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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Pateczki Campylobacter spp. - szeroko rozpowszechnione w przyrodzie, wykrywane w produk-
tach pochodzenia zwierzecego oraz w zanieczyszczonej wodzie pitnej, sa obecnie jednym z
najczestszych etiologicznych czynnikéw zaburzer zotadkowo-jelitowych u ludzi. Moga do-
prowadzi¢ do zakazer czlowieka, w ostrym przebiegu okre$lanych jako kampylobakterioza.
W artykule scharakteryzowano bakterie z rodzaju Campylobacter, przedstawiono czynniki
wirulencji warunkujgce ich chorobotwérczo$é, aktualne dane epidemiologiczne dotyczace
kampylobakteriozy oraz metody zapobiegajace zakazeniom tymi patogenami.

Campylobacter spp. « czynniki wirulencji - kampylobakterioza - epidemiologia «
profilaktyka zakazen

Keywords:

Summary

The Campylobacter spp. rods, which are widespread in nature, detected in animal products,
and contaminated drinking water are currently one of the most common etiologic agents of
gastrointestinal disorders in humans, that in an acute stage are known as campylobacteriosis.
The article describes Campylobacter spp., the virulence factors of these bacteria, which deter-
mine their pathogenicity and presents current epidemiological data on campylobacteriosis
and methods to prevent this foodborne ilness.

Campylobacter spp. « virulence factors - campylobacteriosis « epidemiology «
prevention strategies
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WSTEP

Szeroko rozpowszechnione w przyrodzie pateczki
Campylobacter spp., u ludzi wywotujg chorobe zwanag
kampylobakterioza [33]. W krajach Unii Europejskiej
kampylobakterioza jest najczestsza chorobg przeno-
szona droga pokarmowg [7, 38]. Wedtug raportu Euro-
pejskiego Urzedu ds. Bezpieczefistwa Zywnoéci, w 2015
r. liczba zgtoszonych przypadkéw ludzkiej kampylobak-
teriozy wynosita 229 213, co odpowiada 65,5 przypadkdéw
na 100 000 mieszkaricéw. W poréwnaniu z 2014 r. zanoto-
wano co prawda spadek liczby przypadkéw o 5,8%, jed-
nak obecnie znéw utrzymuje sie na wyzszym poziome,
podobnym jak w latach 2012-2013. Polska, obok Rumu-
nii, Bulgarii, Cypru, Portugalii i Lotwy, znajduje sie
wsrdd krajéw, w ktérych odnotowano w 2015 r. jeden z
najnizszych wskaznikéw = 3,7 zgloszonych przypadkéw
na 100 000 mieszkaricédw [9]. Wynik nizszy od $redniej
europejskiej najprawdopodobniej jest skutkiem braku
powszechnej rutynowej diagnostyki i niezgtaszania sie
do lekarzy 0sdb z objawami biegunek [33].

Do typowych objawdw towarzyszacych zakazeniu, naleza
wodnista lub krwawa biegunka, nudno$ci, wymioty,
skurcze brzucha, poprzedzone kilkudniowym okresem
inkubacji [24]. U prawie 30% pacjentéw moga wysta-
pi¢ wylacznie objawy grypopodobne [33]. Biegunka
najczesciej pojawia sie po okoto 48-godzinnym okresie
gorgczki, co wskazuje, ze bezposrednie uposledzenie
funkcji nabtonka jelitowego wynika z wcze$niejszego
procesu zapalnego [42]. Campylobacter spp. sa zdolne do
adhezji i inwazji ludzkich komérek nabtonkowych jelita
i makrofagéw, zaburzania integralnosci bariery jelito-
wej, wydzielania toksyn i unikania odpowiedzi immuno-
logicznej gospodarza [38]. Okoto 10% zakazeth wymaga
hospitalizacji, natomiast 0,2% koriczy sie $miercig [35].
Nalezy réwniez podkreslié, ze choroby wywotywane
przez Campylobacter spp. obejmuja nie tylko biegunki o
réznym przebiegu, ale sg waznym czynnikiem ryzyka
zapalnej choroby jelit oraz schorzen narzagddw spoza
uktadu trawiennego, takich jak zapalenia: opon mézgo-
wych, mie$nia sercowego, wsierdzia, reaktywne zapa-
lenie stawéw [17]. Ponadto, istnieje wiele doniesiefi na
temat powiktari neurologicznych, obejmujacych zespoty
Guillaina-Barrégo (GBS) oraz Millera-Fishera (MFS) [2].
Klasyczna postaé GBS jest demielinizacyjnym zespotem

wielokorzeniowo-nerwowym objawiajagcym sie niedo-
wiadem czterokoticzynowym. Natomiast w zespole MFS
wyrdznia sie neuropatie z ataksja, niedowtad miesni gat-
koruchowych z towarzyszacym opadaniem powiek [13,
36, 37, 38]. Obecnie szacuje sie, ze nawet 40% przypad-
kéw GBS moze by¢ inicjowanych przez zakazenia Cam-
pylobacter spp. [45]. Do innych powiktari o podtozu
autoimmunologicznym, prawdopodobnie powigzanych
z takimi zakazeniami, nalezg reaktywne zapalenie sta-
wéw oraz zespét Reitera, zazwyczaj wystepujacy u
0s6b posiadajgcych antygen zgodnosci tkankowej HLA
(human leukocyte antygen) B27. Czesto$¢ wystepowa-
nia stawowych powiktan po kampylobakteriozie oce-
niana jest na 2-3% [33]. Niekiedy stwierdza sie takze inne
postaci kampylobakteriozy, takie jak wrzodziejace zapa-
lenie jelita grubego, zapalenie watroby, trzustki, peche-
rzyka zétciowego [33]. Wiekszo$¢ zakazeth Campylobacter
spp. przebiega bezobjawowo, a prawdopodobieristwo
zakazenia zmienia sie z wiekiem oraz obnizong odpor-
no$cig. Najwieksze jest wéréd matych dzieci (ponizej
4 lat), mtodych dorostych (20-40 lat) oraz u oséb star-
szych [39]. Mozliwo$é wystgpienia zakazenia objawo-
wego jest 40-100% wyzsza u 0séb z AIDS [42]. Objawy
kampylobakteriozy najczesciej ustepuja samoczynnie,
wymagajac jedynie leczenia objawowego, polegajacego
gléwnie na uzupetnianiu ptynéw i elektrolitéw [33]. Jed-
nak u pacjentéw z niedoborami odpornoéci zakazenie
Campylobacter spp. moze doprowadzi¢ do przedtuzajg-
cego sie zapalenia jelit oraz posocznicy i wymaga lecze-
nia farmakologicznego [28].

