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l. WSTEP
I.1. Wprowadzenie

Zmeczenie jest czestym przedmiotem skarg pacjentéw. Wystepuje ono zazwyczaj jako
jeden z objawdéw w réznych jednostkach chorobowych, jednak czasem nasila sie do tego
stopnia, ze dominuje w obrazie klinicznym. Zespét przewlektego zmeczenia (ZPZ; ang. myalgic
encephalomyelitis/ chronic fatigue syndrome, ME/CFS) charakteryzuje sie nieuzasadnionym
poczuciem statego lub nawracajgcego zmeczenia, nieadekwatnego do wykonanego wysitku,
ktéremu towarzyszg dodatkowe objawy. ME/CFS wystepuje niezaleznie od wieku, czesciej u
kobiet niz mezczyzn, a objawy fizycznej niepetnosprawnosci prowadzg do zmniejszenia
dotychczasowej aktywnosci spotecznej i zawodowe] i powodujg znaczne obnizenie jakosci
zycia pacjentéw i ich rodzin [1-4].

W ciggu ostatnich kilku dekad zainteresowanie klinicystow i badaczy tg jednostka
chorobowg znacznie sie zwiekszyto, co skutkuje wzrostem ilosci badan naukowych na temat
ME/CFS. Jednak mimo to, etiologia choroby nadal nie jest w petni wyjasniona, nie opracowano
tez swoistego markera biologicznego uzytecznego w wczesnym etapie diagnostyki ME/CFS,
ani skutecznego leczenia przyczynowego tej choroby [4]. Wsrdd potencjalnych przyczyn
zespotu przewlektego zmeczenia wymienia sie miedzy innymi czynniki infekcyjne,
immunologiczne, predyspozycje genetyczne, czy uszkodzenie mitochondriow [5,6], a takze
zaburzenia homeostazy mikrobiomu przewodu pokarmowego [1].

Sposrdod roznych przedziatéw ludzkiego mikrobiomu najlepiej dotychczas poznany
zostat mikrobiom jelitowy. Umozliwit to rozwdj metod badawczych opierajagcych sie na
rozpoznawaniu sekwencji genu 16S rRNA. Dotychczas przeprowadzono stosunkowo niewiele
badan dotyczacych sktadu mikrobiomu jelitowego u osdb z zespotem przewlektego zmeczenia
i nie udato sie jak dotad jednoznacznie potwierdzi¢ zwigzku miedzy zaburzeniami homeostazy
mikrobiomu, a rozwojem ME/CFS.

W swoje]j pracy podjetam sie analizy mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z zespotem
przewlektego zmeczenia, co ma duze znaczenie w uzupetnieniu wiedzy na temat etiologii i
patogenezy tej choroby, a takze moze przyczynic sie do poprawy jej diagnostyki oraz stac sie
potencjalnym punktem uchwytu w terapii tego schorzenia. Przeprowadzone badanie moze
przyczynic sie w przysztosci do opracowania nowych metod prewencji, diagnostyki i leczenia

zespotu przewlektego zmeczenia.



[.2. Zespdt przewlektego zmeczenia
1.2.1. Definicja i terminologia

Zespot przewlektego zmeczenia (ZPZ; ang. myalgic encephalomyelitis/ chronic fatigue
syndrome, ME/CFS) jest to ciezka, wielouktadowa choroba przewlekta, ktéra charakteryzuje
sie wystepowaniem nieuzasadnionego, statego lub nawracajgcego uczucia zmeczenia u osoby
negujgcej podobne objawy w przesztosci. Poza zajeciem uktadu neurologicznego, dotyka takze
uktady odpornosciowy i hormonalny, prowadzi do zaburzenia komdrkowego metabolizmu
energetycznego i transportu jonow [3]. Do objawéw ME/CFS nalez3: uposledzona tolerancja
wysitku, bdle gtowy, béle stawdw, zaburzenia pamieci i koncentracji, objawy grypopodobne,
nadmierna sennosc¢ lub bezsennosé [3,7].

Te jednostke chorobowag mozna znalez¢ w literaturze pod kilkoma nazwami, m. in.
zespdt przewlektego zmeczenia (ZPZ; ang. chronic fatigue syndrome, CFS), encefalopatia
boélowa (ang. myalgic encephalomyelitis, ME), powirusowy zespét zmeczenia (ang. post-viral
fatigue syndrome, PVFS), czy ogdlnoustrojowa nietolerancja wysitku (ang. systemic exertion
intolerance disease, SEID).

Poczatkowo do nazewnictwa wprowadzono termin encefalopatia bdélowa (ang.
myalgic encephalomyelitis, ME), aby podkredli¢c gtéwne objawy, takie jak: nietolerancja
wysitku, objawy neurologiczne i dysfunkcja autonomiczna. Nazwa miata odzwierciedlaé
przypuszczenia dotyczace udziatu uktadu nerwowego w patogenezie choroby. Nietolerancja
wysitku, nazywana rdéwniez powysitkowym nasileniem zmeczenia (ang. post-exertional
malaise, PEM), rozumiana jest jako narastanie zmeczenia, z ostabieniem i tkliwoscig miesni,
pojawiajgce sie po wysitku fizycznym lub umystowym, ktéry byt wczesniej dobrze tolerowany
przez pacjenta, trwajgce min. 24 godziny lub dtuzej [8]. Zaburzenia neurologiczne obejmujg
ostabienie pamieci krotkotrwatej, pogorszenie koncentracji, zaburzenia funkcji poznawczych,
zwiekszong drazliwos¢, dezorientacje czy zaburzenia percepcji [8]. Natomiast do objawdéw
dysfunkcji uktadu autonomicznego zaliczamy: hipotensje, tachykardie ortostatyczng,
kotatanie serca, arytmie, zawroty gtowy, zaburzenia réwnowagi, nietolerancje ciepta lub
zimna, nadwrazliwo$¢ na zmiany temperatury, czy zesp6t Raynaud’a [8].

Z kolei nazwa zesp6t przewlektego zmeczenia (ang. chronic fatigue syndrome, CFS),
zyskata wiekszg aprobate, poniewaz nie sugeruje ona przypuszczen co do przyczyny choroby.
Do objawoéw CFS zalicza sie: powysitkowe nasilenie zmeczenia (PEM), ostabienie koncentracji

i/lub pamieci krotkotrwatej, nazywane ,mgta mézgowa” (ang. ,brain fog”), prowadzgce do
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redukcji dotychczasowej aktywnosci pacjenta, bdle gardta, bolesne powiekszenie weztdw
chtonnych, najczesciej szyjnych lub pachowych, béle glowy o nowym charakterze, zaburzenia
snu, dolegliwosci bolowe obejmujgce miesnie lub stawy, bez ich obrzeku lub zaczerwienienia.
(3,8]

Biorgc pod uwage liczne kontrowersje dotyczace nazewnictwa, terminologii i kryteriow
rozpoznania ME/CFS, dla celéw naukowych konieczne jest doktadne sprecyzowanie uzytej
definicji i kryteriow diagnostycznych zespotu przewlektego zmeczenia. W niniejszej pracy
zastosowano termin ME/CFS, a kwalifikacje do badania oparto na podstawie kryteriéw Fukudy
oraz kryteriow ME/ICC, co jest zgodne z aktualnymi publikacjami naukowymi dotyczgcymi

zespotu przewlektego zmeczenia.

[.2.2. Rys historyczny

Pierwsze doniesienia w literaturze na temat ME/CFS pochodzg z 1930r. i dotycza
pacjentéw z objawami neurastenii, leczonych w szpitalu w Los Angeles [9,10]. Objawy
grypopodobne, poprzedzajgce wystepowanie przewlektego zmeczenia, sprawity, ze jako
etiologie podejrzewano wdéwczas przyczyny infekcyjne [9]. Kolejne opisy przypadkdow opisano
w 1956r. w The Lancet. Dotyczyty one 55 pracownikéw ochrony zdrowia, hospitalizowanych
w 1955r. w londynskim Royal Free Hospital z powodu zmeczenia, znuzenia, boléw i zawrotow
gtowy, bolow kostno-stawowych, béldw gardta, parestezji, zaburzen neurosensorycznych.
Zauwazono wowczas, ze u czesci tych pacjentéw wystgpienie objawéw poprzedzone byto
infekcja drég oddechowych, a ponadto niektorym z nich towarzyszyty nasilone objawy
gastroenterologiczne [11,12]. W 1959 roku zaczeto uzywaé nazwy ,benign myalgic
encephalomyelitis” (tagodna encefalopatia bélowa), aby podkresli¢ mozliwg etiologie zapalng
choroby i zwréci¢ uwage na objawy ze strony uktadu mie$niowego i nerwowego [12]. Ze
wzgledu na brak wyjasnienia organicznej etiologii choroby oraz sprecyzowania kryteriéw
rozpoznawania ME/CFS, w latach 70. XX wieku postulowano podtoze psychologiczne lub
psychiatryczne [12].

W 1986 roku dr Melvin Ramsay [11], konsultant chordb zakaznych w Royal Free
Hospital, przeprowadzit doktadng analize objawéw zespotu przewlekltego zmeczenia,
opublikowat pierwsze kryteria diagnostyczne i zaproponowat pierwszg definicje tej choroby,
nazywang potem definicja Ramsay’a. W swojej pracy podzielit on objawy ME/CFS na te

wystepujgce na poczgtku choroby oraz w jej zaawansowanej fazie, a takze wyrdznit objawy
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osiowe (przewlekte, gtebokie uczucie zmeczenia) oraz towarzyszace (bdle i zawroty gtowy,
bole gardta, parestezje, nadwrazliwo$¢ na dzwieki, szumy uszne). Objawy pojawiajace sie w
przewlektej fazie choroby podzielit dodatkowo na te dotyczace miesni (bdle miesni,
meczliwos$é, niesprawnosé), osrodkowego uktadu nerwowego (ostabienie koncentracji oraz
pamieci, chwiejnos¢ emocjonalna, nadwrazliwosé¢ na dzwieki), uktadu krazenia (oziebienie
koriczyn, blados¢ powtok skérnych) i objawy wynikajgce z zaburzen autonomicznego uktadu
nerwowego (takie jak zwiekszenie czestosci oddawania moczu, nadmierng potliwos¢,
tachykardie ortostatyczng) [2,11-13].

W 1987 roku amerykanskie Centrum Kontroli i Zapobiegania Chordb (ang. Center for
Disease Control and Prevention, CDC) zwotato grupe roboczg celem osiggniecia konsensusu
dotyczgcego nomenklatury i kryteridw rozpoznawania tej choroby. Uznano, ze termin
»,myalgic encephalomyelitis” (ME) odnosi sie do patofizjologii choroby, czyli stanu zapalnego
w obrebie mdzgowia i rdzenia kregowego, ktory nie zostat jednak jednoznacznie
potwierdzony. Stad zdecydowano sie na utworzenie nowej nazwy — zespot przewlektego
zmeczenia — chronic fatigue syndrome (CFS). Byt to poczatek wprowadzenia wspdlnego
terminu ME/CFS, ktory w literaturze naukowej funkcjonuje do dzisiaj i jest akceptowany na
catym sSwiecie [2,12,14].

W 1994 roku w Wielkiej Brytanii wprowadzono po raz pierwszy ustrukturyzowane
kryteria diagnostyczne dla ME/CFS, tzw. kryteria londynskie, sformutowane w duzej mierze w
oparciu o prace dr Ramsey’a [2,15]. W pdiniejszym okresie 1994 roku Fukuda i
wspotpracownicy, zgromadzeni w ramach grupy roboczej przy Centrum Kontroli i
Zapobiegania Chordéb, zaproponowali nowy protokét kliniczno-badawczy, w celu ujednolicenia
i zintegrowania kryteriow diagnostycznych ME/CFS, znany pod nazwg kryteriéw Fukudy
[12,16]. Kryteria Fukudy sg do dzisiaj szeroko uzywane do rozpoznawania ME/CFS dla celéw
badawczych i klinicznych [3,12]. W kolejnych latach powstato jeszcze okoto 20 innych
kryteriow diagnostycznych ME/CFS [3,17]. Najwazniejsze z nich zostaty oméwione w rozdziale
1.2.6., dotyczgcym diagnostyki ME/CFS.

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) w 1969 roku
uznata zespoét przewlektego zmeczenia za chorobe neurologiczng. W 2016 roku ME/CFS zostat
uwzgledniony w Miedzynarodowej Statystycznej Klasyfikacji Choréb i Problemow
Zdrowotnych ICD-10 (ang. International Statistical Classification of Diseases and Related

Health Problems), pod numerem G93.3 [3,12].
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[.2.3. Epidemiologia

Czestos¢ wystepowania ME/CFS rézni sie w zaleznosci od uzytej definicji, metodologii
badania czy badanej populacji. Szacuje sie, ze ME/CFS wystepuje u 2-4 na 1000 oséb dorostych
(0,2-0,4%), co oznacza, ze w samej Wielkiej Brytanii zyje od 150 000 do 250 000 os6b dorostych
z zespotem przewlektego zmeczenia [2,3]. W badaniach epidemiologicznych
przeprowadzonych przez Nacula i wsp. w Wielkiej Brytanii w 2011 roku wsréd pacjentéw
pomiedzy 18. a 64. rokiem zycia, oszacowano, ze wg kryteriow kanadyjskich (CDC) rozpoznanie
ME/CFS mozna byto postawi¢ u 0,20% pacjentéw, a roczna zapadalnos¢ zostata okreslona na
0,015% [18]. Szacuje sie, ze nawet okoto 90% chorych nie zostato jeszcze prawidtowo
zdiagnozowanych. W zwigzku z tym doktadna chorobowos¢ ME/CFS pozostaje nieznana.
Zaktada sie, ze moze by¢ nawet kilkukrotnie wyzsza niz pokazujg obecne statystyki [19].

Dotychczas nie zebrano doktadnych danych epidemiologicznych dotyczgcych czestosci
wystepowania ME/CFS w Polsce. Badania Stomko i wsp. z 2019 roku [20] sugerujg, ze w Polsce
czesto$¢ wystepowania ME/CFS moze by¢ podobna do populacji innych krajéw i stanowi¢
istotny problem kliniczny. Warto podkredlié¢, ze tylko okoto 5% pacjentéw, zgtaszajacych
przewlekte zmeczenie jako swojg gtdwng dolegliwos¢, spetniato kryteria rozpoznania zespotu
przewlektego zmeczenia. Nalezy pamietac, ze zmeczenie towarzyszy duzej liczbie choréb
przewlektych (m.in. niewydolnosci serca, nowotworom), a co wiecej, moze by¢ istotnym
objawem innych jednostek chorobowych (m.in. stwardnienia rozsianego, miastenii,
niedoczynnosci tarczycy). Swiadczy to o potrzebie przeprowadzenia dokfadnej diagnostyki
roznicowej i wykluczenia innych stanéw chorobowych u pacjentéw z podejrzeniem zespotu
przewlektego zmeczenia, co oméwiono doktadnie w rozdziale 1.2.5., dotyczgcym diagnostyki
ME/CFS [20].

ME/CFS stanowi chorobe wystepujgcg endemicznie, na catym sSwiecie, dotykajaca
wszystkie grupy rasowe i etniczne, jest widoczne we wszystkich warstwach spoteczno-
gospodarczych [3]. Moze dotyczyé wszystkich grup wiekowych, a szczyty zachorowalnosci
obserwuje sie u pacjentdw w wieku pomiedzy trzynastym a pietnastym oraz dwudziestym a
czterdziestym rokiem zycia [3].

Wiekszos¢ badan dotyczacych réznic wystepowania zespotu ME/CFS pomiedzy ptciami
wskazuje na czestsze wystepowanie u kobiet, nawet okoto 3 razy czesciej [3]. Odnotowano

czestsze wystepowanie zespotu przewlektego zmeczenia u krewnych pierwszego stopnia,
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m.in. u par bliznigt heterozygotycznych prawdopodobierstwo wystgpienia ME/CFS u drugiego
blizniaka wzrasta 0 11%, a w parach bliznigt monozygotycznych o 38% [21,22].

Mediana czasu trwania choroby wynosi okoto siedem lat, a 25% chorych staje sie z tego
powodu osobami niepetnosprawnymi lub bezrobotnymi, szacuje sie, ze przecietna rodzina, w
ktérej jeden z domownikéw zapada na ME/CFS traci z tego powodu okoto 20 000 USD z
rocznych zarobkéw [2,23].

Rokowanie pacjentow z ME/CFS jest zmienne. Czesciej obserwuje sie okresy remisji lub
zmniejszenia nasilenia objawodw, niz petnego wyzdrowienia [24]. Do czynnikdéw ryzyka
ciezkiego przebiegu zespotu przewlektego zmeczenia mozna zaliczy¢: podeszty wiek, duze
nasilenie objawéw w momencie zachorowania, opdznione rozpoznanie choroby, stabg
odpowiedzZ na zastosowane leczenie objawowe, posiadanie krewnego pierwszego stopnia z
rozpoznanym zespotem i naktadanie sie fibromialgii [25,26].

Jest bardzo mato doniesien naukowych na temat $miertelnosci w zespole przewlektego
zmeczenia. Niektdre badania zwracajg uwage na zwiekszone ryzyko samobdjstw u pacjentow
z ME/CFS [3], natomiast badania McManimen’a i wsp. potwierdzity mozliwos¢ wczesniejszego
zgonu w ME/CFS, na ktéry wptyw moze mieé inna choroba wspdtistniejgca, najczesciej

nowotworowa lub sercowo-naczyniowa [27].

I.2.4. Przebieg naturalny i czynniki etiologiczne

Wiele przeprowadzonych badain nad mozliwg patogenezg zespotu przewlektego
zmeczenia sugeruje, ze jest to choroba kilkuetapowa, obejmujaca czynniki predysponujace
(czynniki genetyczne, srodowiskowe), wyzwalajgce (czynniki spustowe, m. in. infekcje
najczesciej wirusowg, ekspozycje na toksyny, zabieg operacyjny, sytuacje stresowg) oraz
utrwalajace objawy (czynniki immunologiczne, zaburzenia w pracy OUN, miesni i
mitochondridw) [4]. Tak jak kazda choroba przewlekta, ME/CFS ma swojg naturalng historie —
rézne fazy choroby. Nacul i wsp. [28] wysuneli hipoteze na temat przebiegu ME/CFS. Autorzy
wyodrebnili 5 stadidw zespotu przewleklego zmeczenia, rozpoczynajgc od stadium
przedklinicznego (predyspozycje do rozwiniecia choroby), przechodzac po kolei przez moment
zainicjowania choroby, okres objawéw zwiastunowych (prodromalnych), wczesng faze

choroby, az do petnoobjawowej manifestacji klinicznej (Tabela 1.) [28].
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Tabela 1. Przebieg naturalny ME/CFS wg Nacula i wsp. [28] w modyfikacji wtasnej

Czas trwania Brak choroby Poczatek 0-4 miesigce 4-24 miesigce* > 24
miesigce**
Stadium Stadium Czynnik Okres  zwiastunowy | Stadium Stadium
przedkliniczne- | inicjujacy (prodromalny) wczesnej utrwalonej
(predyspozycja | (spustowy) choroby choroby
)
Obraz kliniczny | Brak objawéw | Objawy Zespot objawéw | Zespét objawdw | Lekka,
nieswoiste | zwigzany ze | zwigzanych ze | umiarkowana i
zmeczeniem*** zmeczeniem o | ciezka, a takze
roznej powikfana
symptomatolo- | choroba
gii, postepujacy
Mozliwosci Prewencja Leczenie Prewencja wtdrna Leczenie i | Leczenie i
profilaktyki pierwotna czynnika prewencja prewencja
spustoweg wtoérna trzeciorzedow
o oraz a
prewencja
wtdrna
Mozliwosci - - Prawdopodobne Mozliwe Mato
leczenia prawdopodo-
bne
Patomechaniz Czynniki Niespecyfi- | Neuroimmunologiczn | Proces zapalny | Choroba
m predysponu- czna a odpowiedz na |w obrebie | ogdlnoustrojo-
jace odpowiedZ | czynnik sprawczy oraz | uktadu wa,
osobnicza i | walka o przywrdcenie | nerwowego i | zaburzenie
swoista dla | homeostazy konsekwencje homeostazy
czynnika ogdlnoustrojow
sprawcze- e (zaburzenie
go homeostazy)

* 3-6 miesiecy jest powszechnie uznawane za minimalny czas trwania objawdw, po ktérym

mozna postawic¢ diagnoze (odpowiednio u dzieci i dorostych, w zaleznosci od przyjetych

kryteriow diagnostycznych)

** 2 lata sq uznawane za granice pomiedzy chorobq o krétkim i dtugim czasie trwania, jednak

jej stosowanie jako definicji choroby utrwalonej jest kontrowersyjne, gdyz zalezy od wielu

czynnikow osobniczych, w tym odpowiedzi organizmu na chorobe wczesng

**%* Zespot objawdw zwigzanych ze zmeczeniem — poczqtkowo objawy neuroimmunologiczne

oraz rézne objawy ogdlnoustrojowe w chorobie utrwalonej

Model powstania choroby zaproponowany przez Nacula i wsp. [28] zaktada, ze u osoby

predysponowanej, w odpowiedzi na czynnik inicjujgcy, dochodzi do powstania reakcji

zapalnej, uwolnienia cytokin, polipeptydéw, co z kolei aktywuje oS podwzgdrze-przysadka-

nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA) i zwieksza napiecie uktadu

wspofczulnego, przyczyniajac sie do zmian metabolicznych oraz do zwiekszonego wydatku
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energetycznego. Reakcja zapalna w organizmie wywotuje odpowiedZ mechanizmdéw
przeciwzapalnych za pomoca odpowiednich mediatoréw. Wyleczenie i pomysine rokowanie
dtugoterminowe zalezy najczesciej od odpowiedniej rownowagi pomiedzy tymi dwoma
mechanizmami [28].

