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Beztlenowa mikroflora jelitowa a patogeneza autyzmu?

Anaerobic intestinal microflora in pathogenesis
of autism?

Gayane Martirosian

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Slaskiej Akademii Medycznej oraz Katedra i Zaktad Histologii
i Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie

Stowa kluczowe:

Streszczenie

W pracy oméwiono réznice wystgpujace w mikroflorze uktadu pokarmowego dzieci chorych na
autyzm w poréwnaniu z grupa kontrolna. Zwtaszcza zwrécono uwage na charakterystyke mi-
krobiologiczna opisanych po raz pierwszy drobnoustrojéw beztlenowo rosnacych: Clostridium
bolteae sp.nov. i Cetobacterium somerae sp.nov, wystepujacych w kale dzieci chorych na autyzm.
Na podstawie danych literatury medycznej z ostatnich lat dyskutowano hipotez¢ o mozliwych in-
terakcjach mikroflora jelitowa — mézg w kontekscie potencjalnego udziatu w patogenezie auty-
zmu toksyn i innych metabolitéw bakteryjnych.

autyzm * mikroflora jelitowa ¢ Clostridium bolteae sp.nov * Cetobacterium somerae sp.nov.

Summary

The present study provides information on differences in the gastrointestinal microflora of chil-
dren with autism compared with a control group. Special attention was paid to the microbiologi-
cal characteristic of the new obligate anaerobic microorganisms: Clostridium bolteae sp.nov. and
Cetobacterium somerae sp.nov. observed in stools of children with autism. In light of recent pu-
blications, the hypothesis of interactions between intestinal microflora — and the brain based on
possible alterations in bacterial toxins and other metabolites in the pathogenesis of autism is di-
scussed.
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Autyzm po raz pierwszy zostal opisany przez Kannera
w 1943 roku, jest zaliczany do schorzen o niewyjasnionej
etiologii [6]. Choroba charakteryzuje si¢ rozprzestrzenia-
jacymi si¢ i postgpujacymi behawioralnymi zaburzeniami,
ujawniajacymi si¢ zazwyczaj we wczesnym dziecifistwie
i utrzymujacymi réwniez w wieku dojrzatym [10]. Wedtug
danych epidemiologicznych choroba wystepuje u 10-20
na 10 000 dzieci z czterokrotng przewaga u chtopcéw [2].
Chociaz u niektérych dzieci opisano anomalie chromoso-
malne lub zaburzenia metaboliczne, dotad nie udato si¢
jednak sprecyzowac czynnikéw etiologicznych tego scho-
rzenia. Symptomy tak zwanego ,,regresu autystycznego”
wystepuja w okolo /3 przypadkéw w okresie przed dru-
gim rokiem zycia, dziecko przestaje méwic i kontaktowac
sie z otoczeniem [9].