ODKRYCIE | TAKSONOMIA PALECZEK Z RODZAJU
CAMPYLOBACTER SPP.

Pierwsze wzmianki na temat Campylobacter spp. pojawity
sie w 1886 r. dzieki Theodorowi Escherichowi. Pediatra,
specjalizujacy sie w chorobach zakaznych. Zaobserwo-
wal spiralne, niedajace sie¢ wyhodowa¢ pateczki w kale
niemowlat chorych na ostra biegunke. W 1906 r., lekarze
weterynarii McFadyean i Stocman odkryli komérki Cam-
pylobacter w ptodach owczych poddanych aborgji. Kilka
lat pézniej Smith i Taylor, kontynuujac prace poprzedni-
kéw, wyizolowali je z ptodu bydlecego identyfikujac jed-
nak jako Vibrio fetus. W 1927 r. Smith i Orcut, ze wzgledu
na podobiefistwo morfologiczne do przecinkowcdéw,
ponownie zaklasyfikowali je do rodzaju Vibrio. Dopiero

679

679



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2018; tom 72: 678-685

w 1963 . Sebald i Veron - francuscy mikrobiolodzy, opie-
rajac sie na jednej z pierwszych analiz DNA, wyodrebnili
rodzaj Campylobacter [37]. W 1978 r. wybuchta najwiek-
sza zarejestrowana epidemia, podczas ktérej zakazonych
Campylobacter spp. byto ponad 2000 o0séb [45]. Znacza-
cym krokiem w badaniach systematyki Campylobacter
spp. byto zsekwencjonowanie w 2000 r. genomu Campylo-
bacter jejuni [5]. Zgodnie z taksonomia, pateczki Campylo-
bacter spp. i Arcobacter spp. naleza do typu Proteobacteria,
klasy Epsilonproteobacteria, rodziny Campylobacteriaceae,
rzedu Campylobacterales. Rodzaj Campylobacter obejmuje
29 gatunkdw i 11 podgatunkéw [11]. Niedawno jednak
wyizolowano od ssakéw ptetwonogich (uchatek) nowy
gatunek C. pinnipediorum sp. nov., w ktérym wyrdzniono
dwa podgatunki C. pinnipediorum subsp. pinnipediorum
subsp. nov. oraz C. pinnipediorum subsp. caledonicus subsp.
nov. [14].

Z przypadkéw kampylobakteriozy u ludzi, najczesciej sa
izolowane cztery termotolerancyjne gatunki C. jejuni, C.
coli, C. lari, C. upsaliensis [40].

CHARAKTERYSTYKA PALECZEK Z RODZAJU CAMPYLOBACTER
SPP.

W badaniu mikroskopowym Campylobacter spp. sa iden-
tyfikowane jako Gram-ujemne, helikalne pateczki o
zagietym ksztalcie, dtugosci do 5,0 um i szeroko$ci do
0,8 um, nietworzace spor. Sg termofilne, mikroaerofilne
i kapnofilne, do wzrostu wymagajg atmosfery o zwiek-
szonej zawarto$ci dwutlenku wegla. Zawieraja rzeske
lub rzeski umieszczone na jednym lub obu biegunach
komérki, dzieki ktérym wykazuja ruch korkociagowy,
a w organizmie gospodarza moga sie przemieszczal w
rejony wystepowania najkorzystniejszych do rozwoju
warunkdw [25, 27]. Rzeska jest zbudowana z ciatka
podstawowego, haka i filamentu [2, 10, 12, 16, 37]. W
regulacje ekspresji genéw kodujgcych rzeski jest zaan-
gazowany unikatowy dla Campylobacter spp., system

Tabela 1. Testy rdznicujace gatunki Campylobacter spp.

sktadajacy sie: z FIgR/FlgS i FIhF GTP-azy, biatek regulu-
jacych ekspresje flageliny i wiazacych GTP-guanozyno-
-5’trifosforan oraz czynnikéw transkrypcji sigma54 i
sigma28 [31]. Filament rzeski sktada sie z dwéch homo-
logicznych biatek flagelinowych FlaA i FlaB (z prze-
waga tego pierwszego) kodowanych przez odpowiednio
dwa geny flaA i flaB. Wytaczenie obu genéw powoduje
powstanie nieruchliwych mutantéw pateczek Campylo-
bacter spp. przez co obniza sie ich zdolno$¢ do kolonizacji
i inwazji §luzéwki jelita [22, 34]. Podstawa identyfikacji
Campylobacter spp. jest typowa morfologia kolonii, brak
wzrostu w warunkach tlenowych, dodatni wynik testu
na ruch i oksydaze cytochromowa [30]. Campylobacter
spp. sa wrazliwe na wysychanie oraz obnizone pH. Dys-
mutaza ponadtlenkowa chroni je przed stresem oksy-
dacyjnym i zapewnia tolerancje na tlen, co pomaga im
przetrwaé w produktach spozywczych [7].

Najczesciej wykorzystywanymi do wyodrebniania pate-
czek Campylobacter spp. testami biochemicznymi sa:
ocena wytwarzania katalazy, hydroliza octanu indok-
sylu i hipuranu sodu. Test na zdolno$¢ hydrolizy hipu-
ranu sodu pozwala na odréznienie pateczek C. jejuni
(majacych taka ceche) od C. coli, C. lari czy C. upsaliensis,
niehydrolizujacych hipuranu (tabela 1). Jednak wedlug
ostatnich danych 10% szczepéw C. jejuni nie hydroli-
zuje hipuranu sodu, co utrudnia diagnostyke. Dlatego
tez coraz powszechniej wykorzystuje sie réznicowanie
molekularne (np. elektroforeze pulsacyjna (PFGE) czy
rézne odmiany techniki PCR) przynoszace jednoznaczne
wyniki [33,41].

C. lari, C. upsaliensis oraz C. concisus réwniez moga
mieé zwigzek z chorobami przewodu pokarmowego u
ludzi [38]. Jednak na catym $wiecie to C. jejuni jest jedna z
najczestszych przyczyn bakteryjnego zapalenia zotadka
i jelit, czesto wiazacego sie z mozliwoscia wystgpienia
powaznych powiklas [25, 35].