Na skutek aktywacji komdrek uktadu odpornosciowego, nerwowego czy endokrynnego
dochodzi do licznych zmian patofizjologicznych prowadzacych m. in. do powstania
reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) oraz azotu (ang. reactive nitrogen
species, RNS). Skutkuje to m. in. zwiekszeniem przepuszczalnosci srédbtonka, zwiekszonym
naptywem komoérek zapalnych, agregacja ptytek krwi poprzez uwalnianie czynnikéw
wazodylatacyjnych m. in. tlenku azotu i prostacyklin. Prowadzi to do wzgledne]j hipowolemii,
zmniejszonego przeptywu krwi przez kapilary, powstawania mikrozakrzepéw. W konsekwencji
tego dochodzi do niedotlenienia komodrek i zwiekszonego wydatkowania ATP
(adenozynotrifosforan). W warunkach fizjologicznych, u oséb ktére nie rozwing ME/CFS,
poczgtkowe zmiany w organizmie zachodzgce w wyniku infekcji, urazu czy stresu zostajg
szybko przywrdécone do stanu homeostazy, czyli réwnowagi pomiedzy fizjologicznymi
procesami organizmu. U oséb z ME/CFS dochodzi do nieprawidtowej odpowiedzi na bodziec i
powstania stanu tzw. ,allostazy” (proces adaptacyjny majgcy na celu przywrdcenie
homeostazy po zadziataniu silnego czynnika stresowego na organizm, co moze prowadzi¢ do
wyczerpania energetycznego i przecigzenia organizmu) i nieodwracalnych zmian
narzagdowych. Koncepcje etiologiczng powstania ME/CFS przestawiono na Rycinie 1. [28].

Na chwile obecng nie udato sie udowodnié¢ jednoznacznej przyczyny rozwoju ME/CFS
[3,29]. Brak wyjasnienia etiologii i patogenezy tej choroby oraz brak markera biologicznego,
prowadzi czesto do opdznienia diagnozy ME/CFS o wiele miesiecy lub lat. Stwarza to problemy
w odtworzeniu szczegbétéw na temat poczatku rozwoju choroby, a stwierdzane u pacjentéw
zmiany narzgdowe mogg by¢ wtérne i powstaé¢ juz w przebiegu trwania choroby [1,3].
Dodatkowo opisany ponizej przebieg naturalny ME/CFS, uwzgledniajgcy nastepujgce po sobie
zaburzenia i objawy kliniczne, stanowi pewnego rodzaju podziat sztuczny. W rzeczywistosci
zjawiska te przebiegajg w organizmie w sposdb ciggly, czesto jednoczasowo, a przewaga
poszczegdlnych dysfunkcji moze byé rézna w czasie i indywidualna dla kazdego pacjenta [28].
Jednak taki podziat utatwia zrozumienie patomechanizmu i rozwoju choroby, umozliwia
zakwalifikowanie danego pacjenta do okreslonego stadium rozwoju choroby i moze przyczynié

sie do utatwienia i ujednolicenia prowadzonych badar naukowych.

14



| Wstepna odpowiedi organizmu na czynnik inicjujgcy I

N

Okres choroby

| Stan zapalny | Pobudzenie ukiadu Pobudzenie
Prodromalny’ Odpowiedz immunologicznego osrodkowego ukfadu
przeciwzapalne ‘ NErwowego
Nadmierna odpowiedz zapalna |

LT

Dysfunkcja

Ogdlnoustrojowe wielouktadowa:
pobudzenie autonomiczna

|
) I 4

Stres Stres hipermetabolizmu A
oksydacyjny nitroaminowy krazeniowa
’ endokrynologicz

Hipoksja Uszkodzenie na
cytopatyczna érodbtonka Zatamanie
albo dyzoksja metabolizmu

(wyczerpanie

energetyczne)

Dysfunkcja
komdrkowa/mitochondrialna

¥

Wigczenie trybu
L0szczedzania
energii”

Rycina 1. Hipotetyczny model patogenezy ME/CFS zaproponowany przez Nacula i wsp. [28]

w modyfikacji wtasnej

1.2.4.1. Faza przedkliniczna

Czynniki predysponujgce do ME/CFS to miedzy innymi predyspozycje genetyczne,
srodowiskowe oraz pte¢ zenska. Istnieje wiele badan sugerujacych, ze czynniki genetyczne
mogg odgrywac role w patogenezie ME/CFS [21,22]. Geny warunkujg sposob odpowiedzi
uktadu immunologicznego na czynnik stresowy, u niektdrych oséb mozemy wiec méwic¢ o
genetycznej podatnosci, czyli o predyspozycji do rozwoju takiej odpowiedzi zapalnej
organizmu, ktéra niejako wymyka sie mechanizmom regulatorowym i poprzez kaskade reakcji
doprowadza do rozwoju objawéw choroby. Niektdre badania sugeruja, ze w mechanizmie tym
uczestniczg miedzy innymi geny zwigzane z HLA typu Il (ang. human leucocyte antygen class
I1) [30].

Osoby, u ktdrych wystepuje potgczenie specyficznych, predysponujgcych czynnikow
genetycznych oraz srodowiskowych moga w odpowiedzi na okreslony czynnik inicjujacy
zareagowac rozwojem zespotu przewlektego zmeczenia. Jako najczestszy czynnik spustowy,

wyzwalajgcy objawy ME/CFS, wymienia sie infekcje wirusowg [31,32]. U okoto 50-80%
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pacjentéw pierwsze objawy ME/CFS pojawiajg sie nagle i przypominajg swoim przebiegiem
grype, co moze potwierdzac te hipoteze [33]. Potencjalne infekcyjne czynniki wyzwalajgce

ME/CFS wymieniono w Tabeli 2. [3].

Tabela 2. Czynniki infekcyjne wyzwalajgce ME/CFS, za Shepherda i wsp., w modyfikacji wtasnej
(3]

Potencjalne czynniki infekcyjne wyzwalajgce ME/CFS

Mononukleoza zakazna — wirus Epsteina-Barr (EBV)
Chlamydia pneumonia

Coxiella burnetii

Gorgczka Denga

Wirus Ebola

Enterowirusy

Wirusy zapalenia watroby — HAV, HBV, HCV, HDV, HEV
Wirusy opryszczki -HSV-1, HSV-2

Cytomegalowirus (CMV)

Wirus ospy (VZW)

Wirusy HHV-6, HHV-7, HHV-8

Parvovirus B19

SARS-Cov-2

Wiele opublikowanych badan naukowych sugeruje zwigzek zakazenia wirusem EBV i
przechorowania mononukleozy zakaznej, jako infekcji bedacej czynnikiem spustowym w
patologii ME/CFS. W badaniach Katz i wsp. odnotowano rozwéj ME/CFS u 13% nastolatkéw 6
miesiecy po przebytej mononukleozie [34].

W badaniach Kerr i wsp. rozwdj ME/CFS po objawowym zakazeniu parvowirusem B19
stwierdzono u 4-13% badanych pacjentéw [35]. W tej grupie pacjentéw stwierdzono
podwyzszone stezenia czynnika martwicy nowotwordw TNF-alfa oraz interferonu gamma, co
moze korelowaé z aktywacjg uktadu immunologicznego [35,36]. Fremont i wsp. [37] badali
obecnos$¢ wirusow w bioptatach z btony Sluzowej przewodu pokarmowego pacjentéw z
ME/CFS i zauwazyli, ze u czesci z nich wykryto obecnos$¢ parvowirusa B19, a w 15-30%

badanych prébek wykryto obecnos¢ wirusa EBV.
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Nieprawidtowa odpowiedZ immunologiczna prowadzgca do rozwoju ME/CFS moze by¢
spowodowana réwniez reaktywacjg latentnego wirusa EBV czy HHV6 [3]. W badaniach
Chapenko i wsp. [38] udowodniono korelacje pomiedzy zakazeniem HHV-6, HHV-7 i
parwowirusem B19, a wzrostem poziomu cytokin prozapalnych, jak réwniez korelacje
pomiedzy aktywng infekcjg wirusowa, a rozwojem odlegtych objawdw klinicznych, takich jak
standw podgorgczkowych, limfadenopatii, zmeczenia powysitkowego, wedrujacych bdlow
stawow).

Magnus i wsp. [39] opublikowali w 2015 roku badania, w ktérych retrospektywnie
ocenili ryzyko rozwoju ME/CFS po zakazeniu lub po szczepieniu przeciw wirusowi grypy, ktore
przeprowadzili na podstawie danych z epidemii grypy typu A (H1IN1) w 2009 roku w Norwegii.
Wykazali oni, ze zakazenie wirusem grypy wigzato sie z ponad dwukrotnym wzrostem ryzyka
wystgpienia ME/CFS, podczas gdy nie znaleziono zwiekszonego ryzyka ME/CFS po szczepieniu
[39].

Sytuacja epidemiologiczna na sSwiecie ulegta diametralnej zmianie w 2020 roku.
Pandemia wirusa SARS-Cov-2, powodujgcego chorobe COVID-19, zmienita zycie milionéw
ludzi na catym swiecie. Jednym z najwazniejszych problemdw jest obecnie nieznana czestos¢ i
charakter odlegtych powiktan choroby. Hipoteza, ze zakazenie wirusem SARS-Cov-2 moze
miec istotny wptyw na patogeneze ME/CFS, wymaga dalszych badan, jednak wyrazne jest, ze
istnieje spora grupa pacjentow, u ktdrych objawy COVID-19 przedtuzajg sie lub u ktorych
dochodzi do rozwoju powiktan dotyczacych uktadu nerwowego i/lub oddechowego [3]. Na
chwile obecng nie sg dostepne dane co do czestosci wystepowania PVFS (ang. post-virus
fatigue syndrome) u osdb, ktére przebyty COVID-19. Szacuje sie, ze u okoto 10% pacjentéw,
ktdrzy przebyli zakazenie, objawy utrzymujg sie ponad 30 dni, a u 0,5 % powyzej 90 dni [3,40].

Shepherd i wsp. podzielili pacjentéw, u ktérych objawy po przebyciu COVID-19
utrzymywaty sie przez dtugi czas, na trzy gtéwne kategorie [41]. W pierwszej grupie (ang. Long
COVID syndromes) znalazty sie osoby, ktére pomimo przechorowania COVID-19 nadal cierpia
na objawy takie jak dusznos¢, kaszel, utrata wechu i smaku, kofatanie serca oraz czesto na
przewlekte zmeczenie. W drugiej grupie znalezli sie pacjenci z tzw. zespotem zmeczenia po
COVID-19 (ang. Long COVID-19 Fatigue Syndrome), ktéry odpowiada spektrum objawdéw
zblizonych do powirusowego zespotu zmeczenia (PVFS). Mogg wystepowac zaburzenia funkcji
poznawczych, nietolerancja ortostatyczna, zaburzenia snu oraz powysitkowe nasilenie

zmeczenia (PEM). Trzecia grupa to ozdrowiency, u ktérych zmeczenie utrzymuje sie powyzej
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3-4 miesiecy po wyleczeniu z COVID-19 i prawdopodobne jest u nich rozpoznanie ME/CFS.
Objawy ME/CFS obserwowano réwniez po zakazeniach innymi koronawirusami, np. podczas
epidemii wirusa SARS (ang. severe acute respiratory syndrome), ktéra miata miejsce w Toronto
w 2002 roku. Ponadto COVID-19 moze by¢ czynnikiem spustowym ME/CFS, ze wzgledu na
produkcje w organizmie interleukiny 6 i 12 w odpowiedzi na zakazenie. Cytokiny te odgrywaja
wazing role w patogenezie ME/CFS [40]. Oddzielng grupe pacjentéow stanowig osoby z
rozpoznanym wczesniej ME/CFS, u ktorych dochodzi do zakazenia SARS-Cov-2. Do tej pory
opisywano pojedyncze opisy przypadkéw chorych, u ktérych dochodzito do zaostrzenia
objawéw zespotu przewlektego zmeczenia [40]. Wyjasnienie zwigzku pomiedzy zakazeniem
wirusem SARS-Cov-2, a rozwojem ME/CFS wymaga prowadzenia dalszych badan naukowych
w tym zakresie.

Jako inne czynniki inicjujgce pojawienie sie objawéw ME/CFS, wymienia sie choroby
psychiczne, stres, uraz fizyczny albo psychiczng traume [41-44]. Chu i wsp. [41] dowodzg, ze
znaczaca czes$¢ badanej populacji pacjentow z ME/CFS uwaza stres albo wazne wydarzenie
zyciowe, jako czynnik, ktéry wyzwolit u nich poczatek objawdw choroby. Zauwaza jednak tez,
ze stresujgce doswiadczenie rzadko wystepowato jako jedyny trigger, natomiast czesto
towarzyszyto infekcji wirusowej lub innym czynnikom inicjujgcym [41]. Inne publikacje
naukowe potwierdzajg, ze stres moze odgrywac istotng role w rozwoju i podtrzymywaniu
objawdw ME/CFS m. in. poprzez wptyw na uktad immunologiczny, zaburzenie funkcjonowania
osi podwzgdrze-przysadka-nadnercza (HPA) [45] czy poprzez zwiekszenie podatnosci
organizmu na rozwdj lub reaktywacje infekcji wirusowej [46]. U czesci pacjentow, z bardziej
podstepnym poczatkiem choroby, nie udaje sie zidentyfikowac¢ zadnego czynnika inicjujgcego

[3].

[.2.4.2. Faza objawdéw zwiastunowych

Faza ta trwa do czterech miesiecy od poczatku wystepowania objawdéw, cho¢ granica
czasowa moze by¢ zmienna i zalezy od indywidualnej predyspozycji pacjenta. Wiekszos¢
kryteriow diagnostycznych wymaga minimum szesciu miesiecy trwania objawdw zanim
mozliwe bedzie postawienie rozpoznania [16,47], dlatego niemozliwym jest doktadnie opisaé
objawy, ktore moga pojawiaé¢ sie w fazie prodromalnej, gdyz najczesciej nie sg one

uwzgledniane w publikacjach naukowych. Znajac jednak przebieg innych chordb
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przebiegajacych z ogdlnoustrojowa reakcjg zapalng, mozna przypuszczaé, ze faza prodromalna
jest obecna w rozwoju ME/CFS [28].

Manifestacja kliniczna w tym okresie jest najczesciej zwigzana bezposrednio z
zadziataniem czynnika inicjujgcego i objawdw przez niego wywotanych. W ostatnim czasie
naukowcy zwrdcili uwage na aktywacje struktur OUN przez czynniki spustowe (np. infekcje),
za pomocg cytokin prozapalnych wytwarzanych przez pobudzony system odpornosciowy. Z
kolei osrodkowy uktad nerwowy, poprzez wydzielanie neurotransmiteréw, neuropeptydow i
neurohormonéw, moze oddziatywa¢ na uktad immunologiczny. Moze to prowadzi¢ do
aktywacji osi HPA, wptywac¢ na funkcjonowanie autonomicznego ukfadu nerwowego i
powodowaé rozwdj zespotu objawow zwanych ,sickness behaviour”, ktére to obejmujg
zmeczenie, gorgczke, bdle stawodw, uczucie zimna, zaburzenia poznawcze. Wiele objawéw
ME/CFS jest podobnych do objawdw ,,sickness behaviour”, jednak nie ustepuje po infekcji
tylko przechodzi w faze przewlekty [3]. Objawy wystepujgce w fazie prodromalnej moga sie
znacznie rézni¢ pomiedzy poszczegdlnymi pacjentami, co zalezy m.in. od podatnosci
organizmu gospodarza, rodzaju i trwatosci dysfunkcji uktadu immunologicznego,
indywidualnej zdolnosci organizmu do powrotu do homeostazy, funkcjonowania OUN, réznic
w stezeniach neurotransmiteréw, réznic w perfuzji moézgowej, integralnosci bariery krew-

mozg [28].

1.2.4.3. Wczesna faza choroby

Wczesna faza choroby jest progresja proceséw zapoczgtkowanych w fazie
prodromalnej, dochodzi do takiego zaburzenia procesdw fizjologicznych, ze niemozliwy jest
powrdét organizmu do stanu rownowagi. Pojawiajg sie typowe objawy ME/CFS, takie jak m.in.
zmeczenie, co mozna wyttumaczyé lokalnym i systemowym dziataniem czynnikow
prozapalnych, dysfunkcjy OUN ze zwiekszong pobudliwoscia uktadu nerwowego,
hipermetabolizmem oraz uogdlnionym zwiekszeniem zapotrzebowania energetycznego.
Wiaze sie to z wyczerpaniem energetycznym organizmu i ,,0szczedzaniem energii” poprzez
zmniejszenie dostepnosci energii dla czynnosci nie priorytetowych, takich jak np. wzmozony
wysitek fizyczny czy umystowy [28]. Zwiekszona produkcja i dziatanie czynnikéw prozapalnych
i w odpowiedzi na nie czynnikéw przeciwzapalnych, modulujg reakcje fizjologiczne organizmu,

wptywajgc na progresje i nieodwracalno$é choroby [36].
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Uznaje sie, ze wczesna faza ME/CFS trwa do 24 miesiecy od poczatku choroby.
Poszukiwanie markera biologicznego dla ME/CFS jest kluczowe zaréwno dla szybszego
rozpoznawania choroby, jak i dla doktadnego wyjasnienia patomechanizméw toczacych sie w

organizmie we wczesnych stadiach ME/CFS [48].

[.2.4.4. Utrwalona faza choroby

Za umowng granice utrwalonej fazy choroby, uwaza sie dwa lata od poczatku objawdw
choroby, jednak granica ta moze by¢ indywidualna dla pacjenta. Stan hipermetabolizmu oraz
zwiekszona produkcja czynnikdw prozapalnych i neurotoksycznych skutkuje rozwojem
przewlektego, uogdlnionego stanu zapalnego o niskim lub umiarkowanym stopniu nasilenia.
Zuzycie wieksze] ilosci energii dla zapewnienia podstawowych proceséw biologicznych,
prowadzi do wyczerpania energetycznego i zmniejszenia poziomu energii dostepnej dla
dodatkowych zadan dla organizmu [28]. Skutkuje to poczuciem zmeczenia przy prébach
podejmowania wysitku fizycznego lub umystowego przez pacjenta. W utrwalonej fazie
choroby dochodzi do rozwoju zmian narzadowych zachodzgcych m. in. w ukfadzie
immunologicznym, OUN, w miesniach oraz wystepowaniem petnoobjawowego ME/CFS wraz
z mozliwymi jego powiktaniami [28]. W takim stadium znaczniej mniej prawdopodobne jest

wyleczenie czy catkowita remisja objawéw [28].

1.2.4.5. Zmiany narzgdowe w utrwalonej fazie choroby

Dysfunkcja uktadu immunologicznego:

Do tej pory przeprowadzono liczne badania naukowe dotyczgce dysfunkcji uktadu
odpornosciowego u pacjentéw z ME/CFS. Zidentyfikowano wiele réznych rodzajow zaburzen
immunologicznych, ktére moga mieé swdj udziat w patogenezie zespotu przewlektego
zmeczenia. Zaliczyé tu mozna m.in. przewlektg aktywacje limfocytdéw czy istotne podwyzszenie
poziomu cytokin prozapalnych wystepujgce u pacjentéow z ME/CFS [3,49].

Hipoteza immunologiczna zaktada, ze aktywacja uktadu odpornosciowego i masywna
synteza cytokin prozapalnych (tzw. ,burza cytokinowa”), powodujg sensytyzacje komdrek
mikrogleju uktadu nerwowego, ktére stajg sie niejako ,,nadwrazliwe” [3,49]. Zadziatanie w tym
momencie czynnika wyzwalajgcego (infekcji, stresu, deprywacji snu) powoduje aktywacje

komodrek mikrogleju, ktoére przechodzg w stan zapalny i zaczynajg produkowaé czynniki
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neurotoksyczne, a co prowadzi do interakcji z komorkami uktadu nerwowego, ktdre zaczynaja
funkcjonowac w sposéb nieprawidtowy i wywotujg objawy takie jak bdl czy zmeczenie [3,49].