ISTNIEJACE HIPOTEZY

Do towarzyszacych czgsto autyzmowi objawéw jelitowych
do niedawna nie przywiazywano zbyt duzej uwagi [17].
Ostatnio pojawity si¢ w literaturze medycznej publikacje,
dotyczace szczegétowych badan mikroflory jelitowej dzie-
ci chorych na autyzm. Wiadomo, ze bakterie beztlenowe
(w tym z rodzaju Clostridium spp.) dominuja w mikroflo-
rze jelitowej cztowieka. Wiadomo réwniez, ze niektdre la-
seczki maja zdolnos¢ do wytwarzania toksyn (enterotok-
syn i neurotoksyn). Ellene Bolte w 1998 roku pierwsza
zaproponowala hipotez¢ o roli bakterii w rozwoju autyzmu
[1]. Grupa badaczy pod kierunkiem Sydneya Finegolda
z UCLA School of Medicine, USA rozwingta t¢ hipotezg
w dalszym cyklu badan, przyjmujac, ze czg$¢ z objawdw
autyzmu moze by¢ zwigzana z wytwarzaniem toksyn lub
innych metabolitéw przez laseczki z rodzaju Clostridium
spp, zasiedlajace przewdd pokarmowy dzieci chorych na
autyzm [12]. Hipoteza ta powstata na podstawie obserwa-
¢ji rodzicow dzieci chorych na autyzm o poprzedzajacym
chorobg stosowaniu antybiotykéw o szerokim zakresie dzia-
lania, najcze¢sciej z powodu przewleklego zapalenia ucha
srodkowego. Po stosowaniu antybiotykdw wystgpowatla na
0got biegunka, a potem dziecko przestawato méwic, tra-
cito kontakt z otoczeniem i rozwijaly si¢ dalsze sympto-
my autyzmu. Na podstawie wyzej wymienionych obser-
wacji grupa amerykanskich badaczy [12] wywnioskowata,
Ze czgste stosowanie antybiotykéw u tych dzieci powodu-
je zaburzenia mikroflory jelitowej, czyli ,,colonization re-
sistance factor” [7], co doprowadza do namnozenia si¢
w przewodzie pokarmowym chorobotwoérczych gatunkéw
bakterii (jednego lub kilku) wytwarzajacych neurotoksy-
ny. Neurotoksyny moga by¢ odpowiedzialne przynajmnie;j
za czg$¢ objawdéw klinicznych autyzmu, wigc odpowiednio
dobrane antybiotyki podane choremu na autyzm, powinny
przynajmniej ztagodzié¢ symptomy choroby.

STOSOWANIE WANKOMYCYNY

Poniewaz potencjalnymi czynnikami wytwarzajacymi neu-
rotoksyny sa Clostridium tetani i Clostridium botulinum,
a gatunek Clostridium difficile jest znany jako toksynotwor-
czy drobnoustréj namnazajacy si¢ w jelitach po zastosowa-
niu réznych antybiotykéw, Sandler i wspétpr. [12] wybrali
do terapii doustnej metronidazol, wankomycyne i bacy-
tracyng biorac pod uwagg antybiotykowrazliwos$¢ rodzaju

Clostridium. Badacze amerykanscy przeprowadzili doktad-
ng analiz¢ objawéw klinicznych i behawioralnych taczac
je ze zmianami w mikroflorze jelitowej przed, w trakcie
i po podawaniu dzieciom wankomycyny. Stosowano daw-
ke wankomycyny 500 mg/dziennie (w 6 ml ptynu) po-
dawana doustnie po 2 ml trzy razy dziennie w ciagu 8
tygodni. Katl byt badany na obecnosé krwi, komérek za-
palnych, toksyn C. difficile, a takze Aeromonas hydrophila,
Cryptosporidium i obecnosci innych bakteryjnych patoge-
néw jelitowych i pasozytéw.

MIKROFLORA UKLADU POKARMOWEGO DZIECI CHORYCH NA AUTYZM

Tlosciowa analiza mikroflory katowej byta przeprowadzo-
na przez Sandlera i wspétautoréw [12] bardzo doktadnie
i polegata na posiewie kazdej probki katu na 27 réznych
podtozy wybidrczo-réznicujacych, inkubowanych w od-
powiedniej atmosferze (tlenowo/beztlenowo, mikroaerofil-
nie). Wyniki tych badan byty zaskakujace. Jeszcze przed
podaniem wankomycyny autorom udato si¢ zaobserwowaé
znaczne réznice w mikroflorze katowej u dzieci chorych
na autyzm (badano prébki katu czworki dzieci) w porow-
naniu z mikroflora dorostych zdrowych oséb (104 osoby).
Najwazniejsza réznica polegata na obecnosci ziarenkow-
c6w beztlenowo rosnacych, gléwnie Peptostreptococcus spp.
u 93% zdrowych os6b dorostych i kompletnym braku tych
drobnoustrojéw w kale dzieci chorych na autyzm. Poza
tym zaobserwowano krétkoterminowa poprawe stanu kli-
nicznego i behawioralnego u wigkszosci z badanych dzie-
ci juz po trzech dniach od rozpoczgcia terapii wankomy-
cyna. Jednak wigkszos¢ rodzicéw zglaszata pogorszenie
si¢ stanu dziecka juz w ciggu dwdch tygodni po zaprze-
staniu podawania wankomycyny, niezaleznie nawet od do-
datkowej terapii probiotycznej. Dzieci byly obserwowane
w ciagu 8 miesigcy po zakoriczeniu podawania wankomy-
cyny. We wszystkich przypadkach (oprécz jednego) za-
notowano powrdét do stanu klinicznego i behawioralnego
podobnego do obserwowanego przed rozpoczgciem tera-
pii wankomycyna.