Cecha C. jejuni C. coli C lari C. upsaliensis
morfologia mate, zakrzywione pateczki Gram-ujemne
ruchliwos¢ charakterystyczna
oksydaza + + + +
katalaza + + + +
hydroliza hipuranu +
produkgja H,S - + +

oporno$¢ na cefalotyne R R R S
opornos¢ na kwas nalidyksowy S S R/S S
opornos¢ na metronidazol S R R R

R - gatunek oporny, S - gatunek wrazliwy, R/S - zmiennie w zaleznosci od podgatunku; opracowano za Debruyne i wsp. i Khalifa i wsp. [6, 17]
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EPIDEMIOLOGIA | CHOROBOTWORCZOSC CAMPYLOBACTER
SPP.

Najczestszym Zrédlem Campylobacter spp. u ludzi jest zje-
dzone niedogotowane mieso, zwlaszcza drobiowe i wie-
przowe [1, 25, 36, 42] oraz niepasteryzowane mleko [13, 25,
38]. Bakterie tego rodzaju kolonizuja réwniez zwierzeta
domowe, przewaznie szczenieta, a takze bywaja wykry-
wane w rekreacyjnych zbiornikach wodnych [13, 25]. 1000
komérek to dawka infekcyjna Campylobacter spp., ktéra
jest konieczna do zainicjowania objawowego przebiegu
choroby u cztowieka [13]. Mimo bardzo czestych zakazeti
wywotanych przez Campylobacter spp., doktadny mecha-
nizm ich patogenezy nie zostal jeszcze poznany. Jest to
proces zalezny od wielu czynnikéw i najprawdopodobniej
gléwna role odgrywa moment adhezji drobnoustrojéw do
$cian jelita i odpowiedz uktadu odporno$ciowego gospo-
darza [1]. Pateczki Campylobacter spp. wytwarzaja biatko
CadF (Campylobacter adhesion to fibronectin) o masie 37
kDa, ktdre jest istotne w patogenezie zakazenia, wigzac sie
z fibronektyna enterocytéw nabtonka jelit i umozliwiajac
w ten sposéb adherencje bakterii do komdrek nabtonka
(tabela 2). Wykazano, ze mutanty niewytwarzajace biatka
CadF nie kolonizuja komérek nabtonkowych [34]. Oprécz
zdolnosci ruchu i adhezji czynnikami wirulencji pateczek
Campylobacter spp. sa takze: zdolno$¢ do chemotaks;ji i
energotaksji, obecno$¢ lipooligosacharydu i otoczki poli-
sacharydowej, wytwarzanie toksyn i biatek sekrecyjnych,
obecno$¢ plazmidu pVir oraz zmienno$¢ genetyczna [12,
19, 22, 34]. Najlepiej poznang toksyng jest cytoletalna
genotoksyna - CDT (cytolethal distending toxin), kodo-
wana przez geny: cdtA, cdtB i cdtC (tabela 2), ktére sg nie-
zbedne do wyrazenia pelnej aktywnosci toksyny [20].
Mechanizm jej dziatania polega na uszkodzeniu materiatu
genetycznego komérek eukariotycznych, zatrzymania
ich cyklu komdrkowego i doprowadzeniu do obumierania
komérek.

Czynnikiem odgrywajacym istotng role w patogene-
zie Campylobacter spp. jest réwniez zdolno$¢ jego ada-
ptacji do niesprzyjajacych warunkéw $rodowiska. W
odpowiedzi na stres, wywotany: niedoborem substancji
odzywczych, zbyt wysoka lub niskg temperatura, hipero-
smolarnoécig, niskim pH, warunkami tlenowymi, patecz-
kowate formy RF (rod form) mogg sie przeksztatcaé w
zywe, niehodowalne postaci VBNC (viable but not cultu-
rable), ktére nie rosna na znanych klasycznych pozyw-
kach hodowlanych [2, 4]. Po raz pierwszy stadium VBNC
u C. jejuni opisali Rollins i Colwell [4]. Pateczki wchodzace
w stan VBNC podlegaja morfologicznym, fizjologicznym
oraz genetycznym przemianom, ktére pozwalajg im
przetrwaé w niesprzyjajacym $rodowisku przez dtuz-
szy czas, zachowujac zdolno$¢ infekcji [4, 26, 29]. W
czasie inkubacji C. jejuni w temperaturze 4°C przez 38
dni Chaisowwong i wsp. obserwowali stadium VBNC. W
komérkach VBNC dochodzito do ekspresji genéw odpo-
wiedzialnych za wirulencje, tj. flaA, flaB, cadF, ciaB, cdtA,
cdtB i cdxc. Komérki adherowaly do komérek nabtonka
jelitowego linii komérkowej Caco-2 [4]. Podobne wyniki
badan, dotyczgce stresu zimna, otrzymali Patrone i wsp.

Naukowcy wykazali w komérkach VBNC C. jejuni wysoki
poziom ekspresji genu cadF i zdolno$¢ adhezji do Caco-2
w hodowlach in vitro [29].