Dotychczas przeprowadzono kilka badan pordwnujgcych stezenia cytokin w grupie
pacjentow z ME/CFS w poréwnaniu do oséb zdrowych. Hornig i wsp. [50] przeprowadzili
analize sktadu ptynu mézgowo-rdzeniowego (PMR) u 32 pacjentdw z klasyczng postacia
ME/CFS i 27 z postacig atypowg, stwierdzajac istotne rdznice w profilu cytokinowym w PMR
pomiedzy badanymi grupami. Osoby z postacig atypowag miaty nizsze poziomy cytokin
prozapalnych, m.in. IL-17A, niz osoby z postacig klasyczng. Montoya i wsp. [51] zbadali czy
poziom cytokin moze by¢ powigzany z ME/CFS i czy moze korelowac z ciezkoscig i dtugoscia
zmeczenia. Poréwnano poziomy cytokin u 192 pacjentéw z ME/CFS vs. 392 osdb zdrowych i
stwierdzono, ze poziom 17 cytokin, w tym 13 prozapalnych, m.in. INF alfa, IL4, IL5, IL7, IL13,
leptyna, eotaksyna 1 , byt istotnie wyzszy u pacjentdéw z ME/CFS i korelowat z ciezkoscia
objawow. Moneghetti i wsp. [52] poréwnali profil cytokin u 24 pacjentéw z ME/CFS i 24
zdrowych oséb z grupy kontrolnej, stwierdzajgc najwieksze rdzinice pomiedzy badanymi
grupami w poziomach cytokin: CD40L, inhibitor aktywatora plazminogenu, IL-1-beta,
interferon-alfa i CXCL-1. Podobne wyniki otrzymata grupa Fletchera i wsp. [53]. Oznaczono
poziom 16 cytokin u 40 pacjentek z ME/CFS, poréwnujac je do zdrowych kobiet w grupy
kontrolnej. Stwierdzono istotnie podniesione poziomy cytokin: LTa, IL-1a, IL-13, IL-4, IL-5, IL-
6,IL-12. Z kolei poziom IL-8, IL-13 and IL-15 byt obnizony. Fletcher i wsp. zauwazyli rowniez, ze
poziom cytokin podnosit sie po wysitku fizycznym [53]. Inne dowody pochodzgce z badania
Stringera i wsp. [47] pokazaty znaczgcg korelacje pomiedzy poziomem zmeczenia, a stezeniem
leptyny (prozapalnej adipokiny). Russell i wsp. oznaczyli poziom 16 specyficznych cytokin [54].
Ich wyniki sugerujg, ze IL-1, IL-6 i IL-8, uwzgledniajgc czas trwania objawéw choroby, moga
stanowi¢ biomarkery w screeningu ME/CFS, niezaleznie od wieku pacjenta [54]. Dalsze
badania w zakresie réznic w poziomach cytokin mogg pomdc w zréznicowaniu pacjentéw z
ME/CFS od o0s6b zdrowych.

Niektére badania pokazujg zaburzenia w zakresie odpowiedzi komdrkowej u
pacjentow z ME/CFS, co przejawia sie obnizonym poziomem komodrek NK, nieprawidtowg
odpowiedzig limfocytéw m.in. na mitogeny czy niedoborami immunoglobulin subklas IgG3 i
IgG4. Moze to skutkowad nieprawidtowg odpowiedzig organizmu na czynniki wirusowe czy
bakteryjne [3,55]. Zaburzenia funkcji komdrek NK korelujg z poziomem nasilenia choroby oraz

zaburzeniami kognitywnymi u pacjentéw. Zmniejszona cytotoksyczno$é¢ komodrek NK nie
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zabezpiecza organizmu przed czynnikami infekcyjnymi i prowadzi do przewlektej aktywacji
uktadu immunologicznego [3,56]. Badania Mandarano i wsp. na grupie 53 pacjentéw z ME/CFS
i 45 zdrowych kontrolach wykazaty, ze pacjenci z ME/CFS mieli istotnie uposledzony
metabolizm limfocytéw T, ktéry korelowat ze znamiennie wyzszymi poziomami cytokin w tej
grupie, w poréwnaniu do oséb zdrowych [57].

Ciekawa hipoteze wysuneli Blomberg i wsp. [58], ktdrzy sugeruja, ze za patogeneze
ME/CFS moga odpowiadaé procesy autoimmunologiczne, wptywajgce na funkcjonowanie
organizmu, w tym mozgu i upos$ledzajagce metabolizm energetyczny. Zgodnie z
zaproponowanym przez tych badaczy modelem, u pacjentéw z predyspozycjami
genetycznymi, przebytymi infekcjami wirusowymi, stresem czy dysbiozg jelitowa, dochodzi do
stopniowego rozwoju klonéw limfocytéw B sktonnych do autoreaktywnosci i uposledzenia
funkcjonowania autoantygendw zaangazowanych w produkcje energii, procesy hormonalne,
czy transport przez kanaty jonowe, wptywajac zaréwno na miesnie, jak i na mdzg i powodujac
rozwdj objawéw ME/CF. Ta hipoteza wymaga potwierdzenia w kolejnych badaniach
naukowych, jednak prezentuje ciekawe podejscie do préb wyjasnienia patogenezy ME/CFS

[58].

Dysfunkcja osSrodkowego uktadu neurologicznego:

Istnieje wiele doniesienn naukowych sugerujacych kluczowg role osrodkowego uktadu
nerwowego w patogenezie ME/CFS. Uwaza sie, ze w patogenezie ME/CFS zmeczenie
osrodkowe moze mie¢ znacznie bardziej istotne znaczenie niz zmeczenie obwodowe
(miesniowe) [3,59]. Mechanizmy osrodkowe mogg dotyczyc szlakéw w zwojach podstawnych,
ktdére sg wrazliwe na zmiany stezen cytokin prozapalnych i bezposrednig infekcje wirusowa
[59,60].

Natelson i wsp. [61] przeprowadzili badania ptynu mdézgowo-rdzeniowego, szukajac
dowodéw na dysregulacje immunologiczng w o$rodkowym ukfadzie nerwowym. U pacjentow
z ME/CFS stwierdzono wyzszy poziom biatka i leukocytow w PMR w poréwnaniu do grupy
kontrolnej [61]. Natelson rozszerzyt swoje badania w 2017 roku, poréwnujac tym razem
poziom mleczanéw w PMR u pacjentéw z ME/CFS, pacjentéw z fibromialgig oraz pacjentéw,
u ktérych te dwie choroby wspétistniejg, w porédwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej [62].

Stwierdzono, ze poziom mleczandw nie rdznit sie istotnie pomiedzy trzema badanymi
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grupami, jednak rdéznica w stezeniu mleczandéw pomiedzy grupami badanymi a grupa
kontrolng byta istotna statystycznie [62].

Hornig i wsp. jako pierwsi przeanalizowali poziomy cytokin w ptynie mdzgowo
rdzeniowym u 32 pacjentow z ME/CFS, 40 ze stwardnieniem rozsianym oraz u 19 zdrowych
ochotnikow [63]. Wyniki analizy pokazaty zaktdcenia odpowiedzi immunologicznej w ptynie
mozgowo-rdzeniowym u 0séb z zespotem przewlektego zmeczenia, m. in. przesuniecie w
strone aktywacji limfocytéw Th 2 [63]. Biorgc pod uwage rozpoznang aktywnos¢ prozapalng
zasugerowano, ze stan zapalny w obrebie uktadu nerwowego uczestniczy w patogenezie i
progresji ME/CFS [63]. Neurozapalenie w ME/CFS stwierdza sie poprzez aktywacje komérek
glejowych, w szczegélnosci mikrogleju i astrocytdw. Interakcja pomiedzy OUN a cytokinami
prozapalnymi moze wyjasnia¢é powstawanie symptomow choroby, takich jak zte
samopoczucie, znuzenie, zmeczenie, uczucie dretwienia, zmniejszony apetyt, zmniejszona
aktywnos¢ spoteczna, zmeczenie i utrata masy ciata [3]. Chociaz mechanizmy lezgce u podstaw
neurozapalenia w ME/CFS sg jak na razie niejasne, wydaje sie, ze zachodzi dodatnie sprzezenie
zwrotne pomiedzy stanem zapalnym a nadmierng aktywacjg neuronéw [12]. Pacjenci Ci musza
wtozy¢ znacznie zwiekszony wysitek w wykonywanie codziennych czynnosci, co skutkuje
nasilong aktywacjg neuronéw, prowadzgcy do zwiekszonej produkcji cytokin prozapalnych, co
moze by¢ réwniez nasilane przez pierwotny czynnik zakazny [64]. Rozwijajacy sie stan zapalny
nie moze przez to zosta¢ sttumiony przez mechanizmy przeciwzapalne, prowadzgc w ten
sposdb do rozwoju ME/CFS [65].

Ciekawa hipoteze przedstawit Nakatomi i wsp. [66]. W badaniach z wykorzystaniem
pozytronowe] emisyjnej tomografii (PET) wykazano hipoperfuzje i zmniejszenie biosyntezy
neuroprzekaznikow, takich jak glutaminian, asparaginian i kwas gamma-aminomastowy w
korze ptatéw czotowych, skroniowych, potylicznych, zakretu obreczy oraz hipokampie u
pacjentow z ME/CFS [66]. U pacjentéow tych odnotowano réwniez zmniejszenie gestosci
transportera serotoniny w odcinku dziobowym przedniej czesci kory zakretu obreczy, a
gestos¢ transportera serotoniny w Srodkowym rejonie kory zakretu obreczy byta ujemnie
skorelowana z poziomem bodlu [67]. W kolejnym badaniu z obrazowaniem za pomocg PET z
ligandem wigzgcym sie z komérkami mikrogleju, wykazano proces zapalny w wielu obszarach
moézgowia (m. in. w hipokampie, ciele migdatowatym, wzgdrzu- szczegdlnie jadra
Srédblaszkowe po stronie lewej) u chorych na zespét przewlektego zmeczenia w poréwnaniu

z grupg kontrolng. Te struktury modzgowia odpowiadajg m.in. za funkcje poznawcze,
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odczuwanie bélu, patogeneze zaburzen depresyjnych, a wiec uposledzenie ich dziatania moze
powodowac powstawanie objawéw ME/CFS [68]. Doktadny mechanizm lezacy u podstaw
procesu zapalnego nie jest poznany. Hipoteza aktywacji komdrek mikrogleju zaktada role
czynnika spustowego np. infekcji wirusowej, stresu, zmeczenia, ktéra to powoduje aktywacje
uktadu odpornosciowego, produkcje cytokin prozapalnych, uwalnianie aktywnych form tlenu
oraz neurotoksyn co prowadzi do reakcji zapalnej w obrebie OUN [68].

Shan i wsp. progresywnie poszukiwali zmian w osrodkowym uktadzie nerwowym,
wykonujgc RM mdzgowia u 15 pacjentéw z ME/CFS oraz u 10 osdb zdrowych na poczatku
trwania badania i po 6 latach [69]. U pacjentéw z ME/CFS wykazano znaczacy spadek objetosci
istoty biatej lewego peczka czotowo-potylicznego, nalezgcego do widkien kojarzeniowych [69].
W grupie kontrolnej nie obserwowano takiego zjawiska [69]. Ten sam badacz przeprowadzit
rowniez badania nad rdznicami w strukturze mézgu zwigzane z jakoscig snu pacjentéw [70].
Badania przeprowadzono na 38 pacjentach z ME/CFS i 14 osobach zdrowych, jako narzedzia
wykorzystano RM mézgowia, pensylwanskg skale jakosci snu (ang. Pennsylvania Sleep quality
Index, PSQI) oraz Skale Chadlera (ang. Chadler Fatigue Questionneire, CFQ) [70]. Stwierdzono
nizszg intensywnos¢ sygnatu w przysrodkowej czesci kory przedczotowej u pacjentéw z

ME/CFS, co korelowato z nasileniem zaburzen snu w skalach PSQl oraz CFQ [70].

Dysfunkcja autonomicznego uktadu nerwowego:

Czes¢ objawow obserwowanych w zespole przewlektego zmeczenia sugeruje, ze w jego
rozwoju moze dochodzi¢ do uposledzenia funkcjonowania autonomicznego uktadu
nerwowego. Autonomiczny uktad nerwowy (AUN), zwany takie wegetatywnym, jest
odpowiedziany za sterowanie czynnoscig narzgdéw wewnetrznych w sposéb niezalezny od
woli [71]. Powigzany jest on czynnosciowo z uktadem hormonalnym oraz immunologicznym,
zapewniajgc zachowanie homeostazy, obrone organizmu i adaptacje do czynnikéw
zaktécajgcych réwnowage [71]. W kontrolowaniu czynnosci samego ukfadu autonomicznego
biorg udziat osrodki zlokalizowane w rdzeniu przedtuzonym i moscie, a takze struktury uktadu
limbicznego, w tym podwzgdrze [71]. W przebiegu reakcji odruchowej dochodzi do zmiany
relacji miedzy wspotczulng i przywspotczulng czescig uktadu autonomicznego na korzysé
jednej z nich [71].

Wyniki wielu badan naukowych wskazujg, ze zaburzenia autonomicznej regulacji

odruchdéw sercowo-naczyniowych mogg wystepowaé w niektérych subgrupach pacjentéw z
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ME/CFS [3,72]. Badania wykonane z uzyciem stotu pionizacyjnego wykazaty nieprawidtowosci
autonomicznych mechanizméw regulacyjnych u pacjentéw z zespotem przewlektego
zmeczenia, co objawia sie poprzez m.in. zaburzenia ortostatyczne i obnizone cisnienie tetnicze
krwi [29]. W badaniach na grupach nastolatkéw z ME/CFS wykazano przewage odpowiedzi
wspofczulnej w regulacji uktadu krazenia, a takze zaburzenia termoregulacji, przejawiajace sie
w objawach takich jak pocenie sie, dreszcze, nagta zmiana koloru skéry na bodziec termiczny
w stosunku do zdrowej grupy kontrolnej [73-75].

Metaanalizy dotyczgce czynnosci autonomicznego uktadu nerwowego u pacjentdéw z
ME/CFS sugeruja, Zze nie ma istotnych statystycznie réznic w tetnie spoczynkowym pomiedzy
pacjentami a osobami zdrowymi, jednakze w tescie pochyleniowym dochodzi do istotnego
przyspieszenia tetna u 0séb z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto mniejsza
zmiennos¢ rytu serca (ang. heart rate variability, HRV) u pacjentow z ME/CFS sugeruje
zwiekszong toniczng aktywnos¢ wspétczulng. Dodatkowo obnizona zmiennos¢ HRV w ciggu
nocy moze negatywnie wptywacé na jakos$¢ snu. U pacjentow z ME/CFS zaobserwowano
rowniez zwiekszony poziom noradrenaliny w osoczu, ktéry jest najbardziej widoczny podczas
snu. Moze to sugerowacd, ze zwiekszona aktywnos¢ wspodtczulna generuje nieprawidtowa
aktywnos¢ neuroendokrynng. Wyzsza aktywnos¢ uktadu adrenergicznego wystepowata we
wszystkich fazach snu. W poréwnaniu do grupy kontrolnej ilos¢ aktywnosci przywspétczulnej
byta mniejsza w gtebokim $nie u pacjentow z ME/CFS. Warto podkresli¢, ze zta jako$¢ snu
wptywa nie tylko na zmeczenie i sennos¢ w ciggu dnia, ale takze obniza poziom koncentracji,
wywotuje zaburzenia funkcji poznawczych i powoduje nieprawidtowg prace uktadu
immunologicznego [76-79].

Kemp i wsp. w swoich badaniach potwierdzili zwigzek aktywacji wspdtczulnego uktadu
autonomicznego z objawami dysautonomii. Wzrost napiecia uktadu sympatycznego u
pacjentow z ME/CFS korelowat negatywnie z nasileniem zawrotow gtowy, poczucia
niestabilnosci, czy kotatania serca [80]. Wykazano réwniez, ze pobudzenie ukfadu
autonomicznego w tescie pionizacyjnym (ang. head-upright tilt table test, HUT) moze miec
negatywny wptyw takze na funkcje poznawcze [80]. Podczas préby pionizacyjnej, moze
dochodzié¢ do obnizenia cisnienia tetniczego krwi i zmniejszenia przeptywu krwi przez naczynia
mozgowe [80]. W badaniach van Campen i wsp. z 2020 roku zaobserwowano istotne
pogorszenie sprawnosci operacyjnej u pacjentow z ME/CFS podczas préby pionizacyjnej w

poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktére utrzymywato sie réwniez po zakonczeniu préby [81].
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Obnizenie poziomu funkcji poznawczych nie korelowato z objawami tachykardii oraz hipotonii,
Co moze oznaczac, ze pogorszenie to miato zwigzek ze ,,stresem” wynikajgcym z pionizacji [81].

Uktad wspodtczulny w warunkach fizjologicznych aktywowany jest w sytuacjach
stresowych, podczas wysitku fizycznego i psychicznego. U oséb z ME/CFS aktywacja uktadu
wspotczulnego ma miejsce przy znacznie mniejszym poziomie stresu lub aktywnosciach o
matym nasileniu w poréwnaniu do oséb zdrowych. Dla oséb z ME/CFS charakterystyczne jest
patologiczne obnizenie progu pobudliwosci na wiele czynnikbw wewnetrznych i
zewnetrznych. Nalezg do nich przede wszystkim wysitek fizyczny, infekcje oraz stres. Zjawiska
te w potgczeniu z zaburzonymi mechanizmami kompensacji moga prowadzi¢ do wzmozonej

aktywnosci uktadu wspétczulnego [78,82].

Zaburzenia neurohormonalne:

Wiele kluczowych objawéw ME/CFS, jak zmeczenie, zaburzenia snu, bdle stawdw i
miesni, zaburzenia nastroju, czy zaburzenia termoregulacji, moze by¢ zwigzanych z
nieprawidtowym stezeniem substancji chemicznych wytwarzanych w obrebie osi podwzgérze-
przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA) [3,83]. O$ ta odpowiada za
kontrole wielu funkcji fizjologicznych, takich jak sen i czuwanie, reakcje organizmu na stres czy
inne procesy biochemiczne zachodzace w Zzywym organizmie. Zauwazono, ze ME/CFS
zwigzany jest z niskim poziomem kortyzolu (tj. hormonu steroidowego wytwarzanego przez
warstwe pasmowatg kory nadnerczy) w osoczu i moczu [83].

Niedoczynno$é osi HPA wykazano mierzac poziom kortyzolu w s$linie pacjentéw z
ME/CFS tuz po przebudzeniu [84,85]. W poréwnaniu do grupy kontrolnej wykazano bardzo
powtarzalne wyniki obnizonego poziomu kortyzolu w $linie u pacjentéw z ME/CFS [84,85].
Dodatkowo wykazano obnizone wyjsciowe poziomy hormondw nadnerczowych,
nieprawidtowg dobowg zmiennos¢ poziomdéw tych hormondéw czy zmniejszong reakcje osi
HPA na stresory fizyczne i psychologiczne [86]. Jednak nie ma jak dotad przekonujgcych
dowodow na to, ze dysfunkcja osi HPA jest specyficzna dla ME/CFS lub ze jest to przyczyna
ME/CFS, a nie jedynie zaburzenie wtdrne do innych zmian narzgdowych [12].

Jedna z hipotez, ktéra mogtaby wyjasni¢ niski poziom kortyzolu u pacjentéw z ME/CFS
to dysregulacja spowodowana stresem. Istnieje hipoteza, zgodnie z ktérg uwaza sie, ze stres
moze powodowac podwyzszenie poziomu hormonu uwalniajgcego kortykotropine (CRH), co z

kolei powoduje obnizenie ilosci receptoréw CRH (CRHR) na neuronach kortykotropowych

26



przysadki mdozgowej. Ta regulacja w dot nie normalizuje sie po ztagodzeniu stresu lub
pozniejszej redukcji poziomu CRH, z powodu nieprawidtowej plastycznosci receptora CRH. Tak
wiec niedoczynnos¢ osi HPA moze by¢ konsekwencjg zjawiska ,, wyczerpania ze stresu”, w
wyniku ktérego wywotana stresem nadczynnos$¢ osi HPA przechodzi w niedoczynnosé osi HPA
po dtuzszym czasie trwania stresora. Diugotrwaty stres moze spowodowac wyczerpanie
odpowiedzi stresowej, w wyniku czego o$ HPA traci zdolnosci do radzenia sobie ze stresem
srodowiskowym, w pofgczeniu ze zmniejszonym wyjsciowym stezeniem kortyzolu [12,87].
Poniewaz poziom kortyzolu w osoczu jest kontrolowany gtéwnie przez ACTH, istnieje
zaleznos¢ liniowa miedzy tymi dwoma hormonami u pacjentéw z ME/CFS [87].

Ta nierdbwnowaga neuroendokrynna wptywa na homeostaze catego organizmu, w tym
na uktad immunologiczny, rowniez mocno zaangazowany w patogeneze ME/CFS. Hormony
glikokortykosteroidowe oddziatujg z komdrkami uktadu odpornos$ciowego, co ma kluczowe
znaczenie dla prawidtowej odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza. Istnieje
dwukierunkowa komunikacja miedzy szlakami immunologicznymi a osig 0$ HPA. Hormony osi
HPA wykazujg ujemne sprzezenie zwrotne z uktadem odpornosciowym, zmniejszajgc nasilenie
reakcji zapalnej, podczas gdy cytokiny prozapalne stymulujg o$ HPA do produkcji wiekszej
ilosci hormondéw osi HPA [87]. Niedoczynno$é osi HPA moze powodowac ostabienie wptywu
ujemnego sprzezenia zwrotnego hormondéw nadnerczowych na uktad odpornosciowy, co
umozliwiatoby aktywacje szlakdw immunologicznych i wzmozenie produkcji cytokin
prozapalnych. Z drugiej strony przewlekfa, dtugotrwata aktywacja szlakéw immunologicznych,
spowodowana przewleklym stanem zapalnym, moze zapoczgtkowywac¢ rozwdj

niedoczynnosci osi HPA [88].

