna
choroby sa mutacje genu zlokalizowanego na dlugim
ramieniu 7 chromosomu kodujacego biatko CFTR
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator),
petnigce miedzy innymi funkcje kanatu chlorkowego
zaleznego od cAMP, usytuowanego na szczytowej
powierzchni komérek nablonkowych gruczolow
wydzielania zewnetrznego. W konsekwencji dochodzi
do nieprawidlowego przeznabtonkowego transportu
jonow chlorkowych, prowadzacego do zaburzen
transportu sodu i wody. Gromadzacy si¢ w drogach
oddechowych gesty, lepki $§luz zamyka oskrzeliki,
powodujac rozdecie i odcinkowa niedodme tkanki
plucnej. W nastepstwie dochodzi do statej kolonizacji
drég oddechowych drobnoustrojami, pézniej do roz-
woju przewleklego, ropnego zakazenia i postepujacego
uszkodzenia uktadu oddechowego [2].

Wezesna infekcja drég oddechowych w muko-
wiscydozie jest najczeéciej wywolana przez S. aureus
i H. influenzae, mikroorganizmy, czesto wykrywane
u mlodszych dzieci z chorobami przewlektymi i u
dorostych z rozstrzeniami oskrzeli z przyczyn innych
niz mukowiscydoza. H. influenzae to powszechnie
izolowane bakterie w pierwszym roku zycia, a S. aureus
nierzadko pierwszy patogenem u dzieci mtodszych.
Wrykazano, ze ponad 80% pacjentéw z mukowiscy-
dozg jest zakazonych tymi bakteriami [3]. W poz-
niejszym okresie zycia w drogach oddechowych tych
chorych wykrywane sa Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia,

czy Achromobacter xylosoxidans oraz grzyby z rodzaju
Aspergillus i pratki niegruzlicze. Wigkszo$¢ zakazen
ma charakter przewlekly i przebiega z pogorszeniem
funkcji uktadu oddechowego oraz wzrostem $miertel-
nosci chorych. W zaawansowanej chorobie oskrzelo-
wo-plucnej S. maltophila i A. xylosoxidans wystepuja
powszechniej niz B. cepacia, lecz powoduja mniej
istotne nastepstwa [4].

Wrykazano, ze kolonizacja drég oddechowych
grzybami u chorych na mukowiscydoze moze by¢
zwigzana z progresja choroby i czesta antybiotyko-
terapig o szerokim spektrum. Kolonie Candida spp.
izolowane, u co najmniej 50-75% pacjentoéw traktowane
sa zwykle jako nieszkodliwe komensale. Obecno$é¢
Aspergillus spp. (najczesciej Aspergillus fumigatus)
stwierdza sie u ponad 25% chorych. Pozostale infek-
cje grzybicze dotycza 8,6% pacjentéw i obejmuja
Scedosporium apiospermum, Wangiella dermatitidis
i Penicilium emersonii [5].

Coraz czesciej w materiale pochodzacym z drég
oddechowych 0séb chorych na mukowiscydoze
stwierdza si¢ pratki niegruzlicze. Stanowia one 13%
przypadkdw. Najczesciej izolowane sg Mycobacterium
avium complex (72%) i Mycobacterium abscessus (16%).
Wzrost pratkéow niegruzliczych stwierdzano czegsciej
u starszych chorych i zakazonych S. aureus, rzadziej
w przypadku wspotistnienia zakazenia P. aeruginosa
[6].

Wielonarzgdowy charakter zmian, a w szczegdlno-
$ci postepujace zaburzenia anatomiczne i czynno$ciowe
ukladu oddechowego w przebiegu mukowiscydozy
prowadza nieuchronnie do przedwczesnej $mierci
chorych. Progresja zmian oskrzelowo-plucnych
uwarunkowana jest obecnos$cia procesu zapalnego
obejmujacego wszystkie struktury ptuc.
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Cel pracy

Celem pracy bylo wskazanie najczestszych patoge-
néw drzewa oskrzelowego w grupie dorostych chorych
na mukowiscydoze w przebiegu choroby oskrzelowo-
plucne;.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono na grupie 33 doro-
stych w wieku od 18 do 38 lat (§rednia wieku 23,6)
chorujagcych na mukowiscydoze, w tym 17 kobiet i 16
mezczyzn, hospitalizowanych z powodu zaostrzenia
choroby oskrzelowo-ptucne;.

