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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Drobnoustroje sa jednym z istotnych czynnikéw majacych znaczenie w powstawaniu kamicy
moczowej. Podczas gdy bakterie ureolityczne i nanobakterie przyczyniaja sie do tworze-
nia kamieni to pateczki Oxalobacter formigenes petnia role ochronna przed rozwojem kamicy
moczowej. Proteus mirabilis alkalizujac $rodowisko drég moczowych powoduje krystalizacje
gtéwnie struwitu (fosforanu amonowo-magnezowego). Natomiast nanobakterie, ze wzgledu
na mozliwo$¢ odktadania apatytu na powierzchni swoich komérek, byty uwazane za czynnik
etiologiczny kamieni moczowych ztozonych z fosforanéw wapnia. O. formigenes stanowia
naturalng mikroflore przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat. Sa bakteriami beztlenowymi,
dla ktérych zasadniczym Zrédlem wegla i energii sa szczawiany. Rozktadajgc szczawiany oraz
regulujgc ich transport przez nablonek jelita drobnoustroje te petnia role kontrolng nad ilo$ciag
wydalanych szczawianéw. Mniejsza kolonizacja jelita grubego ludzi przez 0. formigenes moze
skutkowaé zwiekszeniem stezenia wydalanych szczawianéw (hiperoksaluria) i prowadzi¢ m.in.
do rozwoju szczawianowo-wapniowej kamicy moczowej. Ze wzgledu na wskazany wyzej ko-
rzystny wptyw O. formigenes prowadzone sg badania nad wykorzystaniem tego drobnoustroju
jako bakterii probiotycznych w profilaktyce badZ leczeniu pacjentéw z hiperoksalurig zaréwno
wtérna, jak i pierwotng. Wyniki tych badan sa obiecujace, ale nadal wymagaja kontynuacji.
Badania te dotycza analizy metabolizmu, jak i budowy 0. formigenes oraz opracowania metody
zastosowania tych bakterii lub ich enzyméw odpowiedzialnych za degradacje szczawianéw
jako $rodka terapeutycznego.
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Summary

Microorganisms are one of the important factors for urinary calculi formation. While ure-
ase-positive bacteria and nanobacteria contribute to stone formation, Oxalobacter formigenes
rods play a protective role against the development of urolithiasis. Proteus mirabilis alkaline
environment of the urinary tract and cause crystallization mainly of struvite (magnesium
ammonium phosphate). However, nanobacteria, due to the possibility of apatite deposition
on the surface of their cells, have long been considered as an etiological factor of urinary cal-
culi consisting of calcium phosphates. 0. formigenes is an anaerobe using oxalate as the main
source of carbon and energy and occurs as natural gastrointestinal microflora of humans
and animals. These bacteria control the amount of oxalate excretion degrading oxalates and
regulating their transport by intestinal epithelium. Lower colonization of the human colon
by O. formigenes can cause increased oxalate excretion and lead to the development of oxalate
urolithiasis. Due to the positive influence of 0. formigenes, there is ongoing research into the
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use of this microorganism as a probiotic in the prophylaxis or treatment of hyperoxaluria,
both secondary and primary. The results of these studies are very promising, but they still
require continuation. Future studies focus on the exact characteristics of 0. formigenes inclu-
ding their metabolism and the development of methods for applying as a therapeutic agent
the bacteria or their enzymes degrading the oxalate.
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WPROWADZENIE

Kamica moczowa jest jedna z najczestszych chordb
uktadu moczowego, a przyczyn powstawania kamieni
moczowych jest wiele. W wiekszo$ci przypadkéw cho-
roba ta wynika z zaburzeri metabolicznych, ale réwniez
z zakazen drég moczowych, nieprawidtowej diety, otyto-
$ci i réznych czynnikéw $rodowiskowych, np. klimatu.
W przypadku kazdego rodzaju kamieni, pierwszym eta-
pem powstawania jest krystalizacja badz wytracanie
mineralnych sktadnikéw moczu spowodowane nad-
miernym ich stezeniem w stosunku do rozpuszczalno-
$ci w moczu, a w dalszym etapie agregacja powstatych
krysztaléw, zatrzymanie w drogach moczowych i two-
rzenie coraz to wiekszych ztogéw [4,52,58]. Najczestszym
nastepstwem zaburzert metabolicznych powodujacych
kamice moczowa jest nadmierne nagromadzenie wap-
nia (hiperkalciuria) i szczawianéw (hiperoksaluria).
Wzrost stezenia szczawianéw w moczu nawet przy fizjo-
logicznie prawidlowym stezeniu wapnia moze juz powo-
dowaé kamice moczowg [24,34]. Kamica szczawianowa
nalezy do najczestszych i stanowi okoto 82% wszyst-
kich kamieni moczowych. Choroba ta nieleczona cze-
sto nawraca, szacuje sie, ze po roku czesto$é nawrotéw
wynosi 10%, po 5 latach 35%, a po 10 latach nawet 50%
[4,54]. Zrédta szczawiandw w moczu mozna podzielié¢ na
endogenne, stanowiace 75% wszystkich szczawianéw
i egzogenne, czyli dostarczane wraz z pokarmem. Endo-
genne szczawiany w prawidtowych warunkach pocho-
dza z metabolizmu watrobowego, w tym z przemian
kwasu glioksylowego, askorbinowego i glicyny. W pra-
widlowej diecie zawarto$¢ szczawianéw waha sie 80-120
mg na dzien. Tylko 6-14% spozywanych szczawianéw