Zaburzenia w pracy migsni i mitochondriéw:

Dotychczasowe badania naukowego potwierdzity liczne nieprawidtowosci w pracy
miesni u pacjentdow z ME/CFS, co mogtoby ttumaczy¢ czes¢ objawoéw klinicznych ME/CFS,
takich jak ostabienie, bole miesni czy powysitkowe nasilenie zmeczenia (PEM).

Jones i wsp. znalezli dowody na nieprawidtowy metabolizm mie$niowo-energetyczny
na poziomie komdrkowym, porownujgc pH w miesniach podczas aktywnosci fizycznej, przy
uzyciu spektroskopii rezonansu magnetycznego (MRS) [89]. Wykazano znaczgce rdznice w
przywréceniu Srodmiesniowego pH po wysitku do wartosci spoczynkowej u pacjentow z
ME/CFS, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co moze by¢ zwigzane z upos$ledzong regulacja
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autonomiczng [89]. Ta sama grupa badaczy dwa lata pdzniej kontynuowata swoje badania,
oceniajgc tym razem funkcjonowanie bioenergetyczne miesni w odpowiedzi na 3 serie
¢wiczen [90]. W pracy tej wzieto udziat 18 pacjentéw z ME/CFS oraz 12 zdrowych oséb
prowadzacych siedzacy tryb zycia [90]. Wykazano obnizony poziom czestosci akcji serca przy
progu przemian beztlenowych, obnizony maksymalny pobér tlenu (VO2 max) oraz znacznie
wydtuzony (prawie 4-krotnie) czas potrzebny do powrotu pH w miesniu sprzed wysitku, w
poréwnaniu do grupy kontrolnej [3,90]. Podobne wnioski na temat wydtuzonego czasu
regeneracji po wysitku w swoich pracach uzyskali réwniez Fluge i Lien [91,92]. Testy
ergospirometryczne (ang. cardiopulmonaryexercise testing, CPET), wykonywane u pacjentéw
z ME/CFS w ciggu 2 kolejnych dni pokazaty osiggniecie progu przemian beztlenowych przy
znacznie nizszym poborze tlenu (VO2) w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz znaczne
pogorszenie wyniku w drugim dniu testow u pacjentéw z ME/CFS. Skutkowato to
zwiekszeniem poziomu mleczanéw w surowicy bedgcych produktem glikolizy beztlenowej
oraz spadkiem produkcji mitochondrialnego ATP [92]. Dane te sugerujg zatem, ze u pacjentow
z ME/CFS dochodzi do przesuniecia produkcji energii podczas wysitku w strone przemian
beztlenowych, co determinuje nizszg i niewystarczajacg produkcje ATP [3,92].

Przez wiele lat testowano hipoteze, ze gtdwnym podtozem objawéw ME/CFS moze byé
nieprawidtowe dziatanie mitochondriéw, ktére sg przeciez gtdwnym producentem energii w
komodrce. Wystepuja one w prawie wszystkich komdrkach ciata (za wyjatkiem komorek krwi)
co ttumaczytoby szerokie spektrum objawdw klinicznych. Co wiecej infekcje wirusowe,
bakteryjne czy pasozytnicze mogg indukowaé zamiany w funkcjonowaniu mitochondriéw [3].
Zaburzenia mitochondrialne w komdrkach uktadu odporno$ciowego mogtyby ttumaczyc
zwiekszong podatnos¢ na infekcje wirusowe, bakteryjne czy pasozytnicze [93]. Jednakze
aktualne wyniki badan sugeruja, ze ME/CFS nie jest skutkiem izolowanej dysfunkcji tych
organelli komérkowych, natomiast nalezy poszukiwaé czynnika sprawczego, ktéry zaburza
prace mitochondriéw [3]. Lawson i wsp. nie stwierdzili istotnych réznic w ilosci
produkowanego ATP u pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Jednakze
wykryto wzrost produkcji ATP poza mitochondriami, co moze sugerowac nieprawidtowosci w

innych szlakach wytwarzajgcych ATP i przyczyniaé sie do rozwoju ME/CFS [94].
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1.2.4.6. Zaawansowana faza choroby

Utrzymujgca sie zwiekszona produkcja czynnikdéw prozapalnych i neurotoksycznych,
skutkujgca przewlektym stanem zapalnym niskiego stopnia i przedtuzonym ogdlnoustrojowym
zapaleniem, doprowadza w zaawansowanej fazie choroby do trwatej dysfunkcji uktadu
immunologicznego i osrodkowego uktadu nerwowego [28].

Nasilone zmiany ogélnoustrojowe powodujg dysfunkcje na poziomie komérkowym.
Szereg czynnikdw, m. in. przewlekty stres oksydacyjny, reaktywne formy azotu czy zaburzenia
krazenia, wptywajg na uposledzenie czynnosci srodbtonka, powodujgc w konsekwencji
zaburzenia metaboliczne zwigzane ze zmniejszeniem produkcji energii przez komérki, zwane
»hipoksja cytopatyczng”. Na tym etapie prawdopodobnie wystgpig ciezkie objawy, z gtebokim
zmeczeniem, nietolerancjg wysitku i innymi objawami ogdlnoustrojowymi, ktére sg w duzej

mierze wyjasnione przez spowolnienie fizjologiczne [28].

1.2.5. Symptomatologia zespotu przewlektego zmeczenia

Zespot przewlektego zmeczenia, jest chorobg ogdlnoustrojowg, a jego obraz kliniczny
moze W znaczacy sposob rdézni¢ sie pomiedzy poszczegdlnymi pacjentami. Choroba ta moze
rozpoczynac sie w sposob ostry lub stopniowo. Wystgpienie pierwszych objawéw poprzedza
czesto infekcja wirusowa lub sytuacja stresowa, np. zabieg operacyjny [2,3].

Charakterystyczng cechg ME/CFS jest zmieniajgcy sie stopiern nasilenia objawdw.
ME/CFS przebiega z okresami remisji i zaostrzen, objawy mogg znacznie sie roznic¢ z dnia na
dzien, a takie mieé¢ burzliwy przebieg przez caty okres trwania choroby. W ciezkich
przypadkach lub w okresach zaostrzen, stan pacjentéw moze nie pozwoli¢ im na dotarcie do
lekarza. Zdarza sie, ze lekarz moze nie widzie¢ swojego pacjenta w okresach najwiekszego
nasilenie objawdw chorobowych [2,3].

W ostatnim czasie pojawit sie szereg doniesien naukowych proponujgcych podziat
ME/CFS ze wzgledu na fenotyp objawdw. Collin i wsp. w swojej pracy zaproponowali
wyszczegblnienie u pacjentdw z ME/CFS 3 rdéinych fenotypdw: wieloobjawowy,
skgpoobjawowy i objawiajacy sie tylko bélem [95]. Wilson i wsp. podzielili jednostke na dwa
gtowne typy: pierwszy to pacjenci miodsi, z krétszym okresem choroby, mniejszg iloscig
choréb towarzyszgcych, mniejszg niesprawnoscig. Druga grupa to chorzy z wiekszym spektrum
objawéw, dtuzszym wywiadem chorobowym, wiekszg przewagg pici zenskiej, czesciej

obcigzeni innymi jednostkami chorobowymi [96].
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Bardzo ciekawe podejscie do podtypdw ME/CFS zaproponowat zesp6t badaczy z Polski.
Stomko i wsp. [97] w badaniu przeprowadzonym w 2020 roku podzielili 131 pacjentéw
spetniajgcych kryteria Fukudy, na 4 grupy, uwzgledniajac obiektywne i subiektywne funkcje
autonomicznego uktadu nerwowego. Do pierwszej grupy zaliczono pacjentéw z przewaga
wspofczulng i objawami dysautonomii, u ktérych obserwowano nasilong nietolerancje
ortostatyczng, duze nasilenie objawdw zmeczenia, nasilone objawy dysautonomii i najnizsza
jakoscig zycia [97]. W drugiej grupie znajdowaly sie osoby z przewagg komponenty
wspofczulnej, ale z mniej nasilong dysautonomia, ktérych cechowat starszy wiek oraz nizszy
poziom odczuwanego zmeczenia. W trzeciej osoby z przewaga komponenty przywspétczulnej,
u ktdérych poziom odczuwania zmeczenia byt najwiekszy. | w koncu w czwartej grupie,
znajdowaty sie osoby z zachowang réwnowagg miedzy ukfadem sympatycznym i
parasympatycznym. Pacjenci Ci byli najmtodsi, z najmniejszym poziomem odczuwanego
zmeczenia i najwyzej oceniang jakoscig zycia. Takie nowatorskie podejscie moze mie¢ w
przysztosci zastosowanie w ocenie skutecznosci leczenia pacjentéw z ME/CFS, a takie
wytypowaniu potencjalnego biomarkera choroby, moze okazaé sie, ze nie jest to jeden

czynnik, a kilka w zaleznosci od fenotypu choroby [97].

[.2.5.1. Zmeczenie

Zmeczenie stanowi gtowny objaw zespotu przewlektego zmeczenia, dotykajgcy
zarowno sfery fizycznej, jak i psychicznej pacjenta. Charakterystyczne dla zmeczenia w ME/CFS
jest jego nasilanie sie na skutek podejmowanego wysitku fizycznego lub umystowego.
Zmeczenie to nie jest prowokowane nadmiernym wysitkiem i nie ustepuje pomimo
odpoczynku. W znaczacy sposéb obniza ono jakos¢ zycia. Pacjenci czesto zgtaszajg falujace
nasilenie zmeczenia, ze zmiennoscig zaréwno w ciggu dnia, jak i w perspektywie tygodni czy
miesiecy, méwigc o tzw. ,lepszych” czy ,,gorszych” dniach lub okresach. Objawy zmeczenia
moga nasila¢ sie pod wptywem wysitku fizycznego, sytuacji stresowych, infekcji, goraczki,
spadku lub wzrostu temperatury [3].

Najwazniejsze kryteria diagnostyczne (IOM, CDC) podkreslajg koniecznosé
wystepowania, nieuzasadnionego innymi chorobami, zmeczenia przez co najmniej 6 miesiecy.
Mimo, ze budzi to kontrowersje, m. in. dotyczgce opdznienia rozpoznania choroby, to
wiekszos¢ autoréw zgadza sie, ze niewyjasnione zmeczenie trwajgce ponad 6 miesiecy byto

znaczgco czesciej zwigzane z przypadkami ME/CFS, a wiekszos¢ innych powoddw takiego
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zmeczenia trwata krdécej niz 6 miesiecy. Symptomatologia CFS jest wielowymiarowym
zjawiskiem, pokrywajgcym sie z innymi niewyjasnionymi zespotami charakteryzujacymi sie

meczliwoscig, co nalezy wzig¢ pod uwage w badaniach nad ME/CFS [98].

1.2.5.2. Powysitkowe nasilenie zmeczenia

Powysitkowe nasilenie zmeczenia (ang. post-exertional malaise, PEM), znane réwniez
pod akronimem PENE (ang. post-exertional neuroimmune exhaustion), oznacza nasilenie
objawdw ME/CFS, przede wszystkim zmeczenia, po aktywnosci fizycznej lub psychicznej, ktéra
byta wczesniej tolerowana przez pacjenta. Pacjent zgtasza takie dolegliwosci jak bél miesni,
pogorszenie sprawnosci intelektualnej, koncentracji, ogdlny niepokdj, zawroty gtowy,
zaburzenia snu, objawy grypopodobne, spadek apetytu, nudnosci. Tak naprawde nasili¢ moga
sie wszystkie symptomy wystepujgce w ME/CFS [3]. PEM moze pojawic sie kilka godzin lub
nawet kilka dni po takiej aktywnosci i utrzymuje sie minimum 24 godziny, ale regeneracja
moze przedtuzyé sie do kilku dni lub tygodni. Intensywnos¢ lub dtugos¢ trwania wysitku, ktory
powoduje wystgpienie PEM jest indywidualna dla kazdego pacjenta i jest uzalezniona od
stopnia ciezkosci choroby. Ciezko$¢ objawow jest niewspdtmierna do wykonanego przez
pacjenta wysitku [3].

PEM jest bardzo waznym objawem ME/CFS, przydatnym w diagnostyce i réznicowaniu
wzgledem innych jednostek chorobowych, ktérym towarzyszy zmeczenie. Stwierdzono, ze
PEM lepiej rdznicuje zespdt przewlektego zmeczenia od idiopatycznego przewlektego
zmeczenia, ale rowniez innych schorzen, w ktérych PEM pojawia sie rzadziej, takich jak
stwardnienie rozsiane, choroby autoimmunologiczne czy zaburzenia depresyjne [99].
Dowodem tego moze by¢é m. in. umieszczenie PEM w gtéwnych kryteriach rozpoznania
ME/CFS wg IOM. Dotychczas nie ustalono jednoznacznej definicji PEM, a takze niewiele
wiadomo na temat patofizjologii tego zjawiska. Istniejg nawet sugestie dotyczace dwdch
réoznych rodzajéw PEM. Jeden z objawami uogdlnionego zmeczenia, a drugi ze zmeczeniem
specyficznym dla miesni, podobnie jak pierwotnie opisat to dr Ramsay [100]. PEM jest 10.4
razy czestsze u pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do oséb zdrowych. Obecnie autorzy wielu

prac sugerujg, ze PEM jest patognomonicznym objawem ME/CFS [99,101].
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[.2.5.3. Dysautonomia

Objawy zaburzen funkcjonowania autonomicznego uktadu nerwowego, szacuje sie, ze
wystepujg u okoto 90% pacjentéw z ME/CFS. Mozna podejrzewaé, ze zaburzenia AUN s3
kluczowe w patogenezie zespotu przewlektego zmeczenia, jednak objawy dysautonomii
wystepujg rédwniez w innych, niewyjasnionych, stanach chorobowych, takich jak np.
fibromialgia czy zesp6t jelita drazliwego [102].

Dysautonomia przejawia sie przede wszystkim pod postacia nietolerancji
ortostatycznej (ang. orthostatic intolerance, Ol). U pacjentéw z Ol przy nagtej pionizacji albo
przedtuzajgcym sie pozostawaniu w pozycji stojgcej moga wystgpi¢ zawroty gtowy,
dezorientacja, zaburzenia réwnowagi, omdlenia, pocenie, kotatanie serca, ostabienie. Objawy
takie wymagajg wnikliwego rdznicowania z innymi chorobami neurologicznymi i/lub
kardiologicznymi. Zespdt posturalnej tachykardii ortostatycznej (ang. postural orthostatic
tachycardia syndrome, PoTS) jest jedng z form dysfunkcji uktadu autonomicznego, ktéra moze
wystepowaé u pacjentow z ME/CFS. PoTS definiuje sie jako, wystepowanie objawow
nietolerancji ortostatycznej potagczonych z przyspieszeniem czestosci pracy serca o ponad 30
uderzen na minute u dorostych (lub o ponad 40 uderzen na minute w grupie wiekowej 12-19
lat) przy pionizacji albo czestos¢ pracy serca szybsza niz 120 uderzed na minute w pozycji
stojacej [3].

U pacjentéw z podejrzewanym lub rozpoznanym ME/CFS nalezy przeprowadzi¢ ocene
autonomicznego uktadu nerwowego, obejmujacg przynajmniej odpowiedZ organizmu na
pionizacje (pomiar tetna i ciSnienia tetniczego). Lewis i wsp. opisali grupe pacjentéw ME/CFS
z oraz bez PoTS, i zauwazyli, ze pacjenci z zespotem przewlektego zmeczenia, u ktérych
wystepuje PoTS sg miodsi, prezentuja mniej nasilone objawy zmeczenia, mniej objawdw
depresyjnych i mniejszg sennos¢ w ciggu dnia, za to bardziej nasilone sg u nich objawy
nietolerancji ortostatycznej i dysfunkcji uktadu autonomicznego, w porédwnaniu do grupy

pacjentéw bez tachykardii ortostatycznej [103].

1.2.5.4. Zaburzenia funkcji poznawczych

Nalezg one do najczestszych objawéw w ME/CFS. Pacjenci podajg, ze objawy te sg dla
nich tak samo ograniczajgce jak problemy fizyczne zwigzane z chorobg. Objawy zaburzen
funkcji kognitywnych zwykle sg na tyle silne, ze prowadzg do zauwazalnego ograniczenia

dotychczasowej aktywnosci zawodowej, edukacyjnej, osobistej lub spotecznej pacjenta [3].
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Zaburzenia funkcji poznawczych, wystepujace gtdwnie pod postacig zaburzen pamieci
krotkotrwatej i roboczej (ostabienie zdolnosci do szybkiego radzenia sobie z zadaniami),
problemdw z koncentracjg i uwagg (pogorszenia zdolnosci do rozwigzywania zadan wizualno-
przestrzennych), brak zdolnosci do zorganizowania mysli i zaplanowania dziatania, problemy z
przypomnieniem sobie wiasciwego stowa, czasem anomia (utracenie zdolnosci do nazywania
przedmiotow) lub dysnomia (nieprawidtowe nazywanie przedmiotéw). Pamie¢ dtugotrwata
zwykle nie jest uposledzona. Zaburzenia te okresla sie mianem ,,mgty mdézgowej” (ang. brain
fog) [3]. Zaburzenia funkcji poznawczych nasilajg sie pod wptywem wysitku fizycznego lub
stresu. Badania sugerujg, ze u oséb z ME/CFS dtugotrwaty wysitek fizyczny lub psychofizyczny
wptywa na obnizenie funkcji poznawczych, np. na zdolnos¢ podtrzymania uwagi, czas reakgcji
w testach decyzji, szybkos¢ psychomotoryczng [104,105].

W badaniu przeprowadzonym w Belgii na duzej grupie 1578 pacjentéw z ME/CFS, 93%
z nich zgtaszato zaburzenia koncentracji, 85,6% zaburzenia pamieci, 75,5% zaburzenia funkcji
jezykowych [106]. W nowszym badaniu populacyjnym Jason i wsp. pokazali znacznie czestsze
wystepowanie zaburzen funkcji poznawczych u 236 pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Dominowaty zaburzenia pamieci (80%), problemy z wypowiadaniem
wtasnych mysli (73%), problemy na wykonywaniu na raz wiecej niz jednej czynnosci (72%),
trudnosci z koncentracja (69%). Objawy neurokognitywne byty brane pod uwage, jesli
wystepowaty co najmniej w potowie czasu w ciggu ostatnich 6 miesiecy [107].

Problemem klinicznym pozostaje doktadna ocena sprawnosci psychomotorycznej u
pacjentow z ME/CFS. O ile dokonuje sie roznicowania w zakresie réznych obszaréw poznania
takich jak pamieé, uwaga i sprawnos$é psychomotoryczna, to obecnie nie ma narzedzi pomiaru
nasilenia zaburzen pojedynczych funkcji poznawczych. Mozliwa jest jedynie taczna ocena

sprawnosci psychomotorycznej [104].

1.2.5.5. Zaburzenia snu

Zaburzenia snu wystepuja czesto u pacjentéw z ME/CFS. Typowa manifestacja tych
dolegliwosci to: sen niedajgcy odpoczynku, bezsennosé (czesto w poczgtkowej fazie choroby)
lub nadmierna sennos$¢, szczegdlnie w ciggu dnia, np. pod postacig drzemek, odwrdcenie
rytmu dobowego (czesto dotyczy dzieci), zywe sny lub koszmary nocne, sen nie dajacy

odpoczynku, co rozumiemy jako uczucie wyczerpania, niezaleznie od dfugosci snu. Gtéwnym
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objawem w poczatkowej fazie ME/CFS czeSciej moze by¢ nadmierna sennos$é, niz indukowane
wysitkiem nasilenie zmeczenia. [3]

Wystepowanie niektdrych objawdw chorobowych, jak np. bdl, moze przyczyniac sie do
zaburzen snu. Z drugiej strony pierwotne zaburzenia snu mogg prowadzi¢ do zmeczenia oraz
objawéw obecnych w symptomatologii ME/CFS, np. bdlu, problemdéw z koncentracja,
zmeczenia. Konieczne jest zatem wykluczenie pierwotnych zaburzen snu oraz zaburzen snu
zwigzanych z innymi schorzeniami. U pacjentéw z czynnikami ryzyka, takimi jak otytos¢,
chrapanie, sucho$¢ sluzéwek po $nie, epizody nocnych bezdechdéw, nalezy przede wszystkim
wzigé¢ pod uwage w réznicowaniu obturacyjny bezdech senny. Nalezy wykluczy¢ réwniez
choroby obturacyjne drég oddechowych i pierwotny zespdt niespokojnych nég. [3,108]

W badaniu Jason i wsp. pacjenci z ME/CFS zgtaszali najczesciej nieregenerujacy sen
(92%), problemy z zasnieciem (68%), koniecznos$¢ spania w ciggu dnia (65%) oraz wybudzenia
sie (58%) [107]. Badanie Reeves i wsp. potwierdzito, ze w pierwszych miesigcach choroby
pacjenci z ME/CFS skarzg sie na nadmierng senno$¢, ale w miare postepu choroby zgtaszali
problemy z zasypianiem. Objawy te w umiarkowanym lub ciezkim nasileniu wystepowaty
znacznie czesciej niz w grupie kontrolnej [109].

