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Nanobakterie - charakterystyka mikrobiologiczna

Nanobacteria - microbiological characteristic
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Celem naszej pracy jest mikrobiologiczna charakterystyka i chorobotwoérczo$¢ nanobakterii,
Gram-ujemnych drobnoustrojéw o bardzo matych rozmiarach, ktére umozliwiaja im prze-
chodzenie przez filtry bakteriologiczne i charakteryzujacymi si¢ bardzo powolnym wzrostem oraz
zdolnoscia mineralizacji. Zostaly one wykryte w bydlecej i ludzkiej krwi, moczu, kamieniach
nerkowych oraz plynie pochodzacym z cyst nerkowych. Na podstawie homologii sekwencji pod-
jednostki 16S rDNA, zaliczono nanobakterie do podgrupy o-2 Proteobacteria, do ktérej zalicza si¢
takze bakterie z rodzaju Brucella i Bartonella. Nanobakterie sa najmniejszymi znanymi bakteriami
majacymi Sciang komoérkowa, ich Srednica wynosi 0,2-0,5 um. Cechg charakterystyczna tych drob-
noustrojow jest tworzenie krysztaléw apatytu w obojetnym pH i przy fizjologicznych stezeniach
wapnia i fosforanéw. Obecnos¢ apatytu w Scianie komoérek bakterii powoduje ich duza opornosc
na czynniki fizyczne i chemiczne, ktére sg zabdjcze dla innych bakterii. Powstata hipoteza, ze
nanobakterie moga odgrywac role w chorobach, w ktérych zachodzi proces mineralizacji. Finscy
naukowcy pod kierownictwem Olavi Kajendera sugeruja, ze apatyt wytwarzany przez te drob-
noustroje moze odgrywac gléwna role w powstawaniu wszystkich rodzajéw kamieni nerkowych.
Stanowi on jadro kamienia wokot, ktérego moga odkladac si¢ inne skladniki.

nanobakterie » mikrobiologiczna diagnostyka * kamienie nerkowe

Summary

We have reviewed recent publications regarding the microbiological characteristic and patho-
genicity of a novel infectious agent, the mineral-forming, sterile-filterable, slow-growing Gram-
negative Nanobacteria, detected in bovine/human blood, kidney cyst fluid, urine and kidney
stones. According to their 16S rDNA structure, nanobacteria belong to the a-2 Proteobacteria,
subgroup, which includes the Brucella and Bartonella species. Their cell diameter is 0.2-0.5 um
(the smallest known cell-walled bacteria). Their most remarkable characteristic is the formation
of carbonate apatite crystals of neutral pH and at physiologic phosphate and calcium concen-
trations. The extracellular mineralization forms a hard protective shelter for these hardy
microorganisms, and enables them to survive conditions of physical stress that would be lethal
to most other bacterial species. The Olavi Kajander group (Finland) suggests that the apatite
produced by nanobacteria may play a key role in the formation of all kidney stones, by provid-
ing a central calcium phosphate deposit around which other crystalline components can collect.
Nanobacteria seems to be a causative agent of diseases related to biomineralization processes.
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Nanobakterie odkryto na poczatku lat dziewieé-
dziesigtych XX w. Fifiscy naukowcy z uniwersytetu w
Kuopio prébowali wyjasni¢, dlaczego prowadzone
przez nich hodowle komoérek tkankowych, czesto
koficzyly si¢ $miercig tych komorek. Stwierdzili, ze
preparaty surowicy bydlecej, dodawane do plynéw
hodowlanych, byly zanieczyszczone nieznanymi dotych-
czas, niezwykle matymi bakteriami. Dzigki bardzo
malym wymiarom (stad tez nazwa — nanobakterie)
umozliwiajacym im przechodzenie przez filtry bakterio-
logiczne oraz specyficznym wymaganiom hodowla-
nym, drobnoustroje nie byly wykrywane podczas kontroli
jalowosci surowic.