jest wchlaniana w przewodzie pokarmowym [5,34,48].
Za hiperoksalurie uwaza sie stezenie szczawiandéw
w moczu przekraczajgce 45 mmol/1,73m? powierzchni
ciata na dobe. Hiperoksaluria zwigzana jest z genetycz-
nie uwarunkowanymi niedoborami enzyméw watrobo-
wych, co skutkuje zwiekszeniem stezenia endogennych
szczawiandéw (tzw. hiperoksaluria pierwotna) lub tez
jest wynikiem zaburzenia wchtaniania i metabolizowa-
nia szczawianéw w uktadzie pokarmowym (hiperoksa-
luria wtérna). Zwiekszone wydalanie wapnia wystepuje
réwniez u 0séb cierpiacych na choroby uktadu pokarmo-
wego, takie jak: choroba Lesniowskiego-Crohna, zespét
krétkiego jelita czy tez inne choroby, np. mukowiscy-
doze [44,50]. Hiperoksaluria stwierdzana jest réwniez
u 0séb z otyto$cia olbrzymia poddanych zabiegowi zato-
zenia ,,bypass” zotadka. U tych pacjentéw stwierdzono
wzrost stezenia szczawiandw juz od 3 miesigca po opera-
cji osiagajac staty wysoki poziom nawet do 1-2 roku oraz
niewielka kolonizacje przewodu pokarmowego Oxalo-
bacter formigenes [1,13]. Gtéwnym Zrédlem szczawianéw
w przewodzie pokarmowym cztowieka sg spozywane
pokarmy pochodzenia roslinnego: warzywa i owoce.
Bogate w te zwiazki sg np.: czekolada, szpinak, rabarbar
czy migdaty [51]. Jak dotad, nie istnieje zbyt wiele metod
skutecznego leczenia hiperoksalurii. Gtéwnie polegaja
one na modyfikacji diety opartej m.in. na: ogranicze-
niu dostarczania szczawianéw do jelita grubego, obnize-
niu ilo$ci spozywanych thuszczéw wplywajacych na zle
wchtlanianie, podawanie wapnia tworzacego kompleksy
ze szczawianami lub $rodkéw wiazacych kwasy zétciowe,
takich jak np. cholestyramina [4,24]. Przy czym dieta
wolna od szczawianéw pozwala na znaczne ogranicze-
nie (do okoto 50%) stezenia tych zwigzkéw w moczu, ale
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ze wzgledu na to, ze zwigzek ten powszechnie wystepuje
w pozywieniu jego znaczne ograniczanie moze dopro-
wadzi¢ do zubozenia diety [24]. Ponadto jest dostepnych
wiele lekéw, ktére moga wpltywaé na stezenie szczawia-
néw, np. diuretyki tiazydowe, cytrynian potasu, fosfo-
ran celulozy, ortofosforany, magnez czy pirydoksyna.
Dzialanie zasadowych cytrynianéw polega na tworzeniu
rozpuszczalnych komplekséw z wapniem, co zmniejsza
precypitacje szczawianéw wapnia i przesycenie nimi
moczu [4,16,48].

Niedawo, jako kolejng przyczyne hiperoksalurii wtérnej,
podano zmniejszenie liczby bakterii zasiedlajacych jelito
grube i degradujacych szczawiany, w tym O. formigenes.
Przyjmuje sie, ze liczba bakterii O. formigenes miedzy 10°
a 10 CFU w jednym gramie katu jest wystarczajaca do
efektywnego obnizenia absorpcji szczawianéw w jelicie
[44]. Ze wzgledu na wtaéciwosci O. formigenes, obecnie
badane sg czynniki wptywajace na adhezje i utrzymy-
wanie sie tych bakterii w przewodzie pokarmowym oraz
mozliwosci jego praktycznego wykorzystania u pacjen-
téw z hiperoksalurig i nawracajacg kamica moczowa.

Charakterystyka Oxalobacter formigenes

Po raz pierwszy gatunek 0. formigenes opisali i scha-
rakteryzowali w 1985 roku Alison i wsp. [2]. Sg to nie-
ruchliwe, nieprzetrwalnikujace Gram-ujemne pateczki
zasiedlajace jelito grube cztowieka oraz zwacz prze-
zuwaczy. Budowa btony komérkowej i §ciany komér-
kowej widoczna w mikroskopie elektronowym jest
poréwnywalna z innymi bakteriami Gram-ujemnymi.
Sa one bezwzglednymi beztlenowcami, ktérych naj-
bardziej interesujaca cecha jest zdolno$é wykorzy-
stywania szczawianéw jako gtéwnego Zrédta wegla
i energii. Poréwnujac szczepy izolowane z réznych
7rédet wydzielono dwie grupy: reprezentantem
I grupy jest szczep OxB, izolowany ze zwacza, a grupy
1T szczep OxK pochodzacy z katu cztowieka [2,11].
Grupy te réznily sie m.in. profilem komdérkowych
kwaséw ttuszczowych oraz reaktywno$cia z surowi-
cami skierowanymi przeciw caltym komérkom bakte-
ryjnym. Badania molekularne wykazaty réwniez, ze
grupa II jest bardziej zréznicowana niz I grupa i moz-
liwe jest wydzielenie w jej obrebie podgrup [2,40]. 0.
formigenes nie wzrasta na powszechnie uzywanych
podtozach do hodowli bakterii beztlenowych, nawet
gdy zostang wzbogacone szczawianami. Podloza do
hodowli tych bakterii zawierajg, poza zestawem soli
mineralnych i ekstraktem drozdzowym, szczawian
sodu (do 110 mM), rezazuryne i octan sodu, ktéry jest
dodatkowym Zrédtem wegla [10]. Poza wymienionymi
sktadnikami na wzrost tych drobnoustrojéw nie ma
wptywu dostarczenie innych zrédet wegla w postaci
cukréw czy alkoholi, a ogranicza go tylko obnizenie
stezenia szczawiandw [2]. Poczatkowo bakterie te ze
wzgledu na duze zréznicowanie zostaty zaklasyfiko-
wane do odrebnej jednostki taksonomicznej, pézniej
jednak w toku dalszych badan zaklasyfikowano je do
beta-proteobacteria [2,51].