Wszystkie wazniejsze kryteria diagnostyczne ME/CFS zawierajg objawy zwigzane ze
snem. W kryteriach CDC, nieregenerujacy sen wystepuje jako kryterium pomocnicze.
Podobnie w kryteriach zaproponowanych przez IOM w 2015 roku, zaburzenia snu sg objawem
dodatkowym i ich obecnos$é nie jest konieczna do spetnienia kryteridw. W kryteriach ICC
zaburzenia snu sg niezbedne do postawienia diagnozy. Obejmujg szersze spektrum zaburzen
snu. Autorzy podkreslajg, ze charakterystyczne dla pacjentéw z ME/CFS jest skrécenie snu
gtebokiego, czeste wybudzenia oraz uczucie braku regeneracji po przebudzeniu sie.
Towarzyszy¢ tym zaburzeniom mogg zesp6t niespokojnych nég i periodyczne ruchy konczyn

podczas snu [3,104,110].

1.2.5.6. Bol

B6l w ME/CFS jest czestym objawem. Moze on dotyczy¢ miesni, stawdow, gtowy,
weztédw chtonnych i gardfa. Zwykle ma staty charakter, jest trudny do opanowania, moze by¢
wedrujgcy lub promieniujgcy. Ma inny charakter niz dolegliwosci, ktére mogty pojawiac sie u
pacjenta w przesztosci i nie reaguje na dotychczas stosowane srodki lecznicze. Bdlom miesni

moze towarzyszy¢ ostabienie sity miesniowej, drzenie, skurcze miesni, zespot niespokojnych
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ndg, hipermobilnos¢ stawdw, ktére zwykle nasilajg sie po okresie aktywnosci pacjenta. Objawy
te zwykle wymagajg réznicowania z chorobami reumatycznymi. [3]

Wedtug badan klinicznych w populacji CFS okoto do 94% pacjentéw odczuwa bdl
miesni, 84% odczuwa bdle stawodw, a ponad 80% odczuwa bdle gtowy. Na fakt, ze jest to
bardzo istotny objaw w CFS wskazuje to, ze kryteria CDC zawierajg pie¢ objawdw choroby
zwigzanych z bélem: bdél miesni, bdl stawdw, bdl gtowy, bdl gardta, tkliwe wezty chtonne.
Pacjenci ponadto skarzg sie na bodle brzucha, bdéle w klatce piersiowej, przeczulice oraz
sztywnos¢. Wykazano, ze bdl spowodowany CFS jest zwigzany z poziomem
niepetnosprawnosci i zwolnieniami chorobowymi. [104,111,112]

Mechanizm powstawania bélu u pacjentéw z ME/CFS nadal nie jest do korica poznany.
Ciekawe jest, ze u pacjentow dolegliwosci bélowe nasilane sg np. wysitkiem fizycznym. W
warunkach fizjologicznych prég bélu zwieksza sie podczas aktywnosci fizycznej. Cwiczeniom
towarzyszg dynamiczne zmiany w uktadzie krgzenia, ktére powodujg zwiekszony przeptyw
krwi i redystrybucje krwi w celu zaspokojenia zapotrzebowania energetycznego pracujgcych
miesni. Te zmiany hemodynamiczne sg indukowane przez aktywacje gatezi wspétczulnej oraz
hamowanie gatezi przywspodfczulnej AUN [113,114]. Uwaza sie, ze wzrost HR oraz RR podczas
wysitku fizycznego aktywuje baroreceptory tetnicze, co wigze sie z uwolnieniem endogennych
opioidéw, czynnikdw wzrostu i innych silnych mechanizméw hamujacych bél, m. in. wptywu
na nocyceptywne szlaki zstepujgce rdzenia kregowego i mdzgowia [113]. Brak reakcji
hamujacej bél u pacjentéw z ME/CFS moze by¢ zwigzany jest ze zmniejszong reaktywnoscia
przywspotczulng podczas regeneracji po wysitku oraz utrzymujgcym sie po wysitku wzrostem
RR. Sugeruje to role baroreceptoréw tetniczych w dysfunkcji analgezji powysitkowej u

pacjentow z ME/CFS [113,114].

1.2.5.7. Inne objawy
- Zaburzenia odpornosci. Wéréd najczestszych objawdéw zwigzanych z zaburzeniami
odpornosci u pacjentéow z ME/CFS wystepuja: nawracajgce objawy grypopodobne,
zwiekszona podatnos¢ na infekcje, wydtuzony okres rekonwalescencji po infekcjach,
bolesna limfadenopatia szyjna i/lub pachowa, niezwigzane z infekcjg béle gardta, stany
podgoragczkowe lub gorgczka, poty, poczucie ,bycia chorym”. Objawy te moga
wystepowac z réznym nasileniem, a takze nasilajg sie na skutek aktywnosci fizycznej

lub psychicznej pacjenta, jako wyraz PEM [107]. Ws$rdd przyczyn wymienionych
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objawéw upatruje sie zaburzong funkcje komodrek NK, oraz poziomu niektérych
cytokin. Istnieje wiele doniesier na temat zaburzonej cytotoksycznosci komorek NK u
0s06b z ME/CFS. W najwiekszym badaniu Fletcher i wsp. na grupie 176 pacjentéw z
ME/CFS, potwierdzono gorszg funkcje komarek NK, niz w grupie kontrolnej [104,107].
Niska cytotoksyczno$¢ komodrek NK nie jest jednak specyficzna dla ME/CFS. Jest
rowniez obecna u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawdw, chorobami
nowotworowymi czy endometriozg, a takze u oséb starszych, palaczy tytoniu oraz u
0s0Ob z deprywacjg snu [104,115].

- Objawy gastroenterologiczne. U pacjentéw z ME/CFS znamiennie czesciej wystepuja
dolegliwosci z przewodu pokarmowego, takie jak: nudnosci, szybkie popositkowe
uczucie sytosci, wzdecia, nieuzasadnione chudniecie, objawy zespotu jelita drazliwego
(ang. irritable bowel syndrome, IBS) - zaburzenia rytmu wyprdznien, biegunki lub
zaparcia, bodle brzucha. Objawy te charakterystyczne sg przede wszystkim dla
nastolatkdw i mtodych dorostych z ME/CFS. Nalezy zawsze przeprowadzi¢ doktadng
diagnostyke roéznicowa, poszukujagc innych przyczyn tych dolegliwosci, m.in.
nowotwory przewodu pokarmowego. [3,116]

- Inne. Duzg cze$¢ pacjentow z ME/CFS dotyka nietolerancja alkoholu, nadwrazliwos$¢ na
leki, perfumy, dym tytoniowy czy substancje chemiczne [3]. Okreslamy to mianem
Zespotu Chemicznej Nadwrazliwosci (ang. Multiple Chemical Sensitivities, MCS). MCS

moze wspotistniec z innymi schorzeniami, w tym chorobami alergicznymi [117].

1.2.6. Diagnostyka ME/CFS

Wedtug danych MEA (ang. Mialgic Encephalomielitis Assosiation) z lutego 2016 roku
ponad 60% pacjentéw z ME/CFS otrzymuje prawidtowa diagnoze po wiecej niz roku od
poczatku objawdw, a tylko 4% po mniej niz 3 miesigcach [3]. Pomimo licznych badan
naukowych, dopracowywania kryteriéw diagnostycznych i poszerzania wiedzy na temat
przebiegu zespotu przewlektego zmeczenia, postawienie precyzyjnego rozpoznania wciaz
pozostaje wyzwaniem klinicznym.

Krotkie okresy ostabienia czesto nastepujg po réznych ostrych stanach infekcyjnych.
Jednak jezeli objawy takie utrzymujg sie 3-4 tygodnie po infekcji, u osoby ktéra wczesniej byta
zdrowa, nalezy rozwazy¢ diagnoze powirusowego zespotu zmeczenia (ang. post-viral fatigue

syndrome, PVFS), gdyz szybkie wdrozenie leczenia moze zmniejszy¢ odlegte powiktania oraz
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ztagodzi¢ przebieg choroby [3]. Podejrzenie ME/CFS powinny$Smy wysunaé u pacjenta z
czterema kluczowymi objawami (tj. zmeczenie indukowane wysitkiem (PEM), sen nie dajacy
odpoczynku, uposledzenie funkcji kognitywnych, objawy dysautonomii) utrzymujgcymi sie
przez minimum 6 tygodni u osoby dorostej (4 tygodnie u dziecka), jezeli objawy te istotnie
uposledzajg codzienng aktywno$é zawodowa, edukacyjng, socjalng pacjenta i wykluczone
zostaty wszelkie inne choroby, moggce ttumaczy¢ te objawy [3].

Przydatne wytyczne co do leczenia i diagnostyki przedstawit brytyjski Instytut NICE
(ang. National Institute for Health and Clinical Excellence) [4]. Dokument ten podkresla, ze w
przypadku ME/CFS, najistotniejszym elementem procesu diagnostycznego pozostaje
starannie zebrany wywiad medyczny. Nalezy zwrdci¢ uwage przede wszystkim na objawy
osiowe choroby, takie jak zmeczenie indukowane wysitkiem, zaburzenia funkcji poznawczych,
,hieregenerujacy” sen, nietolerancje ortostatyczng, objawy grypopodobne, czy bdl. Wazny tez
jest moment zachorowania, czy poprzedzita go infekcja, silny stres, szczepienie, uraz [3,4,118].
Zauwazone w badaniu podmiotowym objawy oraz opisywany przebieg choroby nalezy
nastepnie oceni¢ wg kryteriow diagnostycznych dla ME/CFS.

Dotychczas opublikowano okoto 20 réznych kryteridw diagnostycznych dla ME, CFS,
PVFS lub ME/CFS, wiekszos¢ z nich zostata utworzona w celach badawczych i tylko cze$é z nich
znalazta zastosowanie kliniczne. Do najbardziej rozpowszechnionych i najczesciej
wykorzystywanych nalezg kryteria Centers for Disease Control and Prevention (CDC), znane
rowniez jako kryteria Fukudy, kryteria kanadyjskie (Canadian Consenus Criteria, CCC) oraz
kryteria International Consensus Criteria dla ME (ME/ICC) [3].

Kryteria Fukudy (Tabela 3.) zostaty opublikowane w 1994 i do dzisiaj s3 czesto
wykorzystywane do celéw naukowych i w praktyce klinicznej. W kryteriach tych wyodrebniono
obligatoryjne kryteria wieksze, obejmujgce wystepowanie przez minimum 6 miesiecy statego
lub nawracajgcego, niewyjasnionego uczucia zmeczenia, u dotychczas zdrowej osoby, ktdre
istotnie uposledza dotychczasowq spoteczng, zawodowg czy osobistg aktywnos¢ pacjenta, a
takze wykluczenie innych chordb przewlektych, przede wszystkim psychiatrycznych, w ktérych
obrazie klinicznym moze wystepowac zmeczenie. Dodatkowo w celu postawienia rozpoznania
muszg zostac spetnione przynajmniej 4 z 8 kryteriéw mniejszych [16]. Istotnym ograniczeniem
kryteriéw Fukudy jest dtugos¢ trwania objawdw przed postawieniem rozpoznania, co znacznie

ogranicza ich przydatnos¢ kliniczng u wielu pacjentow [2,3,14,16].
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Tabela 3. Kryteria Fukudy 1994r. [16]

Kryteria - Wystepowanie przez co najmniej 6 miesiecy statego lub nawracajgcego

gtéwne uczucia zmeczenia u osoby negujgcej podobne objawy w przesztosci;
uczucie zmeczenia nie ustepuje pomimo odpoczynku w tézku i jest
wystarczajaco silne, aby znaczgco wptyngé na aktywnosé zawodowa,
spotfeczng i osobistg chorego;

- Woykluczenie obecnosci innego schorzenia somatycznego lub
psychicznego objawiajgcego sie uczuciem zmeczenia.

Kryteria - Przedtuzone uczucie ogdlnego zmeczenia po wczesniej tolerowanym

pomocnicze wysitku fizycznym lub mentalnym (trwajace dtuzej niz 24h).

- Nadmierna sennos¢ lub bezsennosc¢.

- Znaczace pogorszenie pamieci i/lub koncentracji.

- Bdle miesniowe.

- Wedrujace bdle stawowe bez obrzeku i zaczerwienienia.

- Niezlokalizowane béle gtowy o charakterze innym niz bdle gtowy przed
choroba.

- Bolesne, powiekszone wezty chtonne szyjne lub pachowe.

- Czeste lub nawracajace bdle gardta.

Objawy wystepujg lub nawracajg w ciggu przynajmniej 6 kolejnych miesiecy i nie wystepowaty
przed poczatkiem choroby.

W 2003 roku grupa badawcza pod nadzorem Carruthers zaproponowata roku nowe
kryteria, nazwane kryteriami kanadyjskimi (ang. Canadian Clinical Criteria, CCC) Kryteria te
zwracajg uwage na szerokie spektrum objawow i bardziej podkreslajg wage dysfunkcji uktadu
neurologicznego i immunologicznego, pojawiajgce sie u pacjentéw z ME/CFS, jednak podobnie
jak w innych kryteriach dolegliwos$ci muszg mieé nagty poczatek i wystepowaé przez minimum
6 kolejnych miesiecy (3 miesigce dla dzieci) [3]. W 2015 roku Asprusten i wsp. przebadali 120
pacjentow z rozpoznanym wczesniej ME/CFS na podstawie kryteriéw Fukudy [119]. Oceniono,
ze 46 z nich spetniato kryteria kanadyjskie (kryteria dodatnie), 69 nie spetniato kryteriow
(kryteria ujemne), a 5 nie mogto by¢ sklasyfikowanych [119]. Okazato sie, ze w obydwu
analizowanych grupach wyktadniki przebiegu i zaawansowania ME/CFS byly w wiekszosci
poréwnywalne. Moze Swiadczyé to o tym ze kryteria kanadyjskie majg ograniczong wartos$é
diagnostyczng, a ich stosowanie budzi obecnie kontrowersje [119].

W 2011 roku zespét ekspertéw zaproponowat kryteria diagnostyczne wytacznie dla ME
- International Consensus Criteria (ME/ICC), zalecajac jednocze$nie porzucenie nazwy CFS i
zaprzestanie stosowania jego kryteridéw [3,110,120]. Kryteria ME/ICC przedstawiono w Tabeli
4. [110]. Aby spetni¢ te kryteria u pacjenta muszg wystepowaé wszystkie cechy
charakterystyczne dla nietolerancji wysitku fizycznego (czes¢ A), przynajmniej po jednym
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objawie z czterech grup objawdéw zaburzen neurologicznych (czes¢ B) oraz co najmniej po
jednym objawie z grup objawoéw w czesci Ci D kryteridow [110].

Nalezy podkredlic, ze do postawienia rozpoznania nie jest tutaj konieczne
utrzymywanie objawdw przez minimum 6 miesiecy. Podkreslono przez to role szybkiego
postawienia rozpoznania zespotu przewlektego zmeczenia, jako kluczowg dla zahamowania
narastania objawoéw i rozwoju ciezkich postaci choroby. Dodatkowo warto zauwazyé¢, ze w tych
kryteriach samo zmeczenie nie jest objawem koniecznym do rozpoznania. Zaakcentowano
znaczenie dokfadnej oceny objawdéw klinicznych u pacjentéw, przede wszystkim
powysitkowego uczucia zmeczenia, niskiej wytrzymatosci fizycznej chorych (przy
wykonywaniu wczeséniej tolerowanych wysitkdw), szybkiej meczliwosci, narastajgcego
charakteru objawdéw klinicznych oraz przedtuzonego okresu regeneracji po wysitku fizycznym
lub mentalnym. Badania przeprowadzone przez Jasona i wsp. [121], ktére poréwnywaty
pacjentéw z rozpoznaniem zespotu przewlektego zmeczenia postawionym zgodnie z
kryteriami ICC, z pacjentami spetniajgcymi Kryteria Fukudy, ujawnity, ze kryteria ICC
identyfikujg tych pacjentéw z zespotem przewlektego zmeczenia, ktérzy majg wieksze

nasilenie objawow klinicznych.
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Tabela 4. Kryteria ME/ICC 2011r. [110]

A. Powysitkowe nasilenie zmeczenia (ang. post-exertional malaise/ post-exertional neuroimmune
exhaution, PEM/PENE)

1. Szybkie narastanie zmeczenia fizycznego, wyczerpania i/lub zaburzen poznawczych w odpowiedzi na
wysitek, ktory moze by¢ niewielki (czynnosci zycia codziennego, proste zadania umystowe), objawy
moga nawracac.

2. Nasilanie sie objawow np. bélowych, grypopodobnych, w odpowiedzi na wczesniej tolerowany wysitek.

3. Powysitkowe nasilenie zmeczenia moze wystgpi¢ od razy po wysitku lub z
kilkugodzinnym/kilkudniowym opdznieniem.

4, Okres regeneracji jest wydtuzony zwykle ponad 24 godziny, nawet do kilku dni lub tygodni.

5. Niski prég zmeczenia fizycznego i psychicznego (brak wytrzymatosci) powoduje znaczne obnizenie
poziomu aktywnosci pacjenta, w poréwnaniu do okresu przed chorobg.

B. Zaburzenia neurologiczne

1. Zaburzenia funkcji neurokognitywnych
Utrudnione przetwarzanie informacji: spowolnienie myslenia, zaburzenia koncentracji, splatanie,
dezorientacja, trudnosci w podejmowaniu decyzji, spowolniona mowa, nabyta lub wysitkowa dysleksja
Ostabienie pamieci krotkotrwatej: m.in. trudnosci z powtdrzeniem co sie méwito, z przypominaniem
sobie stow lub informacji, staba pamiec¢ robocza

2. Badl
Bdle gtowy: przewlekte, uogdlnione, czesto z towarzyszgcym bdlem oczu, za oczami lub z tytu gtowy,
migrena; napieciowe bodle gtowy
Bdle miesni, Sciegien, stawdw, brzucha, béle w klatce piersiowej. Majg charakter niezapalny, moga by¢
wedrowaé lub promieniowaé. Np. uogdlniona hiperalgezja, rozlegty bdl (moze spetniaé kryteria
fibromialgii), bél miesniowo-powieziowy.

3. Zaburzenia snu
Zaburzenia snu: m.in. bezsennos¢, nadmierna sennos$¢, réwniez drzemki w ciggu dnia odwrdcenie
rytmu dobowego, czeste wybudzanie, zywe sny/koszmary nocne
Sen nie dajgcy odpoczynku: m.in. uczucie wyczerpania niezaleznie od dtugosci snu, sennos¢ w ciggu
dnia

4, Zaburzenia neurosensoryczne, percepcyjne i motoryczne
Zaburzenia neurosensoryczne i percepcyjne: m.in. niezdolnos$¢ do skupienia wzroku, nadwrazliwos¢ na
Swiatto, hatas, wibracje, zapach, smak i dotyk; zaburzona percepcja przestrzenna
Zaburzenia motoryczne: m.in. ostabienie miesni, drzenia miesniowe, zaburzenia koordynacji, uczucie
niestabilnosci w pozycji pionowej, ataksja

C. Objawy z uktadu immunologicznego, pokarmowego i moczowo-ptciowego

1. Objawy grypopodobne, o charakterze nawracajgcym lub przewlektym, uaktywniajg sie lub nasilajg wraz
z wysitkiem np. bdl gardta, zapalenie zatok nosowych, bolesna limfadenopatia szyjna lub pachowa

2. Sktonnos¢ do infekcji wirusowych, wydtuzony okres rekonwalescencji

3. Przewdd pokarmowy: m.in. nudnosci, bdl brzucha, wzdecia, zespoét jelita drazliwego

4. Uktad moczowo-ptciowy: m.in. parcie na mocz, czeste oddawanie moczu, nokturia

5. Nadwrazliwos¢ na zywnosé, leki, zapachy lub Srodki chemiczne

D. Objawy dysfunkcji uktadu autonomicznego i/lub metabolicznego

1. Uktad sercowo-naczyniowy: m.in. nietolerancja ortostatyczna (Ol), hipotensja ortostatyczna, zespét
tachykardii ortostatycznej (PoTS), kotatanie serca z lub bez zaburzen rytmu serca, zawroty gtowy

2. Uktad oddechowy: m.in. dusznosci, uczucie braku powietrzna, ostabienie miesni klatki piersiowej —
wzmozony wysitek oddechowy

3. Uposledzenie termoregulacji m.in. obnizona temperatura ciata, znaczne wahania dobowe temperatury
ciata; epizody pocenia sie, nawracajgce uczucie gorgca z towarzyszacg gorgczkg lub bez, zimne
konczyny

4. Nietolerancja niskich lub wysokich temperatur
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W 2015r. the Institude of Medicine (IOM) zaproponowat zmiane nazwy zespotu
przewlektego zmeczenia na — ogdlnoustrojowa nietolerancje wysitku (ang. systemic exertion
intolerance disease, SEID), co miato na celu lepsze podkreslenie kluczowych objawdw choroby.
Dodatkowo zarekomendowano nowg definicje kliniczng i nowe kryteria diagnostyczne,
przedstawione w Tabeli 5. Kryteria te rowniez zaktadajg wystepowanie objawdéw przez
minimum 6 miesiecy, podkreslajgc jednoczesnie, ze objawy muszg wystepowac co najmniej

przez potowe tego czasu, a takze miec przynajmniej umiarkowane nasilenie. [3]

Tabela 5. Kryteria the Institude of Medicine dla SEID 2015r. [3]

Kryteria gtéwne — wymagane do rozpoznania:

1. Utrzymujace minimum 6 kolejnych miesiecy, znaczne ostabienie lub niesprawnosé w
zakresie aktywnosci naukowej, spotecznej i osobistej, w pordwnaniu z okresem sprzed
wystgpienia choroby, ktéremu towarzyszy przewlekte, ciezkie zmeczenie, powstate de
novo (nie wystepujgce cate zycie), niebedgce skutkiem intensywnego wysitku fizycznego i
nieustepujgce po odpoczynku.