Badania przeprowadzone przez Finéw wykazaly, ze
nanobakterie byly obecne nie tylko w probkach krwi
bydlecej, ale takze we krwi 4% studentéw Uniwer-
sytetu w Kuopio [7]. Dowodzi to, ze moga one by¢
obecne w wielu powszechnie stosowanych preparatach
z krwi ludzkiej. Prowadzone badania sugeruja, ze
nanobakterie moga odgrywac role w tworzeniu kamie-
ni nerkowych i réznych rodzajach zwapnien w orga-
nizmie czlowieka. Wyniki badan dowodza, ze te
drobnoustroje wytwarzaja wokdt siebie, zwigzki mine-
ralne, o sktadzie chemicznym podobnym do wystepu-
jacego w kamieniach nerkowych. Wedlug naukowcow
komorki nanobakterii moga stanowi¢ centrum krystali-
zacji, wokot ktorego sg odktadane dalsze warstwy mine-
ralne, co prowadzi do powstania kamieni. Zespot
badaczy kierowany przez Olavi Kajandera, odkrywcy
nanobakterii, stwierdzit obecno$¢ tych drobnoustro-
jow w wiekszosci przebadanych kamieni nerkowych [6,
16]. Te wyniki nie sg, co prawda ostatecznym dowo-
dem, ze nanobakterie sa jedyna przyczyna kamicy
nerkowej, ale wskazuja stuszno$¢ dalszych badan w
tym kierunku.

Ogolna charakterystyka nanobakterii

Na podstawie homologii sekwencji podjednostki 16S
rDNA nanobakterie zaliczono do podgrupy o-2
Proteobakteria, do ktorej naleza tez bakterie z rodzaju
Brucella i Bartonella (pasozyty wewnatrzkomorkowe)
[7, 15]. Nanobakterie sg to najmniejsze jak dotad poz-
nane bakterie, nadano im nazwe gatunkowa Nanobac-
terium sanguineum [7]. Charakteryzuja si¢ pleomor-
fizmem, czyli komorki moga przebieraé ksztalt kulisty
iwtedy ich §rednica wynosi 0,2 - 0,5 um. Czgsto jednak
tworza postacie wydluzone i wtedy ich wymiary
wynosza okoto 0,05 i 0,2 wm. Dzi¢ki takim rozmiarom
i zmiennym ksztalttom moga przechodzi¢ nawet przez
filtry o §rednicy poréw 0,1 wm [17].

Nanobakterie maja Sciang komorkowa o budowie
podobnej do S$ciany komoérkowej wystepujacej u
Gram-ujemnych bakterii [6]. Ich cecha charakterystycz-
na, niespotykana u innych drobnoustrojoéw jest zdol-
no$¢ odktadania apatytu. Proces ten zachodzi in vivo,
a takze in vitro i przypomina proces tworzenia kosci
[14]. Mechanizm tworzenia takiej warstwy mineralnej
jak dotad nie zostat do kofica poznany. Wiadomo, ze
proces ten zachodzi tylko w zywych komorkach
nanobakterii i we wszystkich fazach wzrostu. Warstwa
apatytu powoduje, ze nanobakterie sa oporne na wiele
czynnikéw fizykochemicznych. Odznaczaja si¢ opor-
noscig na wysuszenie i wysokg temperature (przezywaja
w temperaturze 90°C przez jedna godzing) [3, 17],
niewielkie dzialanie wykazuje promieniowanie ultrafio-
letowe [17] oraz dezynfekcyjne Srodki chemiczne, takie
jak detergenty, formalina czy alkohol [3]. Sa wrazliwe
na promieniowanie gamma w dawce 1,5 megarad [17].
Przeprowadzone badania in vitro wskazuja, ze nano-
bakterie s3 wrazliwe na chemioterapeutyki z grupy
tetracyklin w stezeniu osiaganym przez te zwiazki w
surowicy, natomiast wykazuja oporno$¢ na penicyliny
i aminoglikozydy w dawkach terapeutycznych [8, 17].
Jednak nie dowodzi to skuteczno$ci badanych lekow
in vivo i wymaga dalszych badan klinicznych. Zwiazki
wigzace wapn, takie jak EDTA i cytrynian hamuja
wzrost nanobakterii w warunkach in vitro [6]. Nie
stwierdzono wytwarzania przez te mikroorganizmy
ureazy czy fosfatazy alkalicznej [6, 15].

Nanobakterie maja specyficzne wymagania wzros-
towe, dlatego w warunkach laboratoryjnych hoduje si¢
je na podiozach uzywanych do hodowli tkankowych
np. DMEM Iub na liniach komérkowych. Podtoza
hodowlane moga by¢ wzbogacane surowica bydleca
sterylizowang promieniami gamma. Jednak jej stezenie
nie moze przekracza¢ 10%, poniewaz zawarte w surowicy
bialkowe inhibitory moga hamowac¢ proces formowania
krysztaldéw apatytu [15].

Optymalne warunki wzrostu zapewnia im temperatura
37°C w warunkach tlenowych z dodatkiem 5% CO,
[12,14,17]. Czas generacji tych drobnoustrojow wynosi
okoto 3 dni, dlatego dopiero po uplywie tygodnia od
chwili zalozenia hodowli, wykorzystujac mikroskop
Swietlny z nomarskim kontrastem interferencyjnym
(DIC) mozna zaobserwowac polozone blisko dna
naczynia hodowlanego, ledwie dostrzegalne kolonie
nanobakterii.