WYSTEPOWANIE CAMPYLOBACTER SPP. U ZWIERZAT

Bakterie z rodzaju Campylobacter, cho¢ nie sg typowymi
przedstawicielami mikrobioty jelitowej, kolonizuja bez-
objawowo, bedac komensalami, przewdd pokarmowy
zaréwno zwierzat domowych, jak i dzikich [1, 25, 36, 42].
Najwazniejszym rezerwuarem omawianych patogenéw
jest ptactwo, zwlaszcza dréb hodowlany. Ze wzgledu
na termofilny charakter wiekszosci gatunkéw Campylo-
bacter, a zwlaszcza C. jejuni i C. coli (gtéwnych przyczyn
kampylobakteriozy) temperatura ciata ludzi i ptakdw,
wynoszaca odpowiednio 37 i 42°C, jest dla nich najlep-
sza do rozwoju. Mechanizmy odpowiadajace za adapta-
cje i trwatg kolonizacje przewodu pokarmowego drobiu
przez Campylobacter nie sa jednak doktadnie poznane.
Pomysélna i trwata kolonizacja zalezy od wielu czynni-
kéw, m.in. determinowanych genetycznie. Jednym z
takich genéw jest gen cmeABC, kodujacy wielolekowg
pompe efluksows. Wykazano, ze w przeciwieristwie do
dzikich, szczepy C. jejuni ze zmutowanym genem cmeABC,
nie zasiedlaty jelit kurczat. Nie zaobserwowano réwniez
kolonizacji jelita przez C. jejuni ze zmutowanymi genami
docB i docA, odpowiedzialnymi za kodowanie chemo-
taktycznego biatka MCP i cytochromu C [25]. W geno-
mie C. jejuni stwierdzono ponadto liczne geny kodujace
biatka, odpowiedzialne za skoordynowane szlaki che-
motaksji. Chemoatraktanty, wystepujace w §luzie jelito-
wym, nalezg do wazniejszych czynnikéw utatwiajacych
kolonizacje jelita kurczakéw przez C. jejuni. Glikoprote-
iny, cukry (L-fukoza obecna w zdkci, mucyna), amino-
kwasy (cysteina, asparaginian, seryna i glutaminian)
oraz sole kwaséw organicznych (cytrynian, fumaran,
a-ketoglutaran, jabtczan, pirogronian, czy bursztynian),
to najwazniejsze atraktanty uczestniczace w skutecznym
zasiedlaniu przewodu pokarmowego gospodarza [25].

Ze wzgledu na to, ze zrédtem Campylobacter spp. moga
by¢ tez inne zwierzeta hodowlane, takie jak: bydto, kozy,
owce, czy $winie, badano i potwierdzono mechanizmy
kolonizacji jelit réwniez u tych gatunkéw zwierzat [1,
18]. Nalezy podkresli¢, ze u zwierzat proces kolonizacji
jest bezobjawowy, w przeciwienistwie do ludzi, u kté-
rych w wyniku inwazji patogenem, wydzielane sa IL-1a,
IL-1B, IL-6 oraz chemokiny IL-8, CCL2,CCL20, CXCL2, tzw.
mediatory proceséw zapalnych [1]. Chociaz poziom kolo-
nizacji jelit zwierzat jest wysoki (u drobiu moze wynosi¢
nawet 10 jtk/g treéci jelit), brak objawéw chorobo-
wych uniemozliwia eliminacje ze stad osobnikéw zaka-
zonych. Poniewaz C. jejuni wykrywa sie w jelicie $lepym
ponad 90% kurczakéw [24], to wlasnie spozywanie miesa
drobiowego ma najwieksze znaczenie w szerzeniu sie
zakazen u ludzi. Ponad 98% dostepnych w sklepach pro-
duktédw z miesa kurczakéw moze by¢ zakazonych tymi
bakteriami [7]. Transmisja z rodzica na piskle jest rzad-
koscig, a stada kurczat zazwyczaj okresla sie jako Cam-
pylobacter-pozytywne dopiero gdy osiggna wiek okoto
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Tabela 2. Najwazniejsze czynniki odpowiedzialne za wirulencje Campylobacter spp.

Mechanizm Czynnik wirulengji Geny

ruchlino flagelina A, B, biatka ciatka podstév.vmzlgegg rzeski ( FliF, FliM, FliY, Figl), flah, flaB, fE fib, A, il i, rpo
azynniki 0%, 0
) biatko CadF, CapA, fosfolipaza A, .
adhezja lipoproteina, adhezyna i biatko wiazace ligand Peb1, cac, capA, pleiA, ipA, peb1A
chemotaksje biatka chemotaktyczne: Che A, B,R,V,WiZ cheA, cheB, cheR, cheV, chew i che Z.
inwazyjnos¢ sktadniki systemu sekregji typu Il (T3SS), biatko FlaC, chaperon HtrA, fIhA, fihB, fliQ, fliP. fli0, fliR, flaC, htrA
cytotoksycznos¢ cytoletalna genotoksyna CdtA, cdtB, cdtC
system N-glikozylacji N-glikozylagja pgl
wielolekoopornos¢ i opornos¢ na sole z6tci pompa efluksowa Cme cmeA, cmeB, cme(

odpornos¢ na stres

katalaza KatA, peroksydaza grupy tiolowej, biatka szoku cieplnego

kath, tpx, dnal

wedtug Boltona [2] zmodyfikowano

dwdch tygodni. Najwazniejszymi czynnikami powoduja-
cymi zanieczyszczenie partii migsa przez Campylobacter
spp. jest ubdj cze$ciowy (przerzedzanie populacji), ubdj
w miesigcach letnich (czerwcu, lipcu i sierpniu) oraz
wiek ptakéw (od 36 dni do >40 dni) [39]. Dodatkowym
zagrozeniem dla konsumentdéw jest zdolnos¢é przezycia
i namnazania sie patogenu w zywnos$ci podczas obrébki
przemystowej i przechowywania [7].

BIOFILM TWORZONY PRZEZ CAMPYLOBACTER SPP. A
ZDROWIE PUBLICZNE

Biofilm, ktdry jest wielowarstwowym osadem tworzonym
przez organizmy (bakterie, plesnie, glony, pierwotniaki)
na powierzchniach statych, odgrywa obecnie olbrzymia
role w zapewnianiu bezpieczeristwa zywnosci i zdrowia
konsumentdéw. Biofilm powoduje wtdrne zanieczyszczenie
produktéw spozywczych i wody pitnej. Jest duzo bardziej
oporny na dziatanie $rodkéw dezynfekcyjnych niz komérki
w stanie planktonicznym, przez co utrudnione jest utrzy-
manie higieny w przemysle spozywczym, a takze w warun-
kach domowych [15]. Bakterie z rodzaju Campylobacter,
oprécz Salmonella sp., Escherichia coli, Legionella pneumophila,
naleza do najbardziej niebezpiecznych patogenéw, m.in. z
powodu zdolnosci tworzenia biofilmu, w réznych warun-
kach. Liczne badania dowiodly, ze pateczki Campylobacter
spp. nie tylko adheruja do powierzchni biotycznych (skéry
zwierzat, komdrek nabtonkowych), ale réwniez abiotycz-
nych, stosowanych w przemysle spozywczym (stali nie-
rdzewnej, szkta, polipropylenu) [15, 21, 32, 39]. Reuter i
wsp. wykazali, ze w atmosferze zawierajacej 20% O, two-
rzenie biofilmu przez C. jejuni NCTC 11168 zachodzi duzo
szybciej niz w atmosferze z podwyzszong zawarto$cia
€O, (5% 0,, 10% CO,) [32]. Z dostepnej literatury wynika,
ze réwniez inne gatunki Campylobacter, m.in. C. concisus
wyizolowany od ludzi z réznymi dolegliwo$ciami prze-
wodu pokarmowego (chorobg Crohna, ostrym zapaleniem
blony $luzowej zotadka) wykazuje te ceche [21]. Gunther i
Chen oceniali adherencje 16 szczepw reprezentujacych 14
réznych gatunkéw z rodzaju Campylobacter do trzech réz-
nych powierzchni abiotycznych (szkla, stali nierdzewnej