Bronchofiberoskopie z pobraniem wycinkéw do
badania histopatologicznego i ptukaniem oskrzelo-
wo-pecherzykowym (BAL - bronchoalveolar lavage)
przeprowadzono przy wykorzystaniu toru wizyjnego
firmy Pentax. Wzrokowa ocena obejmowala drogi
oddechowe do poziomu oskrzeli subsegmentarnych
i dalszych dostepnych badaniu. Zwracano uwage na
nieprawidtowosci anatomiczne drzewa oskrzelowego
oraz stopien przekrwienia i obrzeku btony $luzowej,
a takze iloé¢ i charakter wydzieliny oskrzelowej.
Nastepnie w obszarze najwiekszych zmian oskrzelo-
wo-plucnych stwierdzanych na radiogramach klatki
piersiowej wykonywano BAL.

Diagnostyka mikrobiologiczna infekcji drog
oddechowych pacjentéw z mukowiscydozg prowa-
dzona byla zgodnie z procedurami opracowanymi
na podstawie miedzynarodowych rekomendacji:
Cystis fibrosis Foundation Consensus Conference
on Infection Control Participants z 2003 roku oraz
UK Cystis Fibrosis Trust Microbiology Laboratory
Standards Working Group z 2010 roku. Material
do badan stanowita plwocina oraz BAL. Do
Laboratorium Mikrobiologii prébki transporto-
wane byly w temperaturze pokojowej w mozliwie
najkrétszym czasie. Maksymalny czas transportu
wynosil 4 godziny. Przed posiewem materiat
uplynniano przy pomocy preparatu mukolitycz-
nego bromheksyna (Aflegan). W celu oceny jako-
$ci pobranego materialu dla wszystkich prébek
wykonano preparat barwiony metoda Grama.
Badanie plwociny wykonywano metoda pétilo-
$ciowa, a BAL-u metodg ilosciowq. Dobér podtozy
mikrobiologicznych stuzacych do posiewu oraz
warunki i czas inkubacji umozliwial wykrycie
wigkszosci drobnoustrojow istotnych w mukowi-
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scydozie: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneu-
moniae, Haemophillus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa (rézne fenotypy), Burkholderia cepa-
cia complex, Stenotrophomonas maltophilia,
Achromobacter xylosoxidans, Ralstonia spp.,
Pandoraea spp., Candida spp. oraz Aspergillus spp.
Zastosowano podloza firmy bioMerieux i Becton
Dickinson.

Identyfikacja drobnoustrojéw prowadzona byta
przy pomocy manualnych i automatycznych testow
biochemicznych oraz testow lateksowych firmy
bioMerieux. Lekowrazliwo$¢ okre$lano metoda
dyfuzyjno-krgzkows wg Kirby-Bauer, automatyczna
wanalizatorze Vitek2 Compact firmy bioMerieux oraz
okreslajac MIC przy pomocy paskéow z gradientem
stezenia lekow - E-test®. Interpretacje lekowrazliwosci
opierano zawsze na aktualnych rekomendacjach ame-
rykanskich CLSI (Clinical and Laboratory Standard
Institiute).

Wykrywanie pratkéw kwasoopornych przepro-
wadzano metodg automatyczng, z wykorzystaniem
kolorymetrycznego systemu MB/BacT.

Identyfikacje Chlamydophila pneumoniae w biop-
tacie blony $luzowej oskrzela wykonywano metoda
PCR (polymeraze chain reaction). W celu potwierdze-
nia obecno$ci DNA genomowego zastosowano zestaw
diagnostyczny PCR - Chlamydophila pneumoniae
(DNA - Gdansk) oraz pare starterow dla B-globiny
(TIB MolBiol, Poznan).

Wyniki badan

W badaniach mikrobiologicznych materiatu
uzyskanego z BAL wyhodowano drobnoustroje skla-
syfikowane do 13 réznych gatunkéw. Stwierdzono
obecnos¢ Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus
aureus MSSA (methicillin-sensitive Staphylococcus
ureus), odpowiednio u 121 11 chorych. Staphylococcus
aureus MRSA (methicyllin-resistant Staphylococcus
ureus) i Streptococcus viridans wykazano u 9 pacjen-
tow. W 7 przypadkach stwierdzono wystepowanie
Neisseria spp., w 3 Haemophillus influenzae oraz po 2
przypadki Klebsiella pneumoniae, Burkholderia cepa-
cia i Candida albicans. U nielicznych chorych wyka-
zano obecnos¢ Streptococcus pneumoniae, Moraxella
lacunata, Stenotrophomonas maltophilia i Candida
sake. W analizowanym materiale u Zadnego pacjenta
nie potwierdzono obecnosci pratkéw kwasoopornych
(tabela 1).
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Tabela 1. Czestosci wystepowania bakterii
i grzybow w materiale z BAL chorych na