2. Powysitkowe nasilenie zmeczenia.

3. Sen nie dajgcy regeneracji.

Kryteria dodatkowe — minimum 1 z 2 kryteridw:

1. Zaburzenia funkcji poznawczych.
2. Nietolerancja ortostatyczna.

Nastepnym krokiem w diagnostyce jest przeprowadzenie badania fizykalnego, ktére u
niektérych pacjentéow moze by¢ prawidiowe. Z odchylen klinicznych w badaniu
przedmiotowym u pacjentéow z ME/CFS mozemy stwierdzi¢ m.in. spowolnienie moéwienia,
apatie, blados¢ powtok skérnych, limfadenopatie miejscowa (najczesciej szyjng) lub
uogodlniong, tachykardie spoczynkowg, hipotonie, a po prdbie pionizacji objawy nietolerancji
ortostatycznej (np. PoTS). Podstawowe badanie neurologiczne nie ujawnia zwykle odchylen,
a w zaawansowanych stadiach choroby mozina zaobserwowaé ostabienie sity miesniowej
wyrazone stabszym usciskiem dfoni, czy zaburzenia czucia, takie jak bdl neuropatyczny,
allodynia [122,123].

Przy podejrzeniu ME/CFS nalezy przeprowadzi¢ badania laboratoryjne oraz badania
dodatkowe. Wsréd nich m.in. morfologie z rozmazem, CRP, OB, badanie ogdlne moczu,
poziom zelaza, ferrytyny, stezenie witaminy B12, elektrolity, biatko catkowite, albuminy,
glikemia na czczo, aktywnos¢ transaminaz, poziom kreatyniny, kinazy kreatyninowej oraz

poziom hormonow: testosteronu, kortyzolu, tyreotropiny, tyroksyny, tréjjodotyroniny, nalezy
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rowniez ocenic zapis EKG [3,4,123]. W wybranych przypadkach zaleca sie wykonanie badan w
kierunku choréb zakaznych (m. in. przeciwciata przeciwko Chlamydia pneumoniae, wirusom
zapalenia watroby typu B i C, Mycoplasma pneumoniae, boreliozie). Doktadny wywiad
chorobowy i badanie fizykalne pomaga ustali¢ zakres badan dodatkowych, m. in. wykonanie
RM modzgowia (badanie moze wskazywaé na stwardnienie rozsiane), biopsje miesnia (jesli
mamy podniesiony poziom kinazy kreatyninowej), przeciwciata w kierunku choréb
uktadowych tkanki tgcznej (przy podejrzeniu takiej choroby), polisomnografie (przy
podejrzeniu obturacyjnego bezdechu sennego), elektroneurografie/elektromiografie (przy
podejrzeniu choréb nerwowo-miesniowych) [3,4,123]. Wskazane jest réwniez wykonanie
oceny AUN za pomocy testu pionizacyjnego, a takze wykonanie ergospirometrii (CPET) w
przypadkach watpliwych [123]. Najczesciej wykonuje sie dwukrotng prébe CPET, w odstepie
24 godzin, a pacjenci z ME/CFS uzyskujg znacznie gorsze rezultaty drugiego dnia. Préba ta
obiektywnie potwierdza PEM oraz wskazuje stopien niesprawnosci pacjenta [2,123].

Brak biochemicznego markera powoduje, ze diagnoza ME/CFS w duzej mierze jest
nadal diagnozg z wykluczenia, dlatego do rozpoznania ME/CFS niezbedna jest doktadna
diagnostyka réznicowa z uwzglednieniem szeregu chordb z réinych dziedzin medycyny.

Najwazniejsze z nich zostaty przedstawione w Tabeli 6. [3].

Tabela 6. Réznicowanie ME/CFS, na podstawie: ME/CFS/PVFS An Exploration of the Key
Clinical Issues, Charles Shepherd, 13th edition, 2022 [3]

Grupa schorzen Przyktady
Choroby uktadu sercowo naczyniowego Nadcisnienie ptucne, choroby zastawek
Choroby endokrynologiczne i metaboliczne Choroba Addisona, hemochromatoza, nadczynnos¢

przytarczyc, niedoczynnos$¢ i nadczynnosc tarczycy,
guzy przysadki, zesp6t policystycznych jajnikdw,

cukrzyca

Choroby gastroenterologiczne Celiakia, choroba Lesniowskiego-Crohna, zespét
jelita drazliwego

Choroby hematologiczne Niedokrwistos¢

Choroby zakazne Bruceloza, zapalenie watroby typu B i C, HIV,

borelioza, leptospiroza, zespot post polio,
toksoplazmoza

Choroby nowotworowe Guzy médzgu, chtoniak Hodgkina

Choroby nerwowo-miesniowe Stwardnienie rozsiane, miastenia, choroba
Parkinsona, miopatie, Zesp6t Guillaina — Barre

Pierwotne zaburzenia snu Narkolepsja, obturacyjny bezdech senny

Choroby psychiczne Zaburzenia lekowe, depresja, schizofrenia

Choroby reumatologiczne Fibromialgia, polimialgia reumatyczna, zespét

Sjogrena, toczen rumieniowaty uktadowy
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Nalezy pamietac, ze szereg chordb przewlektych, czesto réwniez o niewyjasnionej
etiologii, wystepuje u pacjentow z ME/CFS znamiennie czesciej niz w populacji ogélnej. Nalezg
do nich fibromialgia, zespdt jelita drazliwego, migrenowe bdle gtowy, bdéle miednicy
niezwigzane z miesigczka, endometrioza, niewyjasnione zatrzymanie miesigczkowania, zespot
hipermobilnosci stawdw, srédmigzszowe zapalenie cewki moczowej i pecherza moczowego,
zespot aktywacji makrofagéw (ang. macrophage activation syndrome, MAS) [3].
Wspoétwystepowanie innych chordb przewlektych opisuje sie az u 97% pacjentéw z ME/CFS
[41,118], mogg sie one rozwijac przed, w trakcie, lub po wystgpieniu objawéw ME/CFS [124].
Wodwczas diagnoza ME/CFS nie jest wykluczona, jednak postawienie rozpoznania jest duzo
bardziej utrudnione [3].

Szczegodlnie czesto ME/CFS wspdtwystepuje z fibromialgig (FM), a objawy tych choréb
czesciowo pokrywajg sie. U pacjentéw z tg chorobg ponad 90% odczuwa przewlekte
zmeczenie, a z kolei podobna liczba wsérdd pacjentéow z ME/CFS doswiadcza dolegliwosci
bolowych miesni i stawdw. W réznych opracowaniach od 20-70% pacjentéw z fibromialgia
spetniato kryteria ME/CFS, a fibromialgia wystepowata u 35-70% pacjentéw z ME/CFS [2,3,41].
Badania dowodzg jednak, ze choroby te réznig sie miedzy sobg profilem hormonalnym,
molekularnym oraz autonomicznym [125], a kluczowg cechg jest brak powysitkowego
nasilenia zmeczenia (PEM), ktdre jest kluczowym objawem ME/CFS, a nie wystepuje w
fibromialgii [126,127].

Réwniez czesto wspotwystepujg z ME/CFS objawy nietolerancji ortostatycznej (ang.
orthostatic intolerance, 10). Objawy dysfunkcji uktadu autonomicznego, takie jak miedzy
innymi zespdt posturalnej tachykardii ortostatycznej (PoTS), zmniejszona objetosé krwi, czy
nawet hipowolemia, sg opisywane jako charakterystyczne dla ME/CFS i czesto sg ujete w
kryteriach diagnostycznych ME/CFS [128]. Charakterystyczne jest jednak to, ze nie u
wszystkich pacjentéw z Ol mozna rozpozna¢ ME/CFS, a w wiekszosci innych chordb
wspotwystepujgcych z zespotem przewlektego zmeczenia, réwniez obserwuje sie niektére
objawy dysautonomii [128].

Inng chorobg czesto wspdtwystepujacg z ME/CFS, jak réwniez z fibromialgig (FM), jest
zespot jelita drazliwego (ang. irritable bowel syndrome, 1BS). Moze to sugerowaé potencjalny
udziat dysbiozy jelitowej i aktywacji osi mézgowo-jelitowej, lezacy u podstaw patogenezy i
rozwoju tych zaburzen, co mogtoby ttumaczy¢ czeste wspotwystepowanie ME/CFS, IBS i FM.

Niektdre badania naukowe wykazaty jednak, ze profile mikrobiomu u pacjentdw z samym

43



ME/CFS rdznig sie w poréwnaniu do pacjentéw chorujacych jednoczesnie na ME/CFS i IBS
[129]. Badania sugerujg, ze IBS moze by¢ poczatkowym objawem ME/CFS, jako ze
odnotowano rozwdj ME/CFS u 65% pacjentdéw z rozpoznanym IBS [130].

Aaron i wsp. w swoich badaniach na blizniakach potwierdzili znaczgco czestsze
wspotwystepowanie ME/CFS, FM, IBS, przewlektych béléw miednicy czy nadwrazliwosci na
substancje chemiczne. Po wykluczeniu m.in. choréb psychicznych u badanych pacjentéw,
wysuneli oni hipoteze, ze te znamiennie czesto wspdétwystepujgce choroby, z czesciowo
wspolnym obrazem klinicznym, mogg miec¢ czesciowo wspdlne podtoze poprzez udziat
podobnych lub takich samych czynnikdw genetycznych, molekularnych i srodowiskowych
[131].

Po rozpoznaniu zespotu przewlektego zmeczenia, niezbedna jest obiektywna ocena
nasilenia objawdéw zgtaszanych przez pacjenta. Wykorzystuje sie w tym celu sformalizowane
skale oceny nasilenia zmeczenia, w ktérych pacjent samodzielnie, w sposéb subiektywny
ocenia nasilenie swoich objawdw, a takze swoj nastréj, ewentualne objawy depres;ji, bdl, czy
niepetnosprawnosc. Jest to réwniez narzedzie do pdzniejszego monitorowania stanu pacjenta
oraz oceny skutecznosci podjetej terapii. Do najczesciej stosowanych skal naleza:
¢ Skala oceny wptywu zmeczenia (ang. Fatigue Impact Scale, FIS) [132]

e Skala oceny nasilenie zmeczenia (ang. Fatigue Severity Scale, FSS) [133]

e Skala FibroFatigue (ang. FibroFatigue Scale, FFS) [134]

e Skala oceny zmeczenia Chadlera (ang. Chalder Fatigue Scale, CFQ) [135]

¢ Szpitalna Skala Leku i Depresji (ang. Hospital Anxiety and Depression Scale, HADS) [136]
» Skala depresji Becka (ang. Beck Depression Inventory, BDI) [137]

e Kwestionariusz DePaul’a (ang. DePaul Symptom Questionnaire, DSQ) [138]

Przy rozpoznawaniu zespotu przewlektego zmeczenia nalezy wykonaé réwniez ocene
objawow, ktére pojawiajg sie w przebiegu ME/CFS, takich jak na przyktad dysautonomia.
Diagnostyka czynnosciowa zaburzen autonomicznego ukfadu nerwowego opiera sie na
licznych badaniach uzupetniajgcych, ktére dzielg sie ze wzgledu na uktad lub narzady, ktérych
dotyczg. Szczegdlnie istotne z punktu widzenia diagnostyki sg préby oceniajgce czynnos$é
uktadu sercowo-naczyniowego. Stosunkowo prostg i nieinwazyjng metoda jest analiza
zmiennosci akcji serca (ang. heart rate variability, HRV) oraz analiza zmiennosci ci$nienia

tetniczego (ang. blood pressure variability, BPV). Podtoze HRV stanowi fizjologiczna zmiennos¢
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rytmu zatokowego serca, ktorej wyrazem jest wystepowanie rdéznic czasu trwania kolejnych
cykli serca (odstepdw RR). HRV to zjawisko naturalne, uwarunkowane rytmiczng aktywnoscia
wspofczulnej i przywspdtczulnej gatezi nerwu btednego, czy cyklem oddechowym.
Autonomiczny uktad nerwowy (AUN) jest kluczowym neurogennym czynnikiem regulujgcym
czestotliwos¢ pracy serca, odpowiedzialnym za dostosowanie rytmu serca do aktualnych
potrzeb organizmu. Duza zmiennos$¢ i ztozonos¢ HRV jest wyrazem znacznych zdolnosci
adaptacyjnych organizmu i zwykle jest korzystna dla organizmu [139,140]. Oceny HRV
najczesciej dokonuje sie za pomocg analizy czasowej lub czestotliwosciowej. Analiza czasowa
powinna by¢ stosowana do oceny EKG z dtugotrwatej rejestracji (optymalnie 24h). Do oceny
krétszych odstepdw czasowych wykorzystuje sie najczesciej analize czestotliwo$ciowg HRV i
BPV, gdzie przedmiotem oceny sg sktadowe okreslajgce gestos¢ widma mocy w
zdefiniowanych przedziatach czestotliwosciowych. Catkowita moc widma (ang. total power,
TP) okresla catosciowy wptyw sktadowych harmonicznych na rytm zatokowy. Analizie
podlegajg tez jego sktadowe, w zaleznosci od zakresu czestotliwosci. Aktywnos¢ nerwu
btednego (uktad przywspédtczulny) odzwierciedla widmo wysokich czestotliwosci 0,15-0,4 Hz
(ang. high frequency, HF). Zakres widma niskich czestotliwos$ci 0,04-0,15 Hz (ang. low
frequency, LF), odzwierciedla aktywnos$¢ gtéwnie gatezi wspoétczulnej AUN, pasmo bardzo
niskich czestotliwosci (ang. very low frequency, VLF) 0,003- 0,04 Hz) jest interpretowane jako
ocena wptywu mechanizmow termoregulacyjnych oraz zmian aktywnosci uktadu RAA (renina-
angiotensyna- aldosteron) [140]. lloraz LF/HF, czyli stosunek mocy gestosci widma niskich do
wysokich czestotliwosci, jest powszechnie uznawanym wskaznikiem czynnosciowej
rownowagi wspofczulno-przywspoétczulnej [140-142]. Do oceny HRV, BPV oraz wskaznika
LF/HF w badaniach naukowych, badacze w ostatnich latach najczesciej wykorzystujg test
pionizacyjny (HUT) w rdznych sytuacjach klinicznych. Wiekszo$¢ opracowan dotyczyta
pacjentéw z omdleniami w przebiegu zespotéw wazowagalnych, ale takze pacjentéw z
nadcisnieniem tetniczym, cukrzycg, przebytymi zespotami wiencowymi. Fizjologicznie w chwili
pionizacji wzrasta moc widma niskich czestotliwo$ci, a maleje moc widma wysokich
czestotliwosci. Odpowiada to pobudzeniu sktadowej wspdtczulnej AUN i zmniejszeniu
napiecia sktadowej przywspédtczulnej [141,142].

W fizjologicznym przebiegu starzenia, czy w chorobach, takich jak m. in. nadcisnienie
tetnicze, niewydolnos$é krazenia, cukrzyca, a takze w przewlektym stresie czy w przewlektym

zmeczeniu, moze dochodzi¢ do zredukowania efektywnych petli regulacyjnych kontrolujgcych
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rytm serca i do zmniejszenia wptywu czynnikdéw pozasercowych na cykliczng aktywnos¢ wezta
zatokowo-przedsionkowego. W efekcie dochodzi do ograniczenia fizjologicznej niemiarowosci
rytmu serca i zmniejszenia zdolnosci odpowiedzi sercowej na zaburzenia s$rodowiska
wewnetrznego [139,143,144]. Wyniki dotychczasowych prac oceniajgcych czynnosé AUN u
pacjentow z ME/CFS s3 niejednoznaczne. Najnowsze opracowania sugerujy jednak, ze
zaburzenia w pracy AUN mogg by¢ kluczowym ogniwem w patogenezie ME/CFS i w przysztosci

postuzy¢ jako cenny marker w diagnostyce tej jednostki [143,144].

I.3. Strategie leczenia zespotu przewlektego zmeczenia

Nie istniejg zadne leki zatwierdzone przez FDA (Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i
Lekoéw, ang. Food and Drug Administration) do leczenia ME/CFS. Ze wzgledu na zakres
objawéw ME/CFS podejscia do leczenia sg bardzo zrdznicowane. Stosuje sie rdine,
farmakologiczne i niefarmakologiczne metody terapii objawowej, w celu zmniejszenia
nasilenia objawdéw choroby, jednak dowody na ich skutecznos¢ sg nadal ograniczone. Obecnie
przyjmuje sie, ze zalecane strategie postepowania powinny obejmowac zindywidualizowane
programy stymulacji, majace na celu tagodzenie objawdw i poprawe codziennej aktywnosci
pacjenta. Nie ma watpliwosci, ze dalsze wiarygodne badania naukowe w zakresie metod
skutecznego leczenia ME/CFS oraz poszukiwanie metod leczenia przyczynowego, s3

niezbedne.

1.3.1. Leczenie niefarmakologiczne

WsSréd metod leczenia niefarmakologicznego u pacjentéw z ME/CFS zaleca sie
postepowanie objawowe, takie jak higiena snu, strategie relaksacyjne. W przypadku walki z
bdlem mozna stosowaé fizjoterapie, akupunkture. Ponadto zalecana jest zdrowa,
zbilansowana dieta z ograniczeniem ttuszczow zwierzecych i cukréw prostych, a takze
stosowanie suplementéw diety (takich jak karnityna, kurkumina, koenzym Q10, magnez, kwas
foliowy, witaminy z grupy B, witamina D3, zelazo). Zaleca sie tez zwiekszenie podazy sodu w
diecie oraz spozywanie odpowiedniej ilosci ptynow w ciggu dnia, co ma przeciwdziataé
hipotonii.

Istnieje mozliwosc¢ leczenia objawéw dysautonomii. Przyktadem takiego postepowania
jest trening pionizacyjny stosowany w przypadku nasilonych objawdéw nietolerancji

ortostatycznej. Terapia ta obejmuje nauke prawidtowego wstawania z pozycji siedzacej lub
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lezgcej, manewry wykonywane przy koniecznosci dtuzszego stania np. sciskanie rak,
krzyzowanie ndg, napinanie miesni. Trening ortostatyczny byt przez pacjentéw z ME/CFS
akceptowany i dobrze tolerowany [3,123,145].

Bardzo waznym aspektem leczenia niefarmakologicznego w zespole przewlektego
zmeczenia jest wprowadzenie réwnowagi miedzy wysitkiem a odpoczynkiem, zaréwno w
sferze fizycznej, jak i umystowej. W tym celu stosuje sie m.in. terapie poznawczo-behawioralng
(ang. Cognitive Behavioural Therapy, CBT), terapie adaptacyjng (ang. Adaptive Pacin Therapy,
APT) oraz terapie stopniowanym wysitkiem fizycznym (ang. Graded Exercise Therapy, GET)

[3,145].

I.3.2. Leczenie farmakologiczne

Leczenie farmakologiczne, mimo wielu badan naukowych, dotyczacych wykorzystania
réznych substancji czynnych w farmakoterapii ME/CFS, nie przyniosto do tej pory
oczekiwanych rezultatéw. Zaden pojedynczy lek w badaniach klinicznych nie skutkowat
istotnym ztagodzeniem procesu chorobowego [3,146]. Jednakze wybrane preparaty mogg by¢

pomocne w fagodzeniu objawdw chorobowych [3].

Leki przeciwdepresyjne:

Wsréd lekdw poddanych badaniom klinicznym znalazty sie leki antydepresyjne.
Depresja czesto wspotistnieje z ME/CFS, jednakze nie jest objawem ME/CFS. Pacjenci czesto z
roznym skutkiem przyjmuja leki przeciwdepresyjne. W niektérych opracowaniach okoto 40%
pacjentéw z ME/CFS zazywato przewlekle leki przeciwdepresyjne z roznych grup [147].
Obecnie nie ma przekonywujacych dowoddéw na skutecznosé lekdw przeciwdepresyjnych w
leczeniu przyczynowym [3,148]. W metaanalizie przeprowadzone] przez Kreijkamp-Kaspers i
wsp. tylko jedno z pieciu randomizowanych badan klinicznych pokazato korzysci odnoszone ze
stosowania lekéw przeciwdepresyjnych u pacjentéw z ME/CFS i to tylko u oséb u ktoérych
leczenie byto poprzedzone terapig CBT [147,149]. Trdjcykliczne leki przeciwdepresyjne (ang.
tricyclic antidepressants, TCA), a w szczegblnosci amitryptylina stosowana w niskich dawkach,
wptywata na poprawe jakosci snu, redukcje dolegliwosci bélowych oraz wptywata korzystnie
na wzrost energii u pacjentéow. Inne leki z tej grupy (doksepina, desipramina, nortryptylina,

imipramina) rowniez poprawiaty jakos¢ snu, ponadto zmniejszaty odczuwanie bdlu [149,150].
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Dawki stosowane w ME/CFS byty nizsze niz w przypadku leczenia depresji, rGwniez z powodu
stabej tolerancji lekow w grupie pacjentéw z ME/CFS [149,150].