Kolonizacja uktadu pokarmowego zwierzat i ludzi
przez Oxalobacter formigenes

Pateczki 0. formigenes zasiedlaja przewdd pokarmowy
ludzi i zwierzat, gdzie regulujg zaréwno wchtanianie
szczawiandw, jak i ich poziom w surowicy. Przyjmuje sie,
ze liczba komdrek O. formigenes na gram katu wynosi 107,
awydajno$¢ procesu rozktadu szczawianéw w tym $rodo-
wisku ocenia sie na 0,1-4,4 nmol w ciggu godziny na g
katu [1]. Badania katu pod wzgledem obecnosci O. formige-
nes mozna wykona¢ zaréwno metoda hodowli, jak i postu-
gujac sie metodg PCR. Prébki katu wysiewa sie na podtoze
agarowe zawierajgce szczawiany, po dtuzszym czasie inku-
bacji (okoto 3 dni) widoczne sa kolonie, wokét ktérych jest
przejasnienie podloza. Inna metoda okreslania obecnosci
bakterii rozktadajacych szczawiany jest okre$lanie spadku
stezenia szczawianéw w podtozu hodowlanym przez
pomiar absorbancji. Metody hodowlane sg czesto dtu-
gotrwate, a ponadto ze wzgledu na zréznicowanie opty-
malnych warunkéw hodowli (np. stezenia szczawiandw)
w obrebie szczepéw zawodne i nie daja powtarzalnych
wynikéw. Metoda PCR jest znacznie szybsza, trwa nie
dluzej niz 1 dzien, a jak wykazano DNA O. formigenes jest
stabilny w prébce katu do 24 godzin, co pozwala na powté-
rzenie badania. Metody molekularne oparte sg na poszu-
kiwaniu swoistych sekwencji gendw frc i oxc kodujacych
enzymy O. formigenes odpowiednio transferaze formylo-
-CoA i dekarboksylaze szczawianylo-CoA, zaangazowa-
nych w rozktad szczawianéw. Jednak i w tym przypadku
metoda ta nie daje jednoznacznych wynikéw. Poczatkowo
okazata sie bardziej swoista dla szczepéw grupy I niz dla
grupy 11, przy czym szczepy 11 grupy sg czedciej izolowane
z katu ludzi [40,42]. Zmiana starteréw pozwala na amplifi-
kacje genu oxc wszystkich znanych szczepéw 0. formigenes.
Stosujac ten zestaw, okoto 18% prébek katu wykazanych
w metodzie PCR jako dodatnie nie zawierato drobnoustro-
j6w rozktadajgcych szczawiany w warunkach beztleno-
wych, co wskazuje na potrzebe potwierdzania wynikéw
metodami hodowlanymi [42]. Ponadto stwierdzono, ze
w badanych prébkach katu u tego samego pacjenta ilo$¢
DNA 0. formigenes réznila sie nawet 1000-krotnie w ciagu
dnia [38]. Duza zmiennoé¢ i wspomniana juz wczesniej,
niejednoznaczno$é wynikéw wskazuje na potrzebe opra-
cowania zaréwno metody okre$lania obecnosci O. formige-
nes, jak i zasad pobierania prébek do badati.

Zastosowane metody oznaczania obecnosci O. formige-
nes w jelicie grubym ludzi przyniosty wiele informa-
cji o stopniu ich zasiedlania przez ten drobnoustrdj
w réznych krajach i czasie zycia cztowieka. Na przyktad
u dzieci w Korei Potudniowej do 6 miesiaca zycia drob-
noustrdj ten nie wystepuje, ale od 6 miesigca do 3 lat
65% dzieci jest nim skolonizowana. Po uzyskaniu dojrza-
tosci ptciowej 90% ludzi posiada w jelicie O. formigenes
[31]. W badaniach prowadzonych na Ukrainie wyka-
zano, ze 0. formigenes stopniowo zasiedla jelito cztowieka
od 9-12 miesiaca zycia, osiagajac najwyzsza czestosé
kolonizacji u zdrowych dzieci w wieku 6-8 lat. Wedtug
badani prowadzonych w Polsce u 26% dzieci stwier-
dzono obecno$¢ 0. formigenes w jelicie [49]. Inni badacze

1146



Torzewska A. - Oxalobacter formigenes — charakterystyka i rola w rozwoju kamicy...