oraz plastiku). Wykazali, ze szczepy beztlenowe z rodzaju
Campylobacter (C. rectus, C. showae, C. mucosalis, C. concisus, C.
curvus, C. gracilis) miaty wieksze predyspozycje do koloniza-
¢ji réznych powierzchni i tworzenia biofilmu na wszystkich
matrycach, w poréwnaniu ze szczepami mikroaerofilnymi.
Szczepy mikroaerofilne (C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis, C. lari,
C fetus, C. sputorum, C. helvetius, C. hyointestinalis) tworzyty
biofilm tylko na jednej z testowanych powierzchni badz
wecale, a materialem sprzyjajacym tworzeniu biofilmu byta
stal nierdzewna [15]. Sulaeman i wsp. wykazali, ze sposréd
46 przebadanych szczepdw C. jejuni i C. coli, tylko niektére
adherowaly do powierzchni polistyrenu. Na ogét szczepy C.
coli wykazywaty stabsza zdolno$¢ do wzrostu w postaci bio-
filmu niz C, jejuni. Ponadto, szczepy kliniczne oraz wyizolo-
wane z zywnoSci statystycznie cze$ciej przejawiaty lepsze
whadciwosci tworzenia biofilmu niz szczepy wyizolowane
od zwierzat oraz z tusz wieprzowych i drobiowych [39].
Badania te wskazuja, ze zdolno$¢ tworzenia biofilmu jest
cechg szczepowg warunkowana wieloma czynnikami.

PROFILAKTYKA ZAKAZEN CAMPYLOBACTER SPP.

Zakazenia Campylobacter spp. moga mieé charakter bez-
posredni, co wynika ze spozywania surowego lub niedo-
gotowanego miesa lub posredni, do ktérego dochodzi
przez zanieczyszczone powierzchnie, majace kontakt z
zakazonym miesem [7].

Profilaktyka zakazeri Campylobacter spp. u ludzi jest sto-
sunkowo prosta i polega na:

«  prawidlowym przyrzadzaniu miesa - produkt powi-
nien by¢ gotowany tak, aby osiagna¢ minimalng
temperature wewnetrzng 74°C,

+  myciu rak podczas przygotowywania zywno$ci,
zwlaszcza po kontakcie z surowg zywno$cia pocho-
dzenia zwierzecego,

«  stosowaniu oddzielnych desek do krojenia zywno$ci
pochodzenia zwierzecego oraz innych produktéw
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spozywczych i doktadnym ich czyszczeniu, a takze
blatéw oraz naczyni po przygotowaniu surowej zyw-
no$ci pochodzenia zwierzecego,

«  unikaniu picia niepasteryzowanego mleka lub nie-
oczyszczonych wéd powierzchniowych,

« starannym myciu rak przez osoby z biegunka
(zwlaszcza dzieci) oraz po kontakcie z odchodami
zwierzat [37].

Zapobieganie kampylobakteriozie u ludzi najczesciej
polega na ograniczaniu wystepowania Campylobacter spp.
w miesie dostepnym komercyjnie [7]. Mieso, zwlaszcza
$wieze zawiera odpowiednie ilosci wody, protein i sktadni-
kéw odzywezych, zapewniajgc jednoczesnie preferowane
przez drobnoustroje pH [44]. W Unii Europejskiej (UE) Cam-
pylobacter spp. sa obecne $rednio w 71% partii kurczat broj-
leréw [35]. Fizyczne metody inaktywacji drobnoustrojéw
w miesie, takie jak mrozenie czy obrébka termiczna nie
zawsze zapewniajg bezpieczetistwo mikrobiologiczne pro-
duktéw miesnych, dlatego tez w celu ich zabezpieczenia,
dodawane sa substancje przeciwdrobnoustrojowe, ktérych
stosowanie okre$la Rozporzadzenie Komisji Europejskiej
nr 601/2014. Obecnie dodawanie konserwantéw chemicz-
nych wzbudza kontrowersje, ze wzgledu na ich potencjalne
dziatanie toksyczne i kancerogenne na organizm czto-
wieka [44]. W ostatniej dekadzie konsumenci coraz bardziej
zainteresowani sg produktami ,bio” oraz ,,organicznymi”,
niezawierajgcymi chemicznych konserwantéw [8]. Zmniej-
szenie zagrozenia dla zdrowia publicznego, w granicach
50-90%, moze by¢ osiagniete przez chemiczne odkazanie
tusz, np. chlorem, jednak zabiegi takie nie sag dozwolone
w Unii Europejskiej [39]. Wykazano takze ze polifosforany
dodawane do miesa moga pomagaé w utrzymywaniu sie
Campylobacter w zywnosci [7].

Do gléwnych strategii opracowywanych w celu ograni-
czenia liczby Campylobacter spp. w miesie paczkowanym
nalezy zwiekszanie bezpieczetistwa biologicznego na far-
mach, odseparowywanie zakazonych stad, szczepienie
zwierzgt hodowlanych oraz poprawa higieny podczas
uboju [7]. Metody tego rodzaju sa korzystne zaréwno ze
wzgledéw ekologicznych, jak i ekonomicznych [35]. Wazne
jest, by wzrastata $wiadomos$¢ hodowcédw w zakresie proce-
dur bezpieczeristwa mikrobiologicznego oraz zarzadzania
hodowlami [39]. Nowe strategie przeciwko Campylobacter
spp. obejmujg takze skarmianie zwierzat specjalnie opra-
cowanymi mieszankami bakterii, ograniczajacymi adhe-
zje patogenéw do komdrek nabtonka jelitowego. Znana
jest wrazliwo$¢ pateczek z rodzaju Campylobacter spp. na
zakwaszenie $rodowiska, dlatego podejmowarne sa takze
préby zakwaszania karmy i wody [7]. Niestety, procedury
majace zapewnia¢ higieniczng hodowle drobiu wolnego od
Campylobacter spp. w przypadku gospodarstw ekologicz-
nych spotykaja sie z przeszkodami, do ktérych naleza m.in.
chéw na $wiezym powietrzu, inne oprdcz drobiu zwie-
rzeta hodowlane oraz ptaki dziko zyjace [8].