Po dwoch tygodniach inkubacji bakterie stajg sie
bardziej widoczne, tworzac skupiska. Po uplywie
miesigca wigkszo$¢ skupisk nanobakterii zaczyna si¢
przyczepia¢ do dna naczynia hodowlanego, aby po
okresie dwdch miesigecy utworzy¢ biofilm mlecznego
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koloru, ktéry mozna zaobserwowac gotym okiem [15].
Morfologie komoérek nanobakterii najlepiej obser-
wowaé w skaningowym mikroskopie elektronowym.
Ukazuje ona komorke, wklesta z jednej strony, oto-
czona kilkoma cienkimi warstwami mineralnymi.
Makroskopowo kolonie nanobakterii mozna obser-
wowacé na zmodyfikowanym podiozu Loeflera po 6
tygodniach inkubacji. Wyroste kolonie sa koloru
szarobrazowego, skamieniale zaglebiajace si¢ w warst-
wie podtoza hodowlanego o wielkosci 1-5 mm [15].
Podczas wzrostu drobnoustrojéw nie obserwuje si¢
zmiany pH podioza. Badane drobnoustroje wykazuja
podczas badan laboratoryjnych wtasciwosci cytotoksy-
czne i inwazyjne w stosunku do linii fibroblastow 3T6
[6, 12]. Po 48 godzinach od zakazenia linii komor-
kowej zmienia si¢ morfologia komorek. NajczeSciej
obserwuje si¢ duzg wakuolizacje komorek i obecnosé
nieprawidiowych jader (jadra olbrzymie i rézno-
ksztattne). Barwienie metoda von Kossa pozwala
obserwowa¢ zwapnienia wystgpujace wewnatrz i
zewnatrz zakazonych komoérek [15].

Diagnostyka

Bardzo male wymiary bakterii, obecno$¢ wokot
komorek apatytu, a przede wszystkim stosowanie
rutynowych metod diagnostycznych w laboratoriach
nie pozwalaly na wykrycie nanobakterii w materiatach
biologicznych. Dopiero zastosowanie specjalnych
metod hodowlanych, mikroskopii elektronowej czy
immunodiagnostyki pozwolito na wykrycie i prze-
badanie tych drobnoustrojow [16]. Podczas badan
stwierdzono, ze nanobakterie wykazuja silny tropizm
do nerek [2], dlatego materialem, w ktérym gtéwnie sa
poszukiwane to: kamienie nerkowe, mocz, plyn z tor-
bieli nerkowych, bioptaty z nerek. Kamienie nerkowe
przed dalszymi badaniami nalezy sproszkowac i zde-
mineralizowa¢. Pozostale materialy biologiczne prze-
chowywaé zamrozone w temperaturze — 60°C, jezeli
badania nie s3 wykonywane bezpoSrednio po ich
pobraniu [12].

Metody hodowlane wymagaja stosowania $cisle asep-
tycznych technik, jakie sa wymagane przy zaktadaniu
hodowli tkankowych. Badany materiat przed posianiem
poddaje si¢ filtrowaniu z zastosowaniem filtrow o
Srednicy por 0,22 um, w celu wyeliminowania innych
drobnoustrojow. Hodowle prowadzi si¢ w tempe-
raturze 37°C i atmosferze wzbogaconej 5% CO,, w
podiozach uzywanych do hodowli komoérek
tkankowych. Metody hodowlane sa jednak czaso-
chionne. Szybkie wykrycie nanobakterii w materiatach
biologicznych umozliwia zastosowanie metod immuno-
diagnostycznych (np. immunofluorescencji posredniej), z
uzyciem przeciwcial monoklonalnych-Nb8/0 oraz

Nb5/2. Pierwsze z nich wigzg si¢ z biatkiem
porynowym, a drugie z epitopem peptydoglikanowym
obecnym w §cianie nanobakterii [6, 12].

Chorobotworczos¢

W niektérych chorobach wystgpuje patologiczne
odktadanie mineratu, jakim jest fosforan wapnia.
Mechanizmy wywolujace tego rodzaju zjawisko nie
zostaly na razie poznane. Istnieje duze prawdo-
podobiefistwo, ze nanobakterie moga by¢ czynnikiem
etiologicznym w tego rodzaju przypadkach.