Z kolei leki z grupy inhibitorow zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. selective
serotonin reuptake inhibitors, SSRI), czyli m. in. fluoksetyna, sertralina, paroksetyna,
stosowane przez ponad 3 lata u pacjentéw z ME/CFS powodowaty co prawda zmniejszenie
nasilenia zmeczenia, jednakze pacjenci byli przydzielani do grupy w sposdéb losowy, co wptywa
na brak obiektywnego wyniku badania i mozliwego wptywu niekontrolowanych zmiennych na

wyniki badania [151].

Leki przeciwwirusowe:

Infekcja wirusowa jest potencjalnym czynnikiem wyzwalajgcym, ktéry moze odgrywadé
istotng role w zapoczatkowaniu rozwoju ME/CFS [3,47,49-58,63,152]. Dowody naukowe
sugerujgce role przewlektego zakazenia wirusowego jako czynnika wywotujgcego i
utrwalajacego objawy zespotu przewlektego zmeczenia sg jednak nieliczne i niespdjne [3].
Podjeto jednak préby leczenia ME/CFS lekami przeciwwirusowymi [3]. W badaniach
naukowych z acyklowirem nie uzyskano istotnych korzysci klinicznych [153]. Poczatkowe
badania kliniczne nad pochodng acyklowiru — walgancyklowirem daty pozytywne rezultaty.
Pacjenci z ME/CFS, ktérym towarzyszyto podniesione miano przeciwciat przeciwko wirusom
HHV-6 oraz EBV, po zakonczonym leczeniu walgancyklowirem odczuwali istotng poprawe w
poziomie aktywnosci oraz w zakresie funkcji poznawczych [154]. Montoya i wsp. w 2013 roku
opublikowali wyniki badan przeprowadzonych na 30 pacjentach z ME/CFS, u ktérych
stwierdzono podniesione miano przeciwciat przeciwko wirusom HHV-6 oraz EBV, leczonych
walgancyklowirem lub placebo przez okres 6 miesiecy. W grupie leczonej lekiem
przeciwwirusowym zauwazono istotng redukcje zmeczenia psychicznego oraz poprawe funkgji
poznawczych. Korzystny efekt utrzymywat sie do 9 miesiecy od zakoniczenia leczenia [155].
Mimo obiecujgcych wstepnych wynikéw badan naukowych, jednak na matych grupach
pacjentéw, towarzystwa naukowe nie =zalecaja jak na razie stosowania lekow
przeciwwirusowych w leczeniu ME/CFS. Niezbedne s3g dalsze badania na wiekszej populacji,

ktdre mogtyby potwierdzié¢ badz nie skutecznos¢ tych preparatéw [3].
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Leki przeciwbdlowe i przeciwzapalne:

Wysunieto podejrzenie, ze pacjenci z CFS/ME mogga odnies¢ korzysci z leczenia lekami
z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ), ktére s3 powszechnie stosowane w
celu ztagodzenia bélu i zmniejszenia stanu zapalnego. Theoharides i wsp. opisali, ze ibuprofen
i naproksen mogga zosta¢ wykorzystane w fagodzeniu bdlow miesni i stawow, béléw gtowy
oraz stanéw podgorgczkowych w poczatkowych okresach ME/CFS albo przy duzym nasileniu
objawéw [156]. Inne préby obejmowaty leczenie gabapentyng i pregabaling, ktérych
skutecznos$é zauwazono w tagodzeniu béléw neuropatycznych oraz problemoéw ze snem [149].
Z kolei opioidowe leki przeciwbdlowe, takie jak tramadol, kodeina czy morfina, moga
zmniejszaé nasilenie bolu u pacjentéw z duzym nasileniem objawdw, na krétki czas [157]. Leki
te majg gtdwnie potencjat objawowy, ocena ich skutecznosci i wskazan do stosowania w

ME/CFS wymagajg dalszych badan.

l.4. Mikrobiota
I.4.1. Wprowadzenie

Zdrowie organizmu cztowieka warunkowane jest licznymi czynnikami zewnetrznymi i
wewnetrznymi, a jednym z nich jest bogaty $wiat drobnoustrojéw funkcjonujgcy w organizmie
ludzkim. Ludzka mikrobiote stanowi okoto 10 000 gatunkéw mikroorganizmdw, ktérych taczna
liczba wynosi nawet 10%3, a jej najbogatszy gatunkowo przedziat to mikrobiota jelitowa
[158,159]. Znaczgca wiekszos$¢ tych drobnoustrojow stanowig bakterie, jednak obecne sg tutaj
rowniez wirusy, grzyby, pasozyty, archeony i niektére jednokomérkowe eukariota.
Drobnoustroje przewodu pokarmowego cztowieka odgrywajg wazng role w utrzymaniu
zdrowia gospodarza poprzez dostarczanie energii, sktadnikdw odzywczych i witamin oraz
ochrone immunologiczng [160,161].

Szacuje sig, ze liczba genéw w genomie bakteryjnym wynosi ok. 3,3 min, czyli jest okoto
150 razy wieksza niz w genomie ludzkim. Zbiér gendw mikroorganizmdw okreslany jest
mianem trzeciego, gtéwnego genomu cztowieka, po jagdrowym i mitochondrialnym. Suma
gendw cztowieka i mikroorganizmdw tworzy wspdlnie mieszanke cech metabolicznych,
niemozliwych do uzyskania bez informacji genetycznej zawartej w drobnoustrojach. Np.
niektdre z mikroorganizméw bytujgcych w jelitach kodujg biatka zaangazowane w funkcje
wazne dla zdrowia gospodarza, takie jak enzymy wymagane do hydrolizy niestrawionych

zwigzkdw pokarmowych oraz syntezy witamin. Taki ukfad cztowiek-mikroorganizmy mozna
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nazwa¢ superorganizmem. Jego funkcjonowanie wymaga przekazywania bardzo
rozbudowanych i wydajnych sygnatéw miedzy komdrkami gospodarza a poszczegdlnymi
drobnoustrojami. W zwigzku z tym pomiedzy gospodarzem a mikroorganizmami toczy sie caty
czas nieustanna interakcja na poziomie genetycznym, metabolicznym i immunologicznym.
Jezeli interakcja ta przebiega w niezaktdcony sposéb pomiedzy zdrowym organizmem
gospodarza, a prawidtowg mikrobiotg, powstaje unikalna, dynamiczna homeostaza, ktéra jest
warunkiem prawidtowego dziatania organizmu cztowieka. Poznanie zasad decydujgcych o
wzajemnych interakcjach organizmu cztowieka z drobnoustrojami przewodu pokarmowego,
ale tez skory, uktadu moczowo-ptciowego, czy uktadu oddechowego, ma ogromny potencjat
jezeli chodzi o rozwdj mozliwosci profilaktyki i leczenia wielu chordb. [160,162].

Od kilkunastu lat, wraz z rozwojem metod badawczych i pojawieniem sie mozliwosci
sekwencjonowania materiatu genetycznego drobnoustrojéw, bardzo wzrosto zainteresowanie
naukowcow mikrobiotg cztowieka, co ma odzwierciedlenie w ilosci publikacji naukowych,
ktore ukazaty sie na ten temat w ostatnich dziesiecioleciach. Zainteresowanie badaczy
szczegblnie wzbudza sktad mikrobioty jelitowej, a takze wptyw, jaki odgrywajg zaburzenia jej
sktadu na mozliwos¢ rozwoju réznych jednostek chorobowych, w tym na patogeneze ME/CFS.
Zdefiniowanie w jakim stopniu zaburzenia sktadu mikrobioty uczestniczg w rozwoju réznych
choréb niesie moze pozwoli¢ na lepsze zrozumienie patogenezy chordb, udoskonalenie

diagnostyki i poprawe leczenia.

1.4.2. Definicje

Termin ,mikrobiota” oznacza wszystkie mikroorganizmy (przede wszystkim bakterie,
ale réwniez jednokomodrkowce, grzyby oraz wirusy), ktére zasiedlajg dane s$rodowisko
[160,163]. Jezeli tym srodowiskiem jest organizm ludzki, méwimy o mikrobiocie cztowieka
(ang. human microbiota), czyli o zbiorze mikroorganizmédw, ktére zasiedlajg zarowno wnetrze
ciata ludzkiego, jak i jego powierzchnie [163]. Z terminem mikrobiota wigze sie pojecie
mikrobiomu, czyli zbioru gendw mikroorganizmoéw tworzgacych mikrobiote [163]. Autorem
pojecia mikrobiomu jest laureat Nagrody Nobla Joshua Lederberg [164]. W jednej ze swoich
prac uzyt tego terminu do oznaczenia wspdlnoty komensalnych, symbiotycznych oraz
patogennych mikroorganizmow zyjgcych na powierzchni ciata [164]. Dodatkowo zaznaczyt, ze

tak definiowany mikrobiom jest czyms, co moze wskazywaé na to, czy gospodarz jest zdrowy,
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czy chory [164]. Metagenomika to dziedzina badan molekularnych zajmujaca sie badaniem
ztozonosci mikrobiomoéw [163].

Eubioza to stan rdwnowagi miedzy organizmem gospodarza, a jego mikrobiotg oraz
miedzy poszczegdlnymi sktadnikami mikrobioty (nie tylko bakteriami), natomiast zaburzenie
tej dynamicznej relacji okresla sie mianem dysbiozy [160]. Dysbioza oznacza wiec zaréwno
zaburzenia sktadu i proporcji, jak i funkcji drobnoustrojéw tworzgcych mikrobiote.

Z uwagi na bardzo duzg réznorodnos¢ drobnoustrojéw wchodzgcych w sktad
mikrobioty, dosy¢ dtugo problemem byta prawidtowa klasyfikacja taksonomiczna tych
mikroorganizméw. Obecnie wykorzystuje sie w tym celu zaawansowane metody
bioinformatyczne, tworzgc wskazniki oparte na DNA i uktadajac je wedtug odpowiednich rang
w taksony [165,166]. tgczenie sktadu spotecznosci i funkcji ekosystemu poprzez niezalezng od
uprawy analize gendw markerowych, np. genu 16S rRNA, jest podstawg wspodtczesnej ekologii
drobnoustrojéow.

Najczesciej uzywanymi jednostkami miary do ilosciowego okreslania bioréznorodnosci
drobnoustrojéw sg operacyjne jednostki taksonomiczne (ang. Operational Taxonomic Unit,
OTU). OTU odnosi sie do grupy mikroorganizméw, zgrupowanych razem na podstawie
podobienstwa sekwencji DNA danego genu, ktéry stuzy jako marker taksonomiczny [165].
Sekwencje te grupuje sie wedtug podziatu danych (klastrowania) zgodnie z ich podobienstwem
filogenetycznym, a OTU definiuje sie na podstawie wybranego przez badacza progu
podobienstwa (na ogét 97%) [165]. Mozna wiec powiedzie¢, ze OTU to operacyjna (,,robocza”)
definicja uzywana do grupowania jednostek, ktdre sg blisko filogenetycznie. W klasyfikacji
drobnoustrojow, OTU jest czesto stosowane jako réwnowaznik pojecia gatunkéw [166].
Mikrobiologicznie OTU wykazujg spdjng ekologie miedzy réznymi siedliskami, nawet jesli
oblicza sie je za pomocg réznych metod grupowania [166].

Druga metoda opiera sie na algorytmach korekcji btedéw sekwencjonowania i
generuje doktadne warianty sekwencji amplikonu (ang. amplicon sequence variant, ASV),
opisana po raz pierwszy przez Erena i wsp. w 2013 roku [167]. Warianty sekwencji amplikonu
(ASV) sg to dowolne z wywnioskowanych pojedynczych sekwencji DNA odzyskanych z
wysokoprzepustowej analizy genéw markerowych [167]. Poniewaz analizy te, zwane réwniez
,odczytami amplikondw”, powstajg po usunieciu btednych sekwencji wygenerowanych
podczas PCR i sekwencjonowania, uzycie ASV umozliwia rozréznienie zmiennosci sekwencji

poprzez zmiane pojedynczego nukleotydu [167]. Zastosowania ASV obejmujg klasyfikacje grup
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gatunkdw na podstawie sekwencji DNA, znajdowanie zmiennosci biologicznej i Srodowiskowej
oraz okreslanie wzorcéw ekologicznych [167].

OTU jest generowana przez grupowanie sekwencji w oparciu o prég podobieistwa. W
poréwnaniu z ASV, OTU odzwierciedlajg grubsze pojecie podobienstwa filogenetycznego
[168]. ASV sg w stanie rozwigzac rdznice w sekwencji przez zaledwie jedng zmiane nukleotydu,
unikajgc w ten sposdb catkowicie operacyjnych jednostek grupujgcych opartych na
podobienstwie. Dlatego ASV reprezentujg dokfadniejsze rozrdznienie miedzy sekwencjami
[168]. Obie jednostki dostarczajg zasadniczo podobnych informaciji, ktére pozwolityby na takie
same interpretacje, jedyne rdznice i zaktdcenia mogg wynika¢ ze zmiennosci biologicznej
probek (sktad mikrobioty nie jest staty w catej objetosci probki danego materiatu, rézni sie
bardzo w zaleznosci od miejsca pobrania), a takie analizy przeprowadzane dla btednie lub

niezidentyfikowanych gatunkéw mogg prowadzi¢ do nieprawidtowych wnioskow [169].

1.4.3. Metody sekwencjonowania mikrobioty

Pierwsze badania mikrobiologiczne, majgce na celu okreslenie sktadu mikrobioty
cztowieka, opieraty sie na tradycyjnej hodowli i izolacji drobnoustrojéw. Metody te sg nadal
wspofczesnie stosowane, jednak ich wykorzystywanie jest ograniczone, gdyz warunki hodowli
moga faworyzowac wzrost jednego lub kilku gatunkéw bakterii w stosunku do innych.
Dodatkowo szacuje sie, ze okoto 99% drobnoustrojéow mikrobioty cztowieka nalezy do
mikroorganizmoéw niehodowlanych [247]. Oznaczenie iloSciowe metodg PCR lub rozdziat
elektroforetyczny w zelu, wykorzystujg specyficzne sondy do wykrywania okreslonych
bakterii, w zwigzku z czym rdwniez nie uzywa sie ich wspdiczesnie do badania sktadu
mikrobiomu [170].

W ostatnich kilkudziesieciu latach opracowywano i rozwijano technologie
sekwencjonowania nowej generacji (ang. next-generation sequencing, NGS), ktdra znacznie
zwieksza przepustowosé sekwencjonowanych fragmentéw materiatu genetycznego i pozwala
obnizy¢ koszty, co umozliwito rozwdj metagenomiki. Opierajgc sie na metodach NGS,
konkretny mikrobiom mozna bardzo doktadnie oznaczy¢ ilosciowo i jakosciowo bez btedow
selekcji i bez ograniczen zwigzanych z metodami hodowli i izolacji. Technologie te sg
wykorzystywane rowniez w projekcie Human Microbiome (ang. Human Microbiome Project,
HMP), ktérego celem jest sklasyfikowanie wszystkich drobnoustrojéw, tworzgcych réine

mikrobioty ludzkiego ciata oraz dokfadne poznanie ich funkcji [163,170,171]. Ws$rdéd metod
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NGS, ktére wykorzystuje sie obecnie do badania mikrobiomu, mozna wymienié
sekwencjonowanie  shotgun (ang. shotgun sequencing), wysokoprzepustowego
sekwencjonowanie (ang. targeting sequencing) oraz nadal rozwijang metatranskryptomike.
Najczesciej uzywang obecnie metoda jest wysokoprzepustowego sekwencjonowanie 16S
rRNA okreslonych gendéw, ktore umozliwia badanie mikrobiomu w catej jego ztozonosci w
stosunkowo tatwy sposdb.

Wszystkie bakterie zawierajg gen 16S rRNA, ktoéry jest powszechnie uzywany do celdw
filogenetycznych. Gen 16S rRNA ma osobliwg strukture charakteryzujgca sie regionami
hiperzmiennymi, oddzielonymi od siebie regionami ultrakonserwatywnymi [172]. Poprzez
amplifikacje konserwatywnych regiondéw genu 16S rRNA, tworzy sie uniwersalne startery,
ktore mogg by¢ nastepnie stosowane do amplifikacji w pojedynczej reakcji PCR praktycznie
wszystkich bakterii obecnych w srodowisku docelowym i do ich jednoznacznej identyfikacji na
koricu sekwencjonowania [163,172]. Chociaz sekwencjonowanie 16S rRNA jest tatwe do
wykonania, szybkie i stosunkowo niedrogie, to jednak ekstrakcja DNA moze by¢ stronnicza, a
metodologia i analiza danych, moze dawac niejednoznaczne wyniki [163]. Réwniez w tym
przypadku przypisanie odczytow zalezy od doktadnosci i aktualnosci uzytych referencyjnych
baz danych, a procedura nie daje danych o funkcjach bakterii [163].

W ostatnich latach opracowano rdézne narzedzia do analizy odczytéw 16S rRNA.
Wiekszos¢ z tych metod obejmuje zaréwno identyfikacje taksonomiczng, jak i analize
réznorodnosci [173—-175]. Doktadnos¢ identyfikacji taksonomicznej jest zmienna i zalezy nie
tylko od uzytej sekwencji liniowej, ale takze od czesci zsekwencjonowanego 16S rRNA, btedéw
systematycznych PCR i dostepnosci zaktualizowanych baz danych. Na ogét przyporzagdkowanie
taksonomiczne odbywa sie od typu do rodzaju, podczas gdy identyfikacja gatunku jest
trudniejsza [175]. Sekwencjonowanie 16S rRNA obrazuje sktad jakoSciowy i iloSciowy

mikrobiomu, ale nie dostarcza informacji o funkcjach bakterii.

I.4.4. Mikrobiota — charakterystyka ogdlna

Kolonizacja organizmu gospodarza mikroorganizmami rozpoczyna sie juz w momencie
porodu i ulega licznym przemianom podczas zycia cztowieka [176-179]. Pomimo
réoznorodnosci bodzcéw zewnetrznych i wewnetrznych, ktérym poddawana jest mikrobiota
cztowieka, a mianowicie diety, aktywnosci fizycznej, podrdzy, choréb, cykli hormonalnych i

innych, a takze duzej miedzy osobniczej zmiennosci mikrobioty, zidentyfikowano podstawowy
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mikrobiom jelitowy, ktérego sktad jest praktycznie staty u zdrowych oséb dorostych i nazwano
go mikrobiomem rdzenia (ang. core microbiome) [180]. Sktad mikrobiomu rdzenia w
poszczegdlnych grupach wiekowych przedstawiona w Tabeli 7. [163]. W zdrowych warunkach
réoznorodno$é i bogactwo drobnoustrojow wzrasta wraz z wiekiem dziecka, osiggajac
najwiekszg ztozono$¢ w wieku dorostym. Pomimo réznic miedzy- i wewnatrzosobniczych
mikrobiom jelitowy jest praktycznie stabilny u zdrowych oséb dorostych. U oséb starszych, po
70. roku zycia, podobnie jak u niemowlat, mikrobiom jelitowy jest bardziej niestabilny, a takze
ma mniejsze zrdznicowanie w stosunku do oséb dorostych.

Mikrobiota aktywnie uczestniczy w utrzymaniu zdrowego stanu organizmu w wieku
dorostym, a jej zmiany iloSciowe i jakoSciowe mogg prowadzi¢ do powstania dysbiozy i
rozwoju choréb [163,180]. Do tej pory z mikrobiomem rdzenia powigzano szereg funkcji, w
tym trawienie polisacharydéw, rozwdj uktadu odpornosciowego, ochrone przed infekcjami,
synteze witamin, magazynowanie tfuszczu, regulacje angiogenezy i rozwdj behawioralny
[181,182]. Co ciekawe, geny kodowane przez ludzki mikrobiom rdzenia kodujg biatka
niezbedne do przezycia gospodarza, ale bedgce nieobecne w genomie ludzkim [181].

Sktad ilosciowy i jakoSciowy mikroorganizmdw zasiedlajgcych poszczegdlne czesci ciata
cztowieka jest rézny. Wyrdznia sie mikrobiote: jelitowa, oka, skéry, drég oddechowych, uktadu
moczowo-ptciowego [163]. W mikrobiocie jelitowej cztowieka najliczniej reprezentowane sg
bakteria z typdw Firmicutes, Bacteroidetes i Actinobacteria, natomiast stabiej reprezentowane
sg Proteobacteria, Fusobacteria, Cyanobacteria i Verrucomicrobia [170].

Baterie typu Firmicutes petnig wazng role w utrzymaniu prawidtowego funkcjonowania
bariery jelitowej oraz réwnowagi immunologicznej w przewodzie pokarmowym. Rodzaje
bakterii typu Firmicutes to m.in. Clostridium, Eubacterium, Faecalibacterium, Ruminococcus,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus [170].