W obliczu problemu jakim jest szerzaca sie antybiotyko-

opornos$¢ bakterii, w tym Campylobacter spp, skutecznym
i ekonomicznym rozwigzaniem moze by¢ stosowanie
przeciwdrobnoustrojowych zwiazkéw pochodzenia
naturalnego. Peptydami przeciwdrobnoustrojowymi
aktywnymi wobec C. jejuni sa m. in. reuteryna, czy bak-
teriocyny B602, OR7, E50-52, L-1077, a sposrdd sku-
tecznych substancji pochodzenia roslinnego ekstrakt
z czosnku (Allium sativum), czy eukaliptusa (Eucalyptus
occidentalis). Skuteczno$¢ dziatania czosnku opiera sie
na uszkadzaniu biatkowych, lipidowych i polisacharydo-
wych komponentéw btony komérkowej pateczek Cam-
pylobacter, natomiast mechanizmy dziatania ekstraktu
z eukaliptusa nie sg doktadnie poznane [24]. Ro$liny
cechuje duzy potencjal, ktéry mozna wykorzystaé w
ochronie produktéw spozywczych przed skazeniem
Campylobacter spp., w zwalczaniu choréb zwiazanych z
tymi patogenami oraz jako dodatkéw do pasz, ograni-
czajacych kolonizacje zwierzat hodowlanych. Skutecz-
no$¢ wykazujg m.in. akacja Farnesa (Acacia farnesiana),
bylica luizjatiska (Artemisia ludoviciana), opuncja figowa
(Opuntia ficus-indica) oraz karczoch zwyczajny (Cynara
scolymus). Badane sg zwigzki fenolowe pochodzace z
roslin, bioaktywne sktadniki jagdd i jezyn, tymol i kar-
wakrol [38].

Wciaz opracowywane sa takze nowe metody oparte na
zjawisku konkurencyjnosci drobnoustrojéw, dziataniu
bakteriofagdw, wykorzystaniu czynnikéw przeciwdrob-
noustrojowych badz probiotykéw [7, 23, 35]. Wykazano,
iz podawanie zywym ptakom swoistych bakteriofagédw
krétko przed ubojem, moze by¢ skutecznym $rodkiem
ochrony [7]. W 2005 r. dowiedziono, ze terapia fagowa
okazata sie obiecujaca metodg zmniejszania koloniza-
cji brojleréw przez C. jejuni, jako $rodek zapobiegawczy
lub terapeutyczny. Zgodnie z uzyskanymi wynikami sto-
sowanie fagéw nie zapobiega jednak kolonizacji jelita,
lecz moze ja opdzniaé. W badaniach z wykorzystaniem
bakteriofagéw CP8 oraz CP34, nastepowalto zmniej-
szenie liczby komérek C. jejuni w katnicy kurczakdéw
0,5-5 log jtk/g. Natomiast pojedyncza dawka bakterio-
faga CP220 (o mianie 107 lub 10° jednostek tworzacych
blaszki) powodowata spadek liczby Campylobacter spp.
u kurczat o 2 log jtk/g, a po zakoriczeniu leczenia tylko
2% odzyskanych komdrek Campylobacter spp. byto opor-
nych na CP220. Nalezy podkresli¢, ze redukcja liczby
Campylobacter spp. w tuszach drobiowych o dwie jed-
nostki logarytmiczne moze sie przyczynié¢ do 30-krot-
nego zmniejszenia wystepowania kampylobakteriozy u
ludzi [27]. Dowiedziono takze, ze podawanie swoistych
bakteriofagédw kurczetom w paszy lub wodzie obniza
liczbe kolonizujacych przewdd pokarmowy ptakéw, Cam-
pylobacter spp. Poczatkowo o 2 log jtk/g stabilizuje sie
do wartoéci nizszej o 1 log jtk/g w poréwnaniu z grupa
kontrolna [43].

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie innowacyj-
nymi systemami pakowania, rozwigzaniami wykorzy-
stujacymi tzw. aktywne opakowania, mogace przedtuzaé
trwato$¢ surowych i gotowanych produktéw miesnych.
Systemy tego typu moga obejmowal obecne w opako-
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waniach pochtaniacze tlenu, substancje absorbujgce lub
emitujace dwutlenek wegla, arkusze chtongce wycieki,
antyoksydanty lub cate opakowania o dzialaniu prze-
ciwdrobnoustrojowym, np. folie przeciwbakteryjne
wytwarzane z chitozanu badZ hydroksypropylometylo-
celulzy, zawierajace olejki eteryczne. Folie takie wykazy-
waly znaczaca aktywno$¢ przeciwko Campylobacter spp.
podczas przechowywania przez 12 dni, w temperaturze
12°C [7].

Badany jest takze wptyw ci$nienia hydrostatycznego,
pulsacyjnego pola elektrycznego, olejkéw eterycznych
oraz temperatury na przezywalno$é Campylobacter spp.
Sposéréd metod wykorzystujacych wysoka temperature,
najlepsze okazuja sie oparte na dziataniu goracej pary,
gdyz para lepiej niz gorgca woda czy powietrze prze-
nika zagtebienia, szczeliny oraz mieszki wlosowe na
powierzchni miesa [3]. Synergistyczne potgczenie réz-
nych metod moze sie okaza¢ skutecznym narzedziem
eliminacji Campylobacter spp. z miesa drobiowego.