Kamica nerkowa jest jedna z najczestszych chordb
uktadu moczowego [6, 26]. Predysponuja do wystapie-
nia tej choroby: zaburzenia metaboliczne, niepra-
widlowosci anatomiczne i fizjologiczne drég moczowych,
infekcje, warunki §rodowiska oraz nieodpowiednia dieta
[22, 24]. Badania epidemiologiczne wskazuja na ciagly
wzrost zachorowan na kamice nerkowa, dlatego
prowadzone sa intensywne badania fizyko-chemicznych
mechanizméw powstawania kamieni nerkowych.
Powstawanie kamieni nerkowych jest zwiazane z krys-
talizacja lub wytragcaniem mineralnych skiadnikéw
moczu, ktorych stezenie w moczu przekracza ich prog
rozpuszczalno$ci. Nastgpstwem tego procesu jest agre-
gacja i powstawanie coraz wigkszych zlogow zwigzkow
mineralnych [22, 24]. Kamienie drég moczowych
sklasyfikowano i podzielono na kilka grup w zaleznoSci
od rodzaju sktadnikoéw mineralnych wchodzacych w
ich sklad. Najczesciej wystepuja krysztaly szczawianu
wapnia i fosforanu wapnia, mniejszy udzial ma fos-
foran amonowo-magnezowy (struwit) i weglan fos-
forowo-wapniowy (weglan apatytu) oraz kwas
moczowy, natomiast cystyna i ksantyna stanowia
okolo 2% kamieni moczowych [6, 22, 24]. Wapienne
kamienie nerkowe sa przewaznie umiejscowione na
powierzchni brodawek nerkowych, sktadaja si¢ z
organicznej macierzy stanowiacej prawie 3% masy
kamienia i czgSci krystalicznej zbudowanej ze szcza-
wianu wapnia i/lub fosforanu wapnia [18].

Krystaliczne sktadniki kamieni uktadu moczowego sa
potaczeniem dwoch lub wigcej skfadnikoéw, jednak w
przewazajacej czeSci tworza je szczawian wapnia i
apatyt [1, 11]. Kamienie zwane infekcyjnymi stano-
wigce 4-15% wszystkich kamieni, zawieraja w swoim
sktadzie fosforan amonowo-magnezowy i apatyt.
Bakterie hodowane z tych kamieni zwykle wytwarzaja
ureaze. Nalezy tu przede wszystkim wymieni¢ bakterie
z rodzaju Proteus spp., a takze réwniez inne bakterie
Gram-ujemne z rodzajow Klebsiella, Pseudomonas,
Serratia, Providencia. 7 bakterii Gram-dodatnich
przewazajg szczepy z rodzaju Staphylococcus i
Corynebacterium [19, 23]. Powstawaniu tego rodzaju
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kamieni sprzyjaja procesy wynikajace z dzialania ureazy,
takie jak alkalizacja moczu i przesycenie moczu fo-
sforanami magnezu i wapnia. Dodatkowymi czynnika-
mi sprzyjajacymi sa: wzrost aktywnosci fosfatazy
zasadowej, urokinazy i neuraminidazy wytwarzanych
przez te drobnoustroje [10] oraz obecno$¢ polisacharydow
na powierzchni komorki [21]. Polisacharyd komorkowy,
czyli bakteryjny glikokaliks, utatwia adhezj¢ drobnou-
strojow do nablonka drég moczowych, co prawdo-
podobnie sprzyja agregacji krysztalow zwiazkéw
mineralnych [19, 20]. Jednak w wielu przypadkach
powstawanie kamieni nie bylo zwigzane z pod-
wyzszonym pH moczu i obserwowano je przy prawidio-
wych stezeniach wapnia i fosforanéw. Drobnoustroje
ureazoujemne takie jak Escherichia coli, czasami
roéwniez moga wystepowac w kamieniach infekcyjnych
[6]. Badania prowadzone nad nanobakteriami wykazaly,
ze wytwarzaja one weglan apatytu, maja wlasciwosci
cytotoksyczne oraz nie wytwarzaja ureazy i fosfatazy
zasadowe;j. Powstatla hipoteza zaktadajaca, ze mikro-
infekcje wystgpujace na brodawkach nerkowych moga
by¢ wywotane przez nanobakterie, ktére beda
spelnialy jednoczesnie funkcje elementarnego ogniska,
na bazie, ktérego powstaje kamien [4]. Mozliwe, ze
mechanizm powstawania kamieni nerkowych w wyniku
infekcji nanobakteriami, bedzie odpowiadal teorii
Randalla [6,16]. Teoria ta zostata ogloszona w 1936
roku i potwierdzona w 1985 roku przez Cifuentes-
-Delatte, Minon-Cifuentes i Medina [9]. Zaktada, ze
pod wplywem dziatania bakterii pod nablonkiem bro-
dawki nerkowej odktadaja si¢ zwiazki wapnia.
Rozrastajagca si¢ warstwa wapniowa powoduje
uszkodzenie nabtonka brodawki. Jej ciagly kontakt z
moczem, obecnym w kielichach nerkowych powoduje,
ze sole mineralne odkladane w warstwie wapiennej
tworza kamien. Podstawa kamienia jest odlew bro-
dawki, natomiast jego szczyt jest skierowany do
Swiatla kielicha nerki [16, 22]. Kamienie wystgpujace
na brodawkach nerkowych sa mate, okragte. Maja
jedng wypukta i gladka powierzchnig, za§ czeséc
kamienia odpowiadajaca za wszczepienie do broda-
wki jest wklesla. Zwigzki apatytu wystepowaly w
roznych proporcjach we wszystkich kamieniach
nerkowych. Podczas badan in vitro w hodowlach
nanobakterii obserwowano podobne formacje. Obraz
z mikroskopu elektronowego ukazuje wklesta
powierzchnie komorki bakterii, ktéra przylega do dna
naczynia hodowlanego. Widoczne sa rowniez miejsca
mineralizacji, tworzace kilka cienkich warstw mine-
ralnych, takich samych jak w kamieniach nerkowych
[15]. Poniewaz, nanobakterie wykazuja tropizm do
nerek i maja zdolno$¢ odkiadania apatytu na
powierzchni swoich komoérek moga tworzyé
mikroskopijne zwapnienia. Dalszy rozwdj komorek