wykazali, ze czestos¢ kolonizacji w ciagu Zycia obniza
sie §rednio o 25% do osiggniecia wieku dorostego [42].
U zdrowych dorostych oséb czesto$¢é kolonizacji osiaga
38% w USA, a we wspomnianej juz wyzej Korei - 77%.
Gléwna przyczyna spadku stopnia kolonizacji upatruje
sie w nieprawidtowym lub nadmiernym przyjmowaniu
antybiotykéw [28,33,42]. Wyniki badar na gryzoniach
sugeruja, ze kolonizacja jest wynikiem horyzontalnego
przenoszenia i to bezposredni kontakt z drobnoustrojem
jest gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za koloni-
zacje. Zréznicowanie w stopniu kolonizacji nie jest uza-
leznione potozeniem geograficznym bardziej zalezne
jest od diety, sktadu mikrobiomu, czynnikéw gospoda-
rza wplywajacych na kolonizacje i, jak juz wspomniano,
przyjmowanie antybiotykéw oraz bezpo$rednia eks-
pozycja na 0. formigens [33]. Nizszy stopieti kolonizacji
w krajach wysoko rozwinietych ttumaczy sie zbyt wyso-
kim stopniem higieny podczas opieki nad noworodkami.
Wiadomo, ze antybiotyki stanowia czynnik obnizajacy
w przewodzie pokarmowym liczbe bakterii rozktadaja-
cych szczawiany, ale wciaz mato jest informacji doty-
czacych wrazliwosci tego drobnoustroju na antybiotyki.
Badania lekowrazliwo$ci szczepdw 0. formigenes izolo-
wanych od ludzi wykazaly, ze bakterie te sa wrazliwe na
wiele powszechnie stosowanych antybiotykdw, ale war-
to$¢ MIC (Minimal Inhibitory Concentration, minimalne
stezenie hamujace) jest bardzo zréznicowana wéréd
szczepbw. Wedtug jednych wynikéw badan wszystkie
badane szczepy 0. formigenes byly oporne na amoksycy-
line, ampicyline i streptomycyne natomiast wrazliwe
na doksycykline i klarytromycyne. Wykazuja takze
szczepowozalezng wrazliwo$¢ na chloramfenikol, kwas
nalidyksowy, erytromycyne i amoksycyline z kwasem
klawulanowym [14,33]. W celu potwierdzenia wptywu
dtugotrwatego podawania antybiotykéw na zasiedlanie
jelita grubego przez 0. formigenes badano stopieti kolo-
nizacji u chorych leczonych ze wzgledu na zakazenie
Helicobacter pylori. Wykazano, ze dtugotrwata antybioty-
koterapia przyczynita sie do obnizenia stopnia koloniza-
cji, ale drobnoustréj ten byt obecny u ponad 40% oséb po
miesiacu od rozpoczecia leczenia [29]. Jednak ze wzgledu
na to, ze pacjenci ci byli leczeni antybiotykami, na ktére
0. formigenes jest wrazliwy mozna byloby sie spodziewa¢,
ze spadek ten bedzie znacznie wiekszy. Wynika z tego, ze
wplyw antybiotykéw na 0. formigenes jest bardziej zto-
zony imoze zaleze¢ od sposobu podawania antybiotyku,
dawki, takze stezenia osiaganego w jelicie, wielkosci
populacji O. formigenes i innych czynnikéw gospodarza
[33]. Kolejnymi czynnikami wplywajacymi na zasiedla-
nie przez te bakterie przewodu pokarmowego jest tez
stezenie rozpuszczalnych szczawianéw bedacych w bez-
posrednim kontakcie z nabtonkiem czyli miejscem ich
bytowania, ilo$ciag spozywanych szczawiandw, biodo-
stepnosci sktadnikéw odzywczych zawierajacych szcza-
wiany, niekorzystnych warunkéw srodowiska, takich jak:
pH, obecno$¢ sktadnikéw hamujacych wzrost i zasie-
dlanie 0. formigenes [17,33]. Doane i wsp. [12] wykazali,
ze liczba 0. formigenes w kale wzrasta 5-14 razy u oséb,
u ktérych dobowa dieta zostata wzbogacona szpinakiem
zawierajacym okoto 1500 mg szczawiandw.

Rozklad szczawianéw przez Oxalobacter formigenes

Szczawiany sa zwigzkami o wysokim stopniu utlenienia
i aby mogty zostaé wykorzystane przez bakterie, naj-
pierw musza ulec redukcji do glioksylanu. Dalej zwigzek
ten moze by¢ przeksztalcony w semialdehyd tartronowy
(kwas 2-hydroksy-3-keto-propionowy) lub w hydrok-
sypirogronian. Dla pateczek 0. formigenes charaktery-
styczne jest tworzenie semialdehydu tartronowego,
gdzie gléwnym enzymem jest karboligaza glioksyla-
nowa. Szlak ten jest réwniez wykorzystywany w asy-
milacji zwigzkéw C2, takich jak: glikolan, glicyna, kwas
moczowy [39]. W procesie rozktadu szczawiandw przez
0. formigenes zwiazki te sg aktywowane i metabolizowane
do koricowych produktéw dwutlenku wegla i mréw-
czanu, proces ten jest katalizowany przez dwa enzymy
obecne w cytozolu. Przebieg reakcji przedstawiono na
ryc 1. Proces rozpadu poprzedza transport przez btone
komérkowa substratu. O. formigenes pobiera szczawian
za posrednictwem transportera OxIT kodowanego przez
gen oxIT. Biatko OxIT wystepuje w setkach tysiecy kopii
w btlonie i szacuje sie, ze stanowi ponad 10% wszystkich
biatek blonowych. Transporter ten dziata jako antyport,
gdzie pobieraniu szczawianéw towarzyszy transport
produktu - mréwczanu na zewnatrz komdérki. Wewnatrz
komdrki szczawian podlega aktywacji przez potaczenie
z CoA pochodzacego z formylo-CoA. Reakcja ta kata-
lizowana jest przez enzym formylo-CoA:szczawiano-
-CoA transferaze (formylotransferaza- CoA) [18,45,51].
Powstanie postaci aktywnej szczawiano-CoA pozwala
juz na redukcje szczawiandéw do konicowych produk-
téw CO, i mréwczanu z udziatem enzymu - dekarbok-
sylazy szczawianylo-CoA kodowanej przez gen oxc. Ten
gtéwny enzym w procesie rozktadu szczawianéw sta-
nowi okoto 10% rozpuszczalnego biatka komérkowego
bakterii i wystepuje jako tetramer o masie czgsteczko-
wej 265 kDa [45,51]. Ze wzgledu na obecno$é w 0. formi-
genes i znaczenie tego enzymu poszukiwanie sekwencji
genu oxc metoda PCR w kale stalo sie, jak juz wczeséniej
wspomniano, podstawa opracowania metody do ozna-
czania obecnos$ci drobnoustrojéw rozktadajacych szcza-
wiany [43].