PISMIENNICTWO

PODSUMOWANIE

Jeszcze w niedalekiej przesztosci przekroczenie przez
Campylobacter spp. bariery miedzygatunkowej zwierze-
-cztowiek nie stanowito tak realnego zagrozenia epide-
miologicznego. O tym, jak powazny jest problem zatrud
pokarmowych spowodowanych tymi patogenami §wiad-
czy wzrost liczby publikacji dotyczacych tego zagadnie-
nia w ostatnich latach. Najbardziej istotnym zrédtem
infekcji, w $wietle danych zawartych w raportach UE
dotyczacych tej zoonozy, jest mieso drobiowe, dlatego
szczegllnie narazone na zakazenie sg osoby zajmujace
sie jego produkcja. Hodowle drobiu prowadzone na
masowa skale, zasiedlanie sie dzikiego ptactwa wodnego
(kaczek, tabedzi, mew itp.) w aglomeracjach miejskich
oraz bliska wiez z zwierzetami domowymi powoduja
narastanie zagrozenia pateczkami Campylobacter spp., co
sprawia, ze badania prowadzone w celu lepszego pozna-
nia mechanizmdw ich chorobotwdrczosci, epidemiologii
oraz metod diagnozowania, leczenia oraz profilaktyki
takich zakazeti powinny byé priorytetowe.

[1] Aguilar C., Jimenez-Marin A., Martins R.P., Garrido J.J.: Interac-
tion between Campylobacter and intestinal epithelial cells leads to
a different proinflammatory response in human and porcine host.
Vet. Immunol. Immunopathol., 2014; 162: 14-23

[2] Bolton D.J.: Campylobacter virulence and survival factors. Food
Microbiol., 2015; 48: 99-108

[3] Chaine A., Arnaud E., Kondjoyan A., Collignan A., Sarter S.: Effect
of steam and lactic acid treatments on the survival of Salmonella
Enteritidis and Campylobacter jejuni inoculated on chicken skin.
Int. J. Food Microbiol., 2013; 162: 276-282

[4] Chaisowwong W., Kusumoto A., Hashimoto M., Harada T., Maklon
K., Kawamoto K. Physiological characterization of Campylobacter
jejuni under cold stresses conditions: its potential for public threat.
J. Vet. Med. Sci., 2012; 74: 43-50

[5] Dasti J.I, Tareen A.M., Lugert R., Zautner A.E., GroR U.: Campy-
lobacter jejuni: a brief overviev on pathogenicity-associated factors
and disease-mediating mechanisms. Int. J. Med. Microbiol., 2010;
300: 205-211

[6] Debruyne L., On S.L.W., De Brandt E., Vandamme P.: Novel Cam-
pylobacter lari-like bacteria from humans and molluscs: description
of Campylobacter peloridis sp. nov., Campylobacter lari subsp. con-
cheus subsp. nov. and Campylobacter lari subsp. lari subsp. nov. Int.
J. Syst. Evol. Microbiol., 2009; 59: 1126-1132

[7] Djenane D., Yanguela J., Roncales P.: A review and future poten-
tial approach for Campylobacter control in retail poultry meat. Afr.
J. Microbiol. Res., 2014; 8: 4041-4052

[8] Dubois-Dauphin R., Vandeplas S., Didderen I., Marcq C., Théwis A.,
Thonart P.: In vitro antagonistic activity evaluation of lactic acid bac-
teria (LAB) combined with cellulase enzyme against Campylobacter
jejuni growth in co-culture. J. Microbiol. Biotechnol., 2011; 21: 62-70

[9] EFSA: The European Union summary report on trends and sour-
ces of zoonoses, zoonotic agents and food-borne outbreaks in 2015.
EFSA]J., 2016; 14: 4634

[10] Epps S.V., Harvey R.B., Hume M.E., Phillips T.D., Anderson R.C.,
Nisbet D.J.: Foodborne Campylobacter: infections, metabolism, pa-
thogenesis and reservoirs. Int. J. Environ. Res. Public Health, 2013;
10: 6292-6304

[11] Euzeby J.P.: List of prokaryotic names with standing in no-
menclature: genus Campylobacter. 2012. http://www.bacterio.net/
(27.09.2017)

[12] Frirdich E., Biboy J., Adams C., Lee ]., Ellermeier J., Gielda L.D.,
Dirita V,J., Girardin S.E., Vollmer W., Gaynor E.C.: Peptidoglycan-mo-
difying enzyme Pgp1 is required for helical cell shape and pathoge-
nicity traits in Campylobacter jejuni. PLOS Pathog., 2012; 8: 1002602

[13] Gharst G., Oyarzabal 0.A., Hussain S.K.: Review of current me-
thodologies to isolate and identify Campylobacter spp. from foods.
J. Microbiol. Methods, 2013; 95: 84-92

[14] Gilbert M J., Miller W.G., Leger J.S., Chapman M.H., Timmerman
AJ., Duim B., Foster G., Wagenaar J.A.: Campylobacter pinnipedio-
rum sp. nov., isolated from pinnipeds, comprising Campylobacter
pinnipediorum subsp. pinnipediorum subsp. nov. and Campylobac-
ter pinnipediorum subsp. caledonicus subsp. nov. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol., 2017; 67: 1961-1968

[15] Gunther IV N.W., Chen C.Y.: The biofilm forming potential of
bacterial species in the genus Campylobacter. Food Microbiol., 2009;
26: 44-51

[16] Josefsen M.H., Bhunia A.K., Engvall E.O., Fachmann M.S., Ho-
orfar J.: Monitoring Campylobacter in the poultry production cha-
in- from culture to genes and beyond. J. Microbiol. Methods, 2015;
112:118-125

[17] Kaakoush N.0., Castafio-Rodriguez N., Mitchell H.M., Man S.M.:
Global epidemiology of Campylobacter infection. Clin. Microbiol.
Rev., 2015; 28: 687-720

[18] Khalifa N.O., Afify J.S.A., Rabie N.S.: Zoonotic and molecular
characterizations of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli
isolated from beef cattle and children. Global Veterinaria, 2013;
11:585-591

[19] Koolman L., Whyte P., Burgess C., Bolton D.: Virulence gene
expression, adhesion and invasion of Campylobacter jejuni exposed
to oxidative stress (H202). Inter. J. Food Microbiol., 2016; 220: 33-38

[20] Lai CK., Chen Y.A,, Lin C.J., Lin HJ. Kao M.C., Huang M.Z., Lin
Y.H., Chiang-Ni C., Chen CJ., Lo U.G., Lin L.C., Lin H., Hsieh J.T., Lai
C.H.: Molecular mechanisms and potential clinical applications of
Campylobacter jejuni cytolethal distending toxin. Front. Cell. Infect.
Microbiol., 2016; 6: 9

684



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2018; tom 72: 77-685

Szosland-Fattyn A. i wsp. — Zakazenia Campylobacter...