drobnoustrojéw prowadzi do uszkodzenia nabtonka i
rozrostu kamienia.

Za czynnym udzialem nanobakterii w procesie pow-
stawania kamieni nerkowych przemawia wiele danych
uzyskanych podczas badan. Z przeszio 90% prze-
badanych kamieni wyizolowano nanobakterie. Sa one
jedynymi znanymi drobnoustrojami w ludzkim orga-
nizmie wytwarzajacymi apatyt i wykazujacymi tropizm
do nerek. Maja wiasciwosci cytotoksyczne w stosunku
do komorek ssakdw. Przewazajaca wiekszo$¢ kamieni
nerkowych w swoim skiadzie zawiera apatyt.

Podczas badafn chorych na wielotorbielowatowosc¢
nerek wykryto w surowicy, plynie z cyst i moczu
nanobakterie. Do$wiadczenia przeprowadzane na
zwierzetach dowodza, ze te mikroorganizmy moga by¢
odpowiedzialne za anomalie wystgpujace w nerkach
podczas tej choroby. Nanobakterie podane dozylnie
doswiadczalnym zwierzgtom wykazywaly tropizm do
nerek i wywolywaly apoptoze komorek kanalikow
nerkowych. Nadmierna apoptoza i niedrozno$¢ kana-
likbw nerek, wystepujace w wielotorbielowatowosci
nerek s3 wyrazem wzmozonego ich zwapnienia, co
moze sugerowaC udzial nanobakterii w rozwoju tej
choroby [15].

Naukowcy dopatruja si¢ takze udziatu nanobakterii w
malakoplakii. Jest to rzadka choroba o nieznanej etio-
logii. W uktadzie moczowo-piciowym (giéwnie w
cewce i pecherzu moczowym, moczowodach i nerkach)
nastepuje rozrost nowotworowy. Powstale guzy
charakteryzuja si¢ intensywnym naciekaniem histio-
cytoéw, zawierajacych wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowo
skupiska zbudowane z apatytu (ciatka Michaelisa-
Gutmanna) [5, 13, 15].

Zwapnienia tkanek sa wspolna cecha wystepujaca w
przebiegu wielu choréb o roéznorodnej etiologii. W
przebiegu np. arteriosklerozy w plytkach miazdzy-
cowych odkfadany jest fosforan wapnia. U hemodiali-
zowanych pacjentéw czasami wystepuja rozlegle
przerzuty nowotworowe ze zwapnieniem guzow o
niewyjasnionym mechanizmie [25]. W ostrym zapale-
niu okolostawowym wystepuja wewnatrzsciegniste
zwapnienia. Wykazano réwniez, ze wiele komodrek
nowotworowych ma receptory nanobakterii, co umozli-
wia wnikanie bakterii do wnetrza guza i prowadzi do
jego zwapnienia [9, 15]. W zwiazku z powyzszym nie
mozna wykluczy¢ udziatu nanobakterii jako czynnika
etiologicznego w tego rodzaju chorobach. Wskazuje
to na stuszno$¢ kontynuacji kompleksowych badan w
celu wyjasnienia roli nanobakterii w etiopatogenezie
schorzen cywilizacyjnych.
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