Zdolno$¢ do rozktadu szczawianéw nie jest cecha uni-
kalng 0. formigenes. Opisano okoto 60 szczepédw réz-
nych gatunkéw bakterii wykorzystujacych szczawiany
jako Zrédto wegla i energii. Bakterie te sg zréznicowane
pod wzgledem $rodowiska zycia czy pochodzenia filo-
genetycznego. W jelicie ludzi oraz zwierzat poza O. for-
migenes wystepuje, jak sie szacuje, kilkanascie innych
gatunkéw bakterii rozktadajacych szczawiany. Juz
w 1940 roku Barber i Gallimore opisali bakterie wyko-
rzystujace szczawiany jako zrédlo wegla i energii w jeli-
cie cztowieka [1,39]. Ito i wsp. wyizolowali z katu ludzi
gatunek nazwany Eggerthella lanta (dawniej Eubacterium
lentum), ktéry w szybkim tempie rozktadal szczawiany
[27]. Zidentyfikowano réwniez wéréd dobrze znanych
gatunkdéw bakterii, takich jak Providencia sp. i Entero-
coccus faecalis, szczepy ktére podobnie jak O. formigenes
zasiedlaja jelito i rozktadaja szczawiany w warunkach
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beztlenowych [21,22]. Charakteryzujac proces rozktadu
szczawianéw oraz uktad enzymatyczny u obydwu powy-
zej wspomnianych gatunkéw stwierdzono obecnosé
biatek odpowiadajacych masa czasteczkowa enzymom
degradujacym szczawiany u O. formigenes. Stwierdzono,
ze biatka te w reakcjach immunologicznych krzyzowo
reaguja ze swoistymi przeciwciatami, co moze $wiad-
czyé o tym, ze uktad enzymatyczny odpowiadajacy za
ten proces jest konserwatywny. Sam proces przebiega
w nieco odmienny sposéb, a co istotne w przypadku
Providencia ssp. 1 Enterococcus ssp. stwierdzono, ze tracg
one te wlasciwo$¢ w czasie pasazowania [15,21]. Trudno
poréwnywacl szybko$¢é rozktadu szczawiandw przez te

drobnoustroje, gdyz jak wspomniano sa one bardzo zréz-
nicowane, ale jedno jest pewne, drobnoustrojem, ktéry
jak dotad zostat najlepiej scharakteryzowany pod tym
wzgledem jest 0. formigenes.

Oxalobacter formigenes a poziom szczawianéw
i tworzenie kamicy moczowej

Wyniki wielu niezaleznych badan wskazujg na korelacje
obecnosci 0. formigenes w przewodzie pokarmowym a roz-
wojem kamicy szczawianowej. Szacuje sie, ze w przypadku
kolonizacji jelita grubego przez 0. formigenes ryzyko roz-
woju szczawianowo-wapniowej kamicy moczowej spada

Transport do komorki

Transport poza komérke

formylo-CoA

—————» szczawian C02
1 2
—
mrowczan szczawiano- CoA H*

kwas 2-hydroksy-3-keto-propionowy

(semialdehyd tartronowy)

3-fosfoglicerynian

NADPH

S (<

glioksylan

NADP

4 _DCO2

NADH
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\ 4
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Ryc. 1. Metabolizm szczawiandw u Oxalobacter formigenes. W procesie bierze udziat nastepujacy uktad enzymatyczny: 1 transferaza formylo—CoA, 2 — dekarboksylaza
szczawianylo - CoA, 3 — reduktaza oxalo-CoA, 4 — karboligaza glioksylanowa, 5 — reduktaza kwasu 2-hydroksy-3 keto-propionowego, 6 — kinaza glicerynianowa
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Tabela 1. Poréwnanie czestosci kolonizacji ludzi przez 0. formigenes z réznych rejondw geograficznych z i bez kamicy szczawianowo-wapniowej

Pagjenci Procent kolonizadji o

Kraj Wiek Z kamica [%] Bez kamicy [%] Pismiennictuo
Indie 7-68 lat (n=63) 31-36 (n=40) 65 [30]
Indie 25-60 lat (n=80) 31,3 (n=70) 62,3 [36]
USA brak danych (n=35) 26 (n=10) 60 [53]
USA Srednio 48 lat (n=247)17 (n=259) 38 [28]
Korea $rednio 47 lat (n=103) 45,6 (n=233)76,8 [31]
Polska 4-18 lat (n=76) 27,6 (n=50) 26 [49]