mukowiscydoze
) . BAL
Rodzaj bakterii n %
Pseudomonas aeruginosa 12 36,36
Staphylococcus aureus MSSA 11 38,33
Staphylococcus aureus MRSA 9 27,27
Streptococcus viridans 9 27,27
Neisseria spp. 7 21,21
Haemophillus influenzae 3 9,09
Klebsiella pneumoniae 2 6,06
Burkholderia cepacia 2 6,06
Candida albicans 2 6,06
Streptococcus pneumoniae 1 3,03
Moraxella lacunata 1 3,03
Stenotrophomonas maltophilia 1 3,03
Candida sake 1 3,03
Pratki gruzlicy 0 0,00
MOTT 0 0,00

Wystepowanie jednocze$nie 4 gatunkow bakterii
i grzybow wykazano u 2 chorych, 3 rézne patogeny
obecne byly w 7 przypadkach. W takiej samej grupie
stwierdzono pojedyncze gatunki bakterii. U 7 chorych
kolonizacji drzewa oskrzelowego przez Pseudomonas
aeruginosa towarzyszyto zakazenie Staphylococcus
aureus, w tym u 5 pacjentéw bylo to MRSA (tabela 2).

Zastosowanie metody PCR w grupie 22 0séb,
sposrod 33 chorych na mukowiscydoze pozwolito na
stwierdzenie obecno$ci Chlamydophila pneumoniae
DNA w bioptatach blony sluzowej oskrzeli u 7 z nich.

Omowienie

Beringer, O'Carroll i Saiman stwierdzili, ze
zakazenie bakteryjne jest najwazniejsza przyczyna
postepujacego uszkodzenia uktadu oddechowego pro-
wadzgcego do przedwczesnej $mierci. Udzial poszcze-
g6lnych gatunkdéw drobnoustrojéw w zakazeniach drog
oddechowych u chorych na mukowiscydoze zmienia
sie z wiekiem.

U mtodszych dzieci najcze$ciej stwierdza sie
wystepowanie Staphylococcus aureus i Haemophilus
influenzae. U dzieci w starszym wieku i dorostych
nastepuje kolonizacja bakteriami Pseudomonas aeru-
ginosa i u czesci chorych Burkholderia cepacia oraz
Stenotrophomonas maltophilia. Przewlekta kolonizacja
Staphylococcus aureus siegajaca 90% przypadkow, jako
czynnik uszkadzajacy funkcje ptucioskrzeli nie zostata
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jednoznacznie okre$lona. Powodem tego stanu jest
wspolistnienie zakazen innymi drobnoustrojami [7-9].
Kolonizacja drég oddechowych przez Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa i Burkholderia cepa-
cia, takze wedtug Millera i Beringera stanowi istotny
czynnik zaburzajacy funkcje ptuc. Drugorzedng role
w przebiegu mukowiscydozy przypisuje sie wirusom
RSV i grypy, a takze bakteriom Haemophilus influen-
zae i grzybom Aspergillus fumigatus. Zaobserwowano
wzrastajaca czesto$¢ wystepowania Mycobacterium
spp., Stenotrophomonas maltophilia i Alcaligenes
xylosoxidans, jednak ich wptyw na zmiany oskrzelowo-
plucne w przebiegu choroby nie zostal jasno okreslony.
Staphylococcus aureus byt pierwszym patogenem
rozpoznanym u chorych na mukowiscydoze, wystepu-
jacym z czestoécig prawie 50%. Jednak najwazniejsze
znaczenie odgrywa Pseudomonas aeruginosa, szcze-
gllnie fenotyp sluzowy [10,11].

Quintas i wsp. oraz Semczuk i wsp. w materiale
uzyskanym z drég oddechowych od dzieci stwierdzili
wystepowanie Staphylococcus aureus z czestoscia 48%,
Haemophilus influenzae 17% i Pseudomonas aeruginosa
13%. Okoto 6% przypadkéw stanowit Staphylococcus
aureus MRSA. Zakazenie Haemophilus influenzae roz-
poznawano czesciej ponizej 10 roku zycia, Pseudomonas
aeruginosa u dzieci starszych, a Staphylococcus aureus
z réwna czestoscig we wszystkich grupach wiekowych
[12,13]. Rajan i Saiman stwierdzili, ze do zakazenia
bakteriami Staphylococcus aureus i Haemophilus
influenzae dochodzi zwykle w pierwszej dekadzie zycia
oraz, ze Pseudomonas aeruginosa moze by¢ pierw-
szym patogenenem izolowanym u dzieci. W okresie
do 18 roku zycia zakazenie Pseudomonas aeruginosa
dotyczy ok. 80%, a Burkholderia cepacia ok. 3,5% cho-
rych. Autorzy podkreslaja udziat Stenotrophomonas
maltophilia i Alcaligenes xylosoxidans oraz pratkow
niegruzliczych w rozwoju zmian zapalnych [14].