Nastgpnym krokiem byty poréwnawcze badania mikroflo-
ry uktadu pokarmowego dzieci chorych na autyzm i dzie-
ci zdrowych [3]. Wyniki tych badai wykazaty znamienne
réznice mi¢dzy mikroflora jelitowa w badanych grupach.
Wykazano réwniez znamienne réznice migdzy mikroflo-
ra gornej i dolnej czgsci uktadu pokarmowego w grupie
badanej i kontrolnej. W prébkach materialéw pobranych
z zoladka i dwunastnicy dzieci zdrowych nie stwierdzono
niesporulujacych bakterii beztlenowych i mikroaerofilnych,
natomiast z probek dzieci z autyzmem hodowano te drob-
noustroje w liczbach znamiennych. W prébkach pobranych
od dzieci z autyzmem stwierdzono réwniez obecno$¢ 9 r6z-
nych szczepéw Clostridium. Poniewaz poczatkowym zalo-
zeniem autorow byto poszukiwanie drobnoustrojéw, wy-
twarzajacych neurotoksyny, ktére dziataja na osrodkowy
uktad nerwowy przez nervus vagus (hipoteza Bolte, 1998)
[3], odpowiadajacy za unerwienie jelita cienkiego, zacz¢to
poszukiwania ewentualnych czynnikéw objawéw autyzmu
w gérnych odcinkach uktadu pokarmowego. Réznice zaob-
serwowano takze podczas badan mikrobiologicznych pré-
bek pochodzacych z dolnych odcinkéw przewodu pokar-
mowego u dzieci chorych na autyzm i w grupie kontrolne;j.
23 r6zne gatunki Clostridium i 5 gatankéw Ruminococcus
wyhodowano z prébek kalu w grupie badanej i tylko 15
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i 5 odpowiednio w grupie kontrolnej. Liczba szczepéw
na jedna probke wynosita 2—10 w grupie badanej i 3—-12
— w grupie kontrolnej (Srednia liczba szczepdw na prébke
wynosita 6 w obu grupach). Ogélna liczba drobnoustro-
joéw wynosita 10>~10° u dzieci chorych na autyzm i odpo-
wiednio 10*~10®% w grupie kontrolnej, czyli Srednia liczba
drobnoustrojéw byta dziesigciokrotnie wyzsza w grupie ba-
danej (2,1x10°1 1,6x10°%) [3]. Z katu dzieci chorych na au-
tyzm wyhodowano szczepy, nalezace do 9 gatunkéw z ro-
dzaju Clostridium, nie izolowano ich z prébek pobranych
w grupie kontrolnej. W$rdd nich byty Gram-dodatnie la-
seczki wytwarzajace subterminalne spory [15]. Kwas octo-
wy 1 kwas mlekowy byty koficowymi produktami rozktadu
glukozy przez te bakterie. Nie hydrolizowaty one eskuliny,
zelatyny i mocznika. Wytwarzaty enzymy: kwasng fosfa-
taze, oi-galaktozydaze, B-galaktozydaze i a-glukozydaze.
Wykazywaty wrazliwos¢ na krazki identyfikacyjne z kana-
mycyna (1000 pg) i kolistyna (10 pg). Badania wrazliwosci
na antybiotyki tych drobnoustrojéw wykazaty wrazliwos¢
lub Srednig wrazliwo$¢ na bacytracyng (MIC <2 nug), ce-
foksytyne (MIC 32 pg), klindamycyng (MIC <4 pg), imi-
penem (MIC <4 pg), metronidazol (MIC =0,25 pg), ramo-
planing (MIC <16 pg), trimetoprim/sulfametoksazol 2/1
(MIC <16 pg) i wankomycyng (MIC <2 ug). Bakterie byty
oporne na ampicyling (MIC >2 ug), piperacyling i tikar-
cyling (MIC >256 pg). Przeprowadzone doktadne badania
biochemiczne i genetyczne wykazaty odmienne wtasciwo-
$ci tych szczepéw od znanych dotad gatunkéw Clostridium.
Nazwano je Clostridium bolteae sp. nov, honorujac amery-
kanska badaczke Ellene Bolte [15].