n - liczebnos¢ badanej populacji

nawet o 70%. Wspomniane badania obejmowaty analize
poziomu szczawianéw w moczu oraz obecno$¢ O. formigenes
w grupie pacjentéw z kamica szczawianowa i u oséb zdro-
wych. Jak przedstawiono w tabeli 1 w wiekszo$ci przykta-
déw spadek kolonizacji u chorych z kamica w poréwnaniu
z osobami zdrowymi wynosi $rednio 50%. Wyniki jed-
nych z badan wskazuja, ze 62% wséréd oséb zdrowych byto
skolonizowanych przez te bakterie, natomiast o potowe
mniej (31-36%) wykazano je u oséb z jednym lub dwoma
epizodami kamicy. Spadek ten jest szczegdlnie widoczny
u chorych z nawracajgca kamicg (wiecej niz trzy epizody
choroby), gdzie tylko 5-7% oséb byta skolonizowana przez
0. formigenes [35]. Podobne badania w grupie 103 chorych
ze stwierdzong kamica szczawianowa pozwolity uzyskaé
nieco inne wyniki. W tym przypadku stwierdzono obec-
nos¢ 0. formigenes u prawie 50% oséb z kamica moczowa,
a $rednia liczba bakterii w stolcu wynosita 1,1 x 107 j.t.k./
ml (CFU/ml). Stwierdzono istotna statystycznie réznice
miedzy grupa zasiedlona, a niezasiedlona tymi pateczkami
w stezeniu szczawianéw w dobowej zbidrce moczu i wyno-
sity one odpowiednio 0,36 i 0,29 mmol. Stezenie szczawia-
néw bylo zalezne od liczby bakterii wraz ze wzrostem ich
liczby malalo stezenie szczawianéw w moczu [32].

Nizsza kolonizacje O. formigenes i zwigzang z tym kamice
szczawianowa stwierdzono réwniez u oséb cierpiacych na
przewlekte zakazenia drég moczowych. Siener i wsp. badali
stezenie szczawiandw w moczu dwéch grup kobiet z lub bez
nawracajacych zakazeri drég moczowych, u ktérych stwier-
dzono kamice szczawianowg [47]. Badacze ci stwierdzili zna-

czgco wyzszy poziom szczawianéw u kobiet z nawracajacym
zakazeniem drég moczowych. Zakazenia te majac charak-
ter przewlekly i nawrotowy, wymagaja dlugotrwatej anty-
biotykoterapii, co sprzyja eradykacji mikroflory jelitowej
rozktadajacej szczawiany m.in. O. formigenes. Konsekwen-
cja tego bylo zwiekszenie absorpcji i wydalania szczawia-
néw pochodzacych z przewodu pokarmowego. Skutkiem
nastepujacej hiperoksalurii jest powstawanie szczawiano-
wych kamieni moczowych. Zakazenie drég moczowych jest
wywolane przez rézne patogeny w tym najcze$ciej Escheri-
chia coli, ale réwniez przez bakterie ureazododatnie np. Pro-
teus mirabilis, Staphylococcus aureus czy Klebsiella pneumoniae.
W przypadku oséb zakazonych bakteriami ureazododat-
nimi np. P. mirabilis rozwdj kamicy moze by¢ bardziej zto-
zony. Ureaza tych bakterii powoduje hydrolize mocznika
i alkalizacje moczu. Wzrost pH moczu powoduje wypadanie
i krystalizacje fosforanéw wapnia i magnezu jako struwit
(fosforan amonowo-magnezowy) i weglan apatytu (weglan
fosforowo-wapniowy) [52]. Dodatkowo w podwyzszonym
pH dochodzi do powstawania szczawiandw z kwasu askor-
binowego obecnego w moczu [23]. W takich warunkach
moze wystgpic krystalizacja zaréwno szczawianéw wapnia,
weglanu apatytu jak i struwitu.

Praktyczne wykorzystanie rozktadajacych szczawiany
Oxalobacter formigenes

Wraz z udowodnieniem wplywu 0. formigenes na utrzy-
mywanie prawidlowego stezenia szczawiandw pojawita
sie hipoteza wykorzystania tego drobnoustroju jako

Tabela. 2. Wptyw drobnoustrojéw na stezenie wydalanych szczawianéw. Drobnoustroje podawano pacjentom z hiperoksalurig przez 4 tygodnie

Drobnoustroj Pacjenc

Spadek stezenia szczawianéw w moczu [%] Pismiennictwo

Oxalobacter formigenes

2-11-miesieczne dziewczynki 24-44 [26]
4 doroste osoby 40 [14]
11 dziedi 24-48 [25]
Lactobacillus acidophilus
6 dorostych 40 [6]
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis,
Streptococcus thermaphilus, Bifidobacterium 10 dorostych 19 [35]