[21] Lavrencic P., Kaakoush N.O., Huinao K.D., Kain N., Mitchell H.M.:
Investigation of motility and biofilm formation by intestinal Cam-
pylobacter concisus strains. Gut Pathog., 2012; 4: 22

[22] Melo R.T., Nalevaiko P.C., Mendonga E.P., Borges L.W., Fonseca
B.B., Beletti M.E., Rossi D.A.: Campylobacter jejuni strains isolated
from chicken meat harbour several virulence factors and represent
a potential risk to humans. Food Control, 2013; 33: 227-231

[23] Messaoudi S., Kergourlay G., Dalgalarrondo M., Choiset Y., Fer-
chichi M., Prevost H., Pilet M.F., Chobert J.M., Manai M., Dousset X.:
Purification and characterization of a new bacteriocin active against
Campylobacter produced by Lactobacillus salivarius SMXD51. Food
Microbiol., 2012; 32: 129-134

[24] Messaoudi S., Kergourlay G., Rossero A., Ferchichi M., Prevost
H., Drider D., Manai M., Dousset X.: Identification of lactobacilli re-
siding in chicken ceca with antagonism against Campylobacter. Int.
Microbiol., 2011; 14: 103-110

[25] Mohan V.: The role of probiotics in the inhibition of Campylo-
bacter jejuni colonization and virulence attenuation. Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis., 2015; 34: 1503-1513

[26] Moore J.E.: Bacterial dormancy in Campylobacter: abstract the-
ory or cause for concern? Int. J. Food Sci. Technol., 2001; 36: 593-600

[27] Myga-Nowak M., Godela A., Glgb T., Lewariska M., Boratyriski
J.: Bakteriofagi w walce z infekcjami pokarmowymi wywotanymi
zanieczyszczeniem zywnosci bakteriami z rodzaju Campylobacter.
Postepy Hig. Med. Do$w., 2016; 70: 989-1000

[28] Nobile C.G., Costantino R., Bianco A., Pileggi C., Pavia M.: Pre-
valence and pattern of antibiotic resistance of Campylobacter spp.
in poultry meat in Southern Italy. Food Control, 2013; 32: 715-718

[29] Patrone V., Campana R., Vallorani L., Dominici S., Federici S.,
Casadei L., Gioacchini A.M., Stocchi V., Baffone W.: CadF expression
in Campylobacter jejuni strains incubated under low-temperature
water microcosm conditions which induce the viable but non-cul-
turable (VBNC) state. Antonie Van Leeuwenhoek, 2013; 103: 979-988

[30] Pitkanen T.: Review of Campylobacter spp. in drinking and envi-
ronmental waters. J. Microbiol. Methods, 2013; 95: 39-47

[31] Radomska K.A., Ordonez S.R., Wdsten M.M., Wagenaar J.A., van
Putten J.P.: Feedback control of Campylobacter jejuni flagellin levels
through reciprocal binding of Fliw to flagellin and the global regu-
lator CsrA. Mol. Microbiol., 2016; 102: 207-220

[32] Reuter M., Mallett A., Pearson B.M., van Vliet A.H.: Biofilm for-
mation by Campylobacter jejuni is increased under aerobic condi-
tions. Appl. Environ. Microbiol., 2010; 76: 2122-2128

[33] Rokosz N., Rastawicki W., Wotkowicz T.: Mikrobiologiczna dia-
gnostyka zakazen wywolywanych przez pateczki Campylobacter

jejuni i Campylobacter coli u ludzi. Postepy Hig. Med. Do$w., 2014;
68: 48-56

[34] Rokosz-Chudziak N., Rastawicki W.: Wybrane mechanizmy cho-
robotwdrczosci pateczek Campylobacter jejuni. Med. Do$w. Mikrob.,
2014; 66: 47-58

[35] Saint-Cyr M.J., Guyard-Nicodeme M., Messaoudi S., Chemaly M.,
Cappelier ].M., Dousset X., Haddad N.: Recent advances in screening
of anti-Campylobacter activity in probiotics for use in poultry. Front.
Microbiol., 2016; 7: 553

[36] Saint-Cyr M.J., Haddad N., Taminiau B., Poezevara T., Quesne S.,
Amelot M., Daube G., Chemaly M., Dousset X., Guyard-Nicodeme M.:
Use of the potential probiotic strain Lactobacillus salivarius SMXD51
to control Campylobacter jejuni in broilers. Int. J. Food Microbiol.,
2017; 247:9-17

[37] silva]., Leite D., Fernandes M., Mena C., Gibbs P.A., Teixeira P.:
Campylobacter spp. as a foodborne pathogen: A review. Front. Mi-
crobiol., 2011; 2: 200

[38] Silva]., Teixeira P.: Tackling Campylobacter: a review. Am. J. Adv.
Food Sci. Technol., 2015; 3: 107-124

[39] Skarp C.P., Hanninen M.L., Rautelin H.L.: Campylobacteriosis:
the role of poultry meat. Clin. Microbiol. Infect., 2016; 22: 103-109

[40] Sulaeman S., Le Bihan G., Rossero A., Federighi M., De E., Tresse
0.: Comparison between the biofilm initiation of Campylobacter je-
juni and Campylobacter coli strains to an inert surface using BioFilm
Ring Test®. J. Appl. Microbiol., 2010; 108: 1303-1312

[41] Vondrakova L., Pazlarova J., Demnerova K.: Detection, identifica-
tion and quantification of Campylobacter jejuni, coli and lari in food
matrices all at once using multiplex gPCR. Gut Pathog., 2014; 6: 12

[42] Wassenaar T.M., Blaser M.J.: Pathophysiology of Campylobac-
ter jejuni infections of humans. Microbes Infect., 1999; 1: 1023-1033

[43] Wernicki A., Nowaczek A., Urban-Chmiel R.: Bacteriophage the-
rapy to combat bacterial infections in poultry. Virol.J., 2017; 14: 179

[44] Woraprayote W., Malila Y., Sorapukdee S., Swetwiwathana A.,
Benjakul S., Visessanguan W.: Bacteriocins from lactic acid bacteria
and their applications in meat and meat products. Meat Sci., 2016;
120:118-132

[45] Yang X., Kirsch J., Simonian A.: Campylobacter spp. detection in
the 21st century: a review of the recent achievements in biosensor
development. J. Microbiol. Methods, 2013; 95: 48-56

Autorki deklaruja brak potencjalnych konfliktéw inte-
resdw.

685

685