Diagnostyka mikrobiologiczna materiatu wta-
snego pochodzacego z BAL od dorostych chorych
wykazala obecnos¢ 12 réznych gatunkéw bakterii,
w tym Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
i Burkholderia cepacia. Kolonizacja drég oddecho-
wych przez Pseudomonas aeruginosa zwigzana byla
z wiekszymi zmianami zapalnymi w obrazie bron-
choskopowym, niedozywieniem i mtodszym wiekiem
chorych. W 21% kolonizacji drzewa oskrzelowego
wraz z Pseudomonas aeruginosa wyhodowano takze
Staphylococcus aureus, w tym u 5 pacjentow MRSA.

Dodatkowy udziat grzybéw w rozwoju zmian
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Tabela 2. Wystepowanie bakterii i grzybéw w materiale z BAL u dorostych chorych na mukowiscydoze

1
2 + + +

3 + + +

4 +

5 + + +

6 + + + +
7 + +

8 + + +
9 + +

10 + + +

11 + +

12 + +

13 +

14

15 + +

16 + +

17 + +

18 + + +

19 4F

20 + +

21 + +

22 + + +

23 i

24 i

25 + +

26 + +

27 + + +

28 +
29 + + +

30 i

31 +

32 + + +

83 Ak

P.ae - Pseudomonas aeruginosa, S.a M S - Staphylococcus aureus MSSA, S.a. MR - Staphylococcus aureus MRSA, St. V - Streptococcus viridans,
N. sp - Neisseria spp., H. in. - Haemophillus influenzae, K. pn. - Klebsiella pneumoniae,

B. ce. - Burkholderia cepacia, C. al. - Candida albicans, C. p. - Chlamydophila pneumoniae, S. pn. - Streptococcus pneumoniae, M. la . - Moraxella
lacunata, S. ma. - Stenotrophomonas maltophila, C. sa - Candida sake

zapalnych stwierdzono jedynie u 3 chorych. Zakazenie
Chlamydophila pneumonia moze towarzyszy¢ zaostrze-
niom mukowiscydozy [15]. Bezposrednie wykrycie
Chlamydophila pneumoniae w materiale uzyskanym
z dolnych drég oddechowych metoda hodowli lub PCR
pozwala potwierdzi¢ rozpoznanie. Czuto$¢ hodowli
jest jednak wcigz mniejsza niz 100% [16]. We wlasnym
materiale badawczym, ktéry stanowity wycinki blony
$luzowej oskrzeli, pochodzace od 22 chorych, wyste-
powanie Chlamydophila pneumoniae wykazano testem
nested PCR u 31% spo$rod nich.

Pierre-Audigier i wsp. stwierdzili wystgpowanie

pratkéw niegruzliczych u 33 (13,4%) sposrdd 385 chorych
na mukowiscydoze w wieku 1-24 lat. Mycobacterium
abscesus stanowil 39,4%, Mycobacterium avium complex
(MAC) 21,2%, Mycobacterium gordonae 18,2% i inne
21,2%. Pratki niegruzlicze stwierdzano znacznie rza-
dziej ponizej 15 roku zycia [17]. Podobne spostrzezenia
poczynili Elbert D.L. [18].

Badania wlasne materiatu pochodzacego z BAL,
przeprowadzone na obecnos¢ pratkéw kwasoopornych
w badanej populacji pacjentéw dorostych nie potwier-
dzity ich wystepowania w zadnym przypadku.

Mukowiscydoza jest chorobg, w ktérej wzajemne
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oddzialywanie wielu czynnikéw, w tym kolonizacja
drzewa oskrzelowego drobnoustrojami powoduje
przewlekly stan zapalny i prowadzi do postepujacych
zaburzen czynno$ciowych i zmian anatomicznych
uktadu oddechowego.

Nauka praktyce / Science for medical practice

3. Wspolwystepowanie kilku gatunkow bakterii
chorobotworczych u dorostych jest zjawiskiem
powszechnym.
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