infantis (Oxadrop®)
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bakterii probiotycznych w leczeniu wszystkich scho-
rzen, ktérym towarzyszy hiperoksaluria. Poczatkowo
sprawdzono, czy wprowadzenie do przewodu pokarmo-
wego 0. formigenes spowoduje kolonizacje i zmiane stop-
nia wydalania szczawianéw. Modelem do badan in vivo
sg szczury laboratoryjne, w ktérych jelitach w przeci-
wieristwie do szczuréw dzikich nie stwierdzono obec-
nosci O. formigenes. Badania wykazaty, ze nie wszystkie
szczepy O. formigenes maja zdolno$¢ zasiedlania prze-
wodu pokarmowego tych zwierzat, szczepy wczeéniej
izolowane od $win, $winek morskich, dzikich szczuréw
i ludzi zasiedlaly jelito §lepe szczuréw laboratoryjnych,
natomiast te, ktére pochodzity ze Zwacza nie mialy
tej zdolnosci [9]. Dalsze badania wykazaty, ze wtérna
kolonizacja jest réwniez zalezna od réwnowagi mie-
dzy ilo$cia wapnia w $wietle przewodu pokarmowego,
a dostepnoscig szczawiandw. Usuniecie z diety zwierze-
tom laboratoryjnym szczawianéw i/lub zwiekszenie ste-
zenia wapnia powoduje wyeliminowanie w ciggu kilku
dni (5-10 dni) sztucznie skolonizowanych O. formigenes
[41]. Natomiast podawanie przynajmniej 0,5% szczawia-
néw i dieta nisko wapniowa (0,01%) pozwala na dtuzsze
utrzymanie O. formigenes w przewodzie pokarmowym
szczurdw [8,17]. Kolonizacja zwierzat przez O. formigenes
przyniosta zamierzony efekt, gdyz w przypadku szczu-
réw, u ktérych sztucznie wywotywano hiperoksalurie
stwierdzono spadek stezenia wydalanych szczawianéw
po zasiedleniu tymi bakteriami [9,41]. Podobne badania
przeprowadzono na ludziach. Pierwsze takie préby prze-
prowadzono na dwdch ochotnikach, ktérzy w wyniku
dlugotrwatej antybiotykoterapii utracili kolonizacje
jelit 0. formigenes. Podano im okoto 0,5 g mokrej masy
bakterii w specjalnie przygotowanej kanapce. Szczepy
pochodzily zaréwno ze zwacza przezuwaczy, jak i jelita
grubego cztowieka, a przed przygotowaniem inokulum
bakterie przechowywano w temperaturze -20 °C. W obu
przypadkach w wyniku kolonizacji ich jelita grubego
przez podane szczepy O. formigenes wykazano zdolno$é
prawidlowego wchlaniania i rozktadu szczawianéw [14].
Mimo ze podanie O. formigenes ludziom i zwierzetom
laboratoryjnym doprowadzito do ograniczenia hiperok-
salurii, to zastosowanie tej metody ma swoje ogranicze-
nie. Zasiedlanie jelit zaréwno zwierzat, jak i ludzi ma
charakter przej$ciowy, po zaprzestaniu podawania bak-
terii po jakim$ czasie O. formigenes nie jest juz wykrywany
w kale. Sktonito to do zmiany podejécia terapeutycznego
m.in. przez zastosowanie innych bakterii rozktadajacych
szczawiany w tym probiotycznych bakterii fermenta-
cji mlekowej. W tym przypadku mamy do czynienia
z tatwa izolacja bakterii i wieksza mozliwo$cig doboru
szczep6w, dobra kolonizacja wtérna u ludzi, ale tez bar-
dzo zréznicowang i na ogét stabsza zdolnos¢ rozktadu
szczawiandw [20,35,37]. Poréwnano aktywno$¢ enzymu
rozktadajgcego szczawiany (dekarboksylazy szczawia-
nylo-CoA) Oxalobacter formigenes z aktywno$cia enzymu
jednego z przedstawicieli bakterii fermentacji mlekowej
- Lactobacillus acidophilus i stwierdzono istotnie stabsza
enzymatycznie zdolno$¢ rozkladu szczawiandw przez L.
acidophilus [5]. Weese i wsp. okreslajac zdolno$¢ réznych
bakterii fermentacji mlekowej do rozktadu szczawianéw

in vitro stwierdzili, ze sposréd 37 badanych bakterii fer-
mentacji mlekowej tylko 17% degradowalo szczawiany
[56]. Campieri i wsp. wykazali brak lub stabg zdolno§é
do rozktadu L. plantarum i L. brevis natomiast L. acidophi-
lus, Streptococcus thermofilus i Bifidobacterium infants roz-
ktadajg szczawiany [6]. Tabela 2 zawiera wybrane wyniki
badan, w ktérych podawano pacjentom 0. formigenes lub
bakterie fermentacji mlekowej. W kazdym przypadku
zaobserwowano spadek stezenia szczawianéw w moczu
po 4-tygodniowym leczeniu i na poréwnywalnym pozio-
mie w przypadku obu grup drobnoustrojéw.

Ze wzgledu na napotykane trudno$ci w uzyskaniu
i utrzymaniu wtérnej kolonizacji 0. formigenes opraco-
wano metode obnizenia hiperoksalurii przez podawa-
nie wyizolowanych bakteryjnych enzyméw. Badania te
przeprowadzano na szczurach, ktérym podawano wraz
z pokarmem 2% szczawiandw oraz kapsutki zawierajace
enzymy uzyskane z O. formigenes wraz z kofaktorami
szczawiano-CoA, MgCl, i fosforan tiaminy. Po 15 dniach
grupa zwierzat otrzymujacych enzymy miata znacznie
nizszy poziom szczawianéw niz grupa kontrolna [46].
Enzymy rozktadajace szczawiany wytwarzane przez O.
formigenes stosowano réwniez w zapobieganiu odktada-
nia sktadnikéw mineralnych na biomateriatach. Minera-
lizacja biomateriatéw, takich jak np. cewniki urologiczne,
jest powaznym problemem medycznym i powodowana
jest gtéwnie przez tworzony na ich powierzchni biofilm
bakteryjny, ale takze moze mie¢ charakter nieinfekcyjny
zalezny od odktadania sie soli, gtéwnie wapniowych na
powierzchniach abiotycznych. Watterson i wsp. powle-
kali krazki z silikonu szczawianylo-CoA-dekarboksy-
lazg, formylo-CoA-transferaza i CoA [55]. Powlekane
fragmenty silikonu wszczepiono krélikom do pecherza
moczowego. Po 30 dniach na krazkach powleczonych
enzymami O. formigenes stwierdzono znacznie mniejszy
stopien inkrustacji tego biomateriatu solami mineral-
nymi niz w przypadku kontroli, ktéra byly silikonowe
fragmenty niezawierajace enzyméw. Autorzy tych badan
sugeruja, ze moze to stanowi¢ podstawe do opracowania
nowych technik zapobiegania inkrustacji biomateriatéw,
zwlaszcza, ze nie zaobserwowano dziatania toksycznego.