Z katlu dzieci chorych na autyzm grupa Finegolda [4] wy-
hodowata réwniez nieznane dotad Gram-ujemne beztle-
nowo rosnace (mikroaerotolerancyjne) bakterie. Rosty
one dobrze na podtozach zawierajacych z6t¢, nie wytwa-
rzaty katalazy. Kwas octowy byl koricowym produktem
metabolizmu tych drobnoustrojéw. Bakterie byty oporne
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na ampicyling, penicyling G, ramoplaning, trimetoprim/
sulfametoksazol i wankomycyng, a wrazliwe na cefoksy-
tyng, klindamycyng, imipenem i metronidazol. W oparciu
o badania filogenetyczne udowodniono, ze reprezentowa-
ty one dotychczas nieznany gatunek bakterii, nalezacy do
rodzaju Cetobacterium, nazwano je Celobacterium somerae
sp. nov (upamigtniajac prof. Hannele Jousimies-Somer —
finskiego mikrobiologa) [4].

Nastgpna hipoteza o mozliwym toksycznym dziataniu pro-
duktéw metabolizmu bakterii (w tym typowych i nietypo-
wych) zasiedlajacych jelita powstata na podstawie zaobser-
wowanego przez rodzicéw swoistego zapachu katu dzieci
chorych na autyzm, przypominajacego zapach kulek anty-
molowych. Zapach ten moze by¢ wywotywany przez indol
lub skatol (3-methyl-indole), wytwarzanych przez drobno-
ustroje z tryptofanu. Jednak obecnos¢ innych czynnikéw,
takich jak naftalen lub jego pochodne, réwniez moze sprzy-
jaé powstawaniu tego charakterystycznego zapachu [5,8].
Istnieja réwniez inne hipotezy, w tym wskazujace na rolg
autoprzeciwcial w autyzmie. Wiele publikacji wskazuje na
znaczenie w patogenezie autyzmu autoprzeciwciat prze-
ciw biatkom filamentéw aksonowych, kwasnemu biatku
neurogleju [14], czy zasadowemu biatku mielinowemu
[13]. Mechanizmy dziatania podobnych przeciwcial zo-
staly juz opisane wczesniej np. w rozwoju reumatoidalne-
go zapalenia stawéw wywotlanego przez Proteus mirabilis
[16], czy rozwoju zespotu Guillaina-Barrégo po zakaze-
niu Campylobacter jejuni [11].

Czy jako$¢ i liczba drobnoustrojéw w przewodzie pokarmo-
wym wplywaja na rozwéj autyzmu i czy istnieja interakcje
mikroflora jelitowa — mézg? Czy dziatanie autoprzeciwciat
jest wazne w patogenezie autyzmu? Sa to pytania na razie
bez jednoznacznej odpowiedzi. Pytania wymagajace wy-
jasnienia w przyszlosci w badaniach z zastosowaniem naj-
nowszych technik mikrobiologicznych i molekularnych.
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