0. formigenes zostal réwniez zastosowany u pacjentéw
z hiperoksaluria typu I. Hiperoksaluria typu I jest cho-
roba dziedziczng i zagrazajaca zyciu, ktérej konsekwen-
cja jest nie tylko kamica szczawianowo-wapniowa, ale
tez nefrokalcynoza oraz uszkodzenie nerek i watroby.
Badania te miaty charakter kliniczny i polegaty na poda-
niu 9 dzieciom odpowiednio przygotowanych bakterii
0. formigenes. Siedmioro dzieci miato nerki prawidtowo
funkcjonujace, a dwoje dzieci w znacznym stopniu nie-
wydolne. Dzieci otrzymywaty dwa razy dziennie tyzeczke
od herbaty zywych zamrozonych komdérek bakteryjnych.
Efektem tego byto zmniejszenie o 20-50% wydalania
szczawiandw w moczu z tendencja wzrostu po zakon-
czeniu leczenia. U dzieci dializowanych widoczne byto
obnizenie stezenia szczawiandéw we krwi. Dobre wyniki
badan zachecity do dalszej pracy w kierunku opracowa-
nia lepszej postaci podawania bakterii, np. jako kapsutki
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i zastosowania tego preparatu réwniez u pacjentdéw
z mukowiscydozg i hiperoksaluria typu I [25,46].

Wykorzystujac enzymatyczng reakcje rozktadu szcza-
wianéw do przeciwdziatania hiperoksalurii Chen i wsp.
przedstawili hipoteze, ze dobra metoda terapeutyczna
bytoby otrzymanie komdrek macierzystych majgcych
zdolno$é rozktadu szczawiandéw [7]. Komdrki macie-
rzyste naturalnie wystepuja na dnie mieszkéw jelito-
wych i odpowiadajg za stala regeneracje i proliferacje
nabtonka jelitowego. Autorzy ci wprowadzili geny 0.
formigenes frc i oxc do mysich komérek macierzystych
pochodzacych z jelita, nadajac im w ten sposéb zdol-
noé¢ rozktadu szczawianéw. Prowadzone sg badania nad
wykorzystaniem tej metody w leczeniu.

Jedna z przyczyn powstawania szczawianowych kamieni
moczowych jest przypuszczalnie nieprawidtowy komér-
kowy transport szczawianéw [57]. Stwierdzono znacznie
wyzszy przeplyw szczawiandw przez btone erytrocy-
téw u oséb z kamica moczowsg, niz w grupie kontrolnej
[3]. Hesse i wsp. stosujac test absorpcji szczawiandw
wyznakowanych *C, wykazali ze u 0séb z nawracajaca
kamica szczawianowg wystepuje zwiekszona absorp-
cja szczawiandw przez jelita [19]. Test ten réwniez
wykazat silng korelacje miedzy absorpcjg szczawianéw
w jelitach, a ich stezeniem w dobowej zbidrce moczu
pacjentédw z kamica. Hatch i wsp. sprawdzili na modelu
zwierzecym czy O. formigenes kolonizujac okreznice,
zmniejsza wydalanie szczawiandw przez zmiane trans-
portu szczawianéw w jelitach oraz wptywu zawarto-
$ci wapnia w $rodowisku na kolonizacje tych pateczek
[17]. Badajac transport szczawianéw w okreznicy szczu-
réw stwierdzili, ze bakterie te poza zdolno$cia rozktadu
szczawiandw oddziatuja z nabtonkiem jelita grubego,

PismiennicTwo

regulujac ilo$¢ wydalanych szczawianéw. Wykazano,
ze w zalezno$ci od swoich potrzeb 0. formigenes moze
wykorzystywac szczawiany réwniez z endogennego zré-
dta miejscowo indukujac transport szczawianéw przez
nabtonek jelita i ich wydzielanie.

PobsumowaNiE

Drobnoustroje rozktadajgce szczawiany sa w ostat-
nich latach intensywnie badane w kierunku prak-
tycznego zastosowania ich w profilaktyce lub leczeniu
szczawianowo- wapniowej kamicy moczowej. Pateczki
0. formigenes przeprowadzaja proces rozktadu w spo-
séb najbardziej efektywny i stanowia naturalng mikro-
flore jelita grubego czltowieka. Badania wykonane
zaréwno w warunkach in vitro, in vivo oraz badania kli-
niczne wykazaty $cista korelacje miedzy zasiedlaniem
jelita cztowieka przez te bakterie, stopniem przesycenia
moczu szczawianami i tworzeniem kamicy moczowej.
Jednak zastosowanie ich w leczeniu jest nadal niemoz-
liwe i budzi kontrowersje. Problemy w praktycznym
zastosowaniu bakterii wynikaja gtéwnie z trudnos$cia
w utrzymaniu wtdrnej kolonizacji 0. formigenes u cho-
rych obcigzonych hiperoksaluria. Wydaje sie, ze bar-
dziej obiecujgce jest opracowanie metody leczenia przez
wykorzystanie bakteryjnych enzymdéw zaangazowanych
w proces rozktadu szczawianéw. Jednak dalsze prace
powinny nie tylko skupiaé sie na badaniach klinicz-
nych, ale réwniez obejmowa¢ charakterystyke 0. formi-
genes. Nadal brak jest wielu informacji dotyczacych tego
drobnoustroju, w tym czynnikéw odpowiedzialnych za
zasiedlanie i wzrost w organizmie gospodarza, a takze
wyjasnienie zréznicowania Oxalobacter sp. pod wzgledem
budowy, aktywno$ci metabolicznej w tym m.in stosunku
do tlenu tych bakterii.
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