Drugim dominujgcym typem bakterii jelitowych sg Bacterioidetes, ktére moga
stanowi¢ nawet do 40-50% sktadu mikrobioty jelitowej. Sg to bakterie fermentujace, czyli
biorgce udziat w procesie metabolicznym, majagcym na celu wytworzenie energii. Gatunki
Bacteroidetes odgrywajg rowniez wazng role w metabolizmie biatek. Rodzaje bakterii typu

Bacterioidetes to Bacterioides, Prevotella czy Parabacteroides [170].
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Tabela 7. Zmiany sktadu mikrobiomu jelitowego cztowieka w ciggu zycia, na podstawie

D’Argenio i wsp. w modyfikacji wtasnej [163]

Wiek Sktad bakterii jelitowych Czynniki modyfikujace
na poziomie typu bakterii
(od najbardziej do mniej
reprezentowanej)
Mate dzieci (do 2-3. | Actinobacteria, e Rodzaj porodu (pordd sitami natury, cesarskie
roku zycia) Proteobacteria, Firmicutes, ciecie)
Bacteroidetes e Wiek cigzowy w momencie narodzin
e Hospitalizacja w okresie noworodkowym lub
niemowlecym
e Rodzaj karmienia w okresie noworodkowym i
niemowlecym (karmienie piersia, karmienie
mieszanka modyfikowana)
e Wiek dziecka, w ktérym rozpoczeto wprowadzanie
pokarmoéw statych do diety
e Niedozywienie, niedobory zywieniowe
e Antybiotykoterapie
Starsze dzieci, | Firmicutes, Bacteroidetes, | e Dieta
nastolatkowie i osoby | Actinobacteria, e Cykle hormonalne
doroste Proteobacteria e Podrdze
e Leki, antybiotykoterapie
e Choroby
e Przebyte hospitalizacje
e Aktywnos¢ fizyczna
e Styl zycia
Osoby starsze | Firmicutes, Actinobacteria, | e Styl zycia
(powyzej 70. roku | Bacteroidetes, e Dieta
Zycia) Proteobacteria e Zwiekszona podatno$¢ na infekcje i choroby
zapalne
e Polipragmazja

Nieco mniej liczng grupe bakterii jelitowych stanowig drobnoustroje z typu
Actinobacteria. Odgrywajg one kluczowg role w utrzymaniu homeostazy jelitowe;.
Drobnoustroje nalezgce do tego typu, zwtaszcza Bifidobacteria, sg szeroko stosowane jako
probiotyki, ktére modyfikujg sktad mikrobioty jelitowej i wykazujg korzystne dziatanie w wielu
stanach patologicznych, chorobach przewodu pokarmowego i chorobach ogélnoustrojowych.
Przyktady bakterii z typu Actinobacteria to miedzy innymi Bifidobacterium, Atopobium,
Collinsella, Adlercreutzia [170].

Bakterie typu Proteobacteria stanowig okoto 2% mikrobioty jelitowej. Ich przerost
najczesciej obserwowany jest w chorobach metabolicznych, takich jak m.in. cukrzyca typu 2,
otyto$é, niealkoholowe sttuszczenie watroby (NAFLD) oraz niealkoholowe sttuszczeniowe
zapalenie watroby (NASH). Przerost bakterii z typu Proteobacteria wydaje sie mie¢ udziat

rowniez w chorobach sercowo-naczyniowych. Przerost Proteobacteria mozie byé wiec
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traktowany jako marker dysbiozy i niestabilnosci mikrobioty i predysponowac do rozwoju
standw chorobowych. Przyktady bakterii typu Proteobacteria to miedzy innymi Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter, Bilophila [170].

Mato liczng grupa drobnoustrojow jelitowych sg rdwniez bakterie typu Fusobacteria,
ktdre mogg stanowi¢ do ok. 2-3% sktadu mikrobioty jelitowej. Istniejg doniesienia naukowe
na zwigzek przerostu bakterii typu Fusobacterium z rozwojem raka jelita grubego, zespotu

jelita drazliwego, czy choréb autoimmunologicznych, m.in. nieswoistych zapalen jelit [170].

1.4.5. Zréznicowanie mikrobioty na réznych pietrach przewodu pokarmowego

Poszczegdlne odcinki przewodu pokarmowego dosy¢ istotnie réznig sie miedzy sobg
panujgcymi warunkami, m.in. motoryka, pH, rodzajem wydzielanych enzymow trawiennych,
a takze wydzielaniem i wchtanianiem rdéznych substancji, w tym zétci [160]. W Swietle
poczatkowych odcinkdw gérnego odcinka przewodu pokarmowego (jama ustna, gardto,
przetyk) brak jest mikrobioty. Wynika to z panujacych w tych czesciach przewodu
pokarmowego warunkow, a takze tego, ze spozywany pokarm krétko pozostaje w tych
czesciach przewodu pokarmowego, dlatego mikroorganizmy kolonizujg gtéwnie bfony
Sluzowej jamy ustnej i przetyku. Bardzo bogata mikrobiotg wystepuje na zebach, dzigstach,
jezyku i migdatkach. Niskie pH soku zotgdkowego sprawia, ze jego mikrobiota jest nieliczna i
mato réznorodna. Dwunastnica i poczatkowy odcinek jelita cienkiego charakteryzujg sie
niskim pH, szybka perystaltykg oraz obecnoscig duzej ilosci kwaséw zétciowych, co réwniez
nie sprzyja réznorodnosci drobnoustrojéw mikrobioty jelitowej. Wyzsze pH oraz powolny
pasaz tresci pokarmowej w dalszych czesciach przewodu pokarmowego umozliwia kolonizacje
bakteryjng zaréwno btony sluzowej, jak i Swiatta jelit. W koricowym odcinku jelita grubego
bakterie mikrobioty jelitowej osiggajg zageszczenie do 100 miliardéw bakterii w 1 gramie
tresci jelitowej, co czyni ten odcinek przewodu pokarmowego jednym z najgesciej
skolonizowanych przez mikroorganizmy ekosystemdw na swiecie [160,162].

Jama ustna stanowi poczatkowy odcinek przewodu pokarmowego. Bakterie obecne w
zdrowej jamie ustnej nalezg do 6 typdw: Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria, Bacteroidetes oraz Spirochaetes [183]. Slina, znajdujaca sie w jamie ustnej, jest
buforem utrzymujgcym korzystne dla mikrobioty pH, usuwajacym zbedne produkty

fermentacji oraz bakterie niezwigzane ze strukturami jamy ustnej. Zawiera ona dodatkowo
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substancje przeciwdrobnoustrojowe i rozprowadza po catej jamie ustnej substraty potrzebne
bakteriom mikrobioty do wzrostu i rozwoju [184]. Uznaje sie wiec, ze analiza sktadu $liny moze
pomdc w okresleniu ogdlnego sktadu jamy ustnej [184].

Kolejny odcinkiem przewodu pokarmowego jest przetyk, tgczacy jame ustng z
zotagdkiem, wyscielony od wewnatrz btong $luzowa pokrytg nabtonkiem jednowarstwowym
ptaskim. Kontakt tresci pokarmowej ze scianami przetyku jest kroétki, a za nawilzenie btony
Sluzowej przetyku odpowiada $lina, stad pH wewnatrz przetyku zblizone jest do jamy ustnej
(pH=7) [169]. Udowodniono, ze bakteriag dominujgcg w przetyku oséb zdrowych jest
Streptococcus, a inne bakterie ktére mozna tam zidentyfikowaé to m.in. Prevotella, czy
Veillonella [185]. Identyfikowane w mikrobiocie przetyku bakterie Swiadczg o tym, ze sktad
mikrobioty przetyku jest silnie determinowany przez bakterie jamy ustnej, ktére s3 odporne
na warunki panujace w przetyku [185].

W zotgdku, z uwagi na bardzo niskie pH i szybki pasaz tresci pokarmowej, mikrobiota
jest stosunkowo uboga, z dominacjg bakterii opornych na dziatanie kwasu solnego, takich jak
Streptococcus, Neisseria, Lactobacillus. Ilo$¢ bakterii w zotgdku okresla sie na poziomie <103
CFU/ml [186]. W pordéwnaniu z mikrobiotg przetyku w zotgdku obserwuje sie mniejszg ilo$¢
Streptococcus i wiekszg Rothia mucilaginosa, Porphyromonas i bakterii z rodziny
Lachnospiraceae (dotyczy to analizy prébek pobranych z biopsji). Natomiast w dwunastnicy,
czyli pierwszym odcinku jelita cienkiego, stwierdza sie dalsze zmniejszenie ilosci Streptococcus
i utrzymanie trendu dotyczgcego zwiekszania ilosci bakterii Rothia mucilaginosa,
Porphyromonas i bakterii z rodzaju Lachnospiraceae. Oznacza to, ze aby okresli¢ wptyw
Srodowiska, ktére panuje w zotadku, na jego mikrobiote, nalezy rozpatrywac poszczegdlne
bakterie indywidualnie [186]. Réznice w sktadzie mikrobioty przetyku, zotgdka i dwunastnicy
potwierdzajg teze, ze rolg zotadka jest m.in. selekcjonowanie bakterii, ktére przedostajg sie
do dolnego odcinka przewodu pokarmowego, co ma zmniejszaé ryzyku infekcji i stanow
zapalnych dalszych czesci przewodu pokarmowego, a takze zapewnia¢ odpowiednig prace i
spetnianie swoich funkcji [186].

Badania sugerujg, ze na sktad mikrobioty zotgdka silny wptyw ma bakteria Helicobacter
pylori. U oséb bez zakazenia H. pylori w mikrobiocie zotadka stwierdzono wystepowanie
bakterii z 5 typow: Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroides i Fusobacteria, przy
czym najliczniejsze byty bakterie z typdw Actinobacteria i Firmicutes [187]. U oséb zakazonych

H. pylori réznorodnos¢ mikrobioty zotgdka jest znaczgco mniejsza, a 75-99% wszystkich
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bakterii budujgcych mikrobiote tego odcinka stanowig bakterie z typu Proteobacteria. Sktad
tej mikrobioty jest poréwnywalny do mikrobioty przetyku Barreta [185]. Po zakazeniu H. pylori
nastepuje kolonizacja bakteriami innymi niz H. pylori, ktére mogg wptywac na rozwdj choréb
zofadka. Moze byc¢ to zwigzane z tym, Zze ich elementy strukturalne i produkty metabolizmu
mogag nasila¢ odpowiedz immunologiczng wywotywang przez zakazenie H. pylori oraz
powodowac zapalenie zotgdka w wyniku mechanizmoéw niezaleznych od obecnosci bakterii H.
pylori [187].

Najliczniejszy i najbardziej aktywny zespdt mikroorganizmow znajduje sie w jelicie
grubym, szacuje sie ze jest to okoto 500-1000 gatunkow bakterii, z gestoscig 1011-10'%/g tresci
katowej, co oznacza, ze mikrobiota jelitowa stanowi jeden z najgesciej skolonizowanych przez
mikroorganizmy ekosysteméw na swiecie [160]. Mikrobiom jelitowy styka sie z $ciang jelit i
barierg jelitowa na powierzchni okoto 300m?, co oznacza, ze jest to najwieksze miejsce
komunikacji organizmu cztowieka ze $wiatem zewnetrznym [160]. Zdecydowang wiekszos¢
mikrobioty jelitowej stanowig drobnoustroje bezwzglednie beztlenowe, w dalszej czesci
wzglednie beztlenowe oraz tlenowe [160]. Sposréd tych bakterii najwiecej nalezy do typow:
Firmicutes, Bacteroidetes (te 2 typy moga stanowié¢ nawet 90% sktadu mikrobioty jelitowej) i
Actinobacteria, natomiast w mniejszej ilosci wystepujg bakterie z typdw Proteobacteria,
Fusobacteria, Cyanobacteria i Verrucomicrobiota [160,163].

Bakterie z typu Bacteroidetes nalezg do Gram- ujemnych, bezwzglednie beztlenowych
mikroorganizméw. Wytwarzajg one lipopolisacharydy (LPS), proteazy, neuraminidazy,
fibrynolizyny, kolagenazy, ktére uczestniczg nastepnie w procesach trawienia pozywienia,
przekazywania sygnatéw, kontrolowania $rodowiska, hamowania wzrostu innych
drobnoustrojow w jelicie. Bakterie te przeprowadzajg ponadto proces fermentacji réznych
wodoroweglandw i powodujg powstawanie krdtkotanicuchowych kwasdéw ttuszczowych
(SCFA, m.in. kwasu mastowego) oraz biorg udziat w metabolizmie kwasow zétciowych [160].
Typ Firmicutes zawiera kilka tysiecy gatunkow bakterii Gram-dodatnich o duzej réznorodnosci.
Sg wsréd nich gatunki bezwzglednie beztlenowe, tlenowe i wytwarzajgce spory [160].

W najwiekszej ilosci wystepujg bakterie z rodzajow Bacteroides, Prevotella i
Ruminococcus. Zaobserwowano, ze u o0s6b z ubogg mikrobiotg bakterie Bacteroides s3
dominujace, a bakterie Prevotella i Ruminococcus wystepujg w znikomych ilosciach. Wraz ze
zwiekszeniem sie rdznorodnos$ci mikrobioty udziat bakterii Bacteroides maleje, a udziat

bakterii typu Prevotella, a w szczegdlnosci Ruminococcus, ro$nie [188].
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W sktad mikrobioty jelitowej wchodzg nie tylko bakterie. Szacuje sie, ze oprocz bakterii
wystepuje ok. 2,5% innych mikroorganizméw: archeony (2,2%), wirusy (0,2%), grzyby (1%),
organizmy eukariotyczne (<0,01%) [188].

Komorki nabtonka btony Sluzowej jelit stanowig pierwszg linie kontaktu z mikrobiota.
Chronig tez przed translokacjg drobnoustrojéow i ich metabolitow do wnetrza organizmu.
Enterocyty stanowig réwniez granice pomiedzy $rodowiskiem zewnetrznym a najbardziej
aktywng tkanka limfatyczng przewodu pokarmowego (ang. gut-associated lymphoid tissue,
GALT), bedacg bogatym skupiskiem komdrek tworzgacych wrodzong i nabytg odpornosc
cztowieka [160].

Zrdéznicowanie mikrobioty na rdinych pietrach przewodu pokarmowego

przedstawiono schematycznie na Rycinie 2. [189].

500-1000 gatunkow bakterii Zoladek

<10° ctwml
Tlen(x/ce pH, 1-2 Trawienie | wydzielanie kwasu
Streptococcus,
Lactobacillus J
Dwunastnica R
10 ™ cfu/ml
pH, 6-7 Trawienie | wchianianie
Streptococcus, \~ weglowodanow,

Lactobacillus, . 4
Enterobacteriaceae Jelito cienkie biaiek | tuszczow
et Jelig)‘1 czcze
F 104 cfu/ml J
*’, pH, 6-7
Q’ Jelito krete Wehlanianie kwasow 2olciowych
P 1079 cfwml i witaminy B,

pH, 6-7

J
Okrsg?;ca Wehtanianie wody, elektrolitow
10 cfu/ml Jelito grube i kwasow tluszczowych

pH, 57 0 krotkich lancuchach

Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Bifidobacterium
Beztlenowce

Rycina 2. Warunki fizjologiczne i rozmieszczenie mikrobioty w przewodzie pokarmowym wg

Dibaise i wsp. w modyfikacji wtasnej [189]
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1.4.6. Znaczenie mikrobioty przewodu pokarmowego dla organizmu cztowieka

Ludzka mikrobiota tworzy unikalny ekosystem, petnigcy wiele funkcji istotnych dla
utrzymania homeostazy organizmu gospodarza, takich jak utrzymanie réwnowagi
energetycznej, udziat w trawieniu i fermentacji sktadnikow pokarmowych oraz udziat w
ztozonych przemianach zwigzanych z magazynowaniem energii uzyskiwanej z pozywienia w
formie krétkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych (ang. short chain fatty acids, SCFA)
[160,190,191]. SCFA stanowig zrédto energii dla enterocytdw i wptywajg na perystaltyke jelit,
procesy zapalne w obrebie jelit, proces homeostazy glukozy. Dodatkowo wptywajg na
przyspieszenie regeneracji nabtonka btony sluzowej jelit oraz zachowanie jego szczelnosci.
SCFA uczestniczg réwniez w resorpcji sodu i wody.

Mikrobiota jelitowa odpowiada réwniez za produkcje poliamin i witamin z grupy B i K
oraz za gospodarke mineralng [192]. Ponadto petni ona istotng role w prawidtowym
funkcjonowaniu ukfadu immunologicznego [190]. Wspomniana juz wczesniej tkanka
limfatyczna przewodu pokarmowego (ang. gut-associated lymphoid tissue, GALT), przetwarza
i przekazuje organizmowi gospodarza informacje pochodzgce z kontaktu z bakteriami
jelitowymi. Komunikacja ta jest mozliwa dzieki komérkom dendrytycznym, receptorom TLRs
oraz domenie NOD (domena oligomeryzacyjna wigzgca nukleotyd) [160,190]. Dodatkowo
mikrobiota jelitowa moze wptywaé na uwalniane niektérych neuroprzekaznikéw i
modulowanie sygnatdéw nerwowych, ktére trafiajg do uktadu nerwowego jelit, a przez to moze
wptywacd na funkcjonowanie osi mézgowo jelitowej [193-195].

Zaobserwowano, ze produkowany przez bakterie kwas octowy zwieksza tolerancje
organizmu gospodarza na antygeny bakterii komensalnych, a kwas mastowy bierze udziat w
procesie prowadzgcym do zmniejszenia stanu zapalnego. Dodatkowo uwaza sie, ze mikrobiota
moze wptywac na synteze chemokin i cytokin [160].

Mikrobiota jelitowa wptywa tez na metabolizm kwaséw zéfciowych, poprzez
uczestniczenie w procesie dekoniugacji i dehydroksylacji pierwotnych kwaséw zétciowych
(kwasu cholowego i chenodezoksycholowego), ktdre nie zostaty wchtoniete w jelicie kretym.
Powstajg wtdrne kwasy zétciowe, takie jak kwas dezoksycholowy i litocholowy. Dekoniugacja
pierwotnych kwasdow zétciowych w jelicie grubym odbywa sie pod wptywem bakteryjnej 7a-
dehydroksylazy. Aktywnos$¢ tego enzymu wykazano u Clostridium leptum, Clostridium

bifermentans, Clostridium sordellii, Eubacterium sp., Escherichia coli i Bacteroides sp. [195].
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Wtdrne kwasy z6tciowe mogg wptywac na zmniejszenie motoryki jelit i dtuzsze zaleganie tresci
pokarmowej w jelitach [195]. Dodatkowo te biokonwersje modulujg wtasciwosci
sygnalizacyjne kwaséw zétciowych, ktore regulujg liczne szlaki metaboliczne u gospodarza
(m.in. synteze cholesterolu, metabolizm glukozy, produkcje witamin, synteze aminokwaséw)
[196]. | odwrotnie, kwasy zdétciowe mogg modulowaé sktad drobnoustrojow jelitowych
zarowno bezposrednio, jak i posrednio poprzez aktywacje wrodzonych gendéw
odpornosciowych w jelicie cienkim [196].

Poprzez konkurowanie o sktadniki pokarmowe, wytwarzanie substancji
przeciwbakteryjnych, czy pobudzanie komérek gospodarza do wytwarzania sluzu, tworzgcego
warstwe ochronng miedzy nabtonkiem jelitowym a warstwga mikrobioty, mikrobiota jelitowa
przyczynia sie do zapewnienia ochrony organizmu gospodarza przed patogenami obecnymi w
Swietle przewodu pokarmowego [160]. Wazng jej funkcja jest rowniez wptyw na intensyfikacje
procesu podziatu komdrek nabtonka jelit, ich dojrzewanie oraz zwiekszenie ekspresji genéw
kodujacych biatka tworzgce potfaczenia Sciste, co pozwala utrzymac lub przywrécié szczelnosé
nabtonka jelitowego, a w nastepstwie zmniejszy¢ stopien translokacji mikroorganizmoéw z
wnetrza jelit do krwi [160].

Mozna powiedzie¢, ze sktad mikrobioty jelitowej determinuje odpornos¢ lub
podatnos¢ organizmu na zakazenia patogennymi drobnoustrojami. Uznaje sie, ze stosunek
ilosci bakterii Bifidobacterium do Enterobacteriaceae (B/E) jest indykatorem tego, czy
mikrobiote danej osoby mozna uzna¢ za tg typowa dla osoby zdrowej. W przypadku oséb
uznawanych za zdrowe wartos¢ tego wskaznika bedzie wieksza niz 1 [160]. Wplyw
mikrobiomu na utrzymanie homeostazy organizmu cztowieka zostat schematycznie

przedstawiony na Rycinie 3. [197].

61



Tkanki " 4 S
Odpornosé Autoimmunizacja

obwodowe T T

Homeostaza immunologiczna
Stan zapalny

[ [

Limfocyty T

. regulatorowe . .
Limfocyty Th17 ‘

Limfocyty Th1

Lactobacillus }

; \ B.fragilis
SFB casei
Lactobacillus ’ (
‘ Clostridium

bifidus

Stosunek Bacteroidetes/Firmicutes

Nisko thuszczowa dieta bogata Zachodnia dieta
w polisacharydy roslinne Infekcje jelitowe
Probiotyki Antybiotyki

Rycina 3. Wptyw mikrobiomu na zachowanie homeostazy organizmu cztowieka wg

Wierzchanowskiej i wsp. [197] w modyfikacji wiasnej
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1.4.7. Potencjalny zwigzek miedzy zaburzeniami sktadu mikrobiomu jelitowego a

funkcjonowaniem osrodkowego uktadu nerwowego i rozwojem ME/CFS

Mikrobiom jelitowy odgrywa ogromng role w utrzymaniu homeostazy organizmu.
Dlatego dysbioza jelitowa moze wptywaé na patogeneze i rozwdj rdéinych stanow
chorobowych organizmu, co jest przedmiotem wielu badan naukowych toczacych sie w ciggu
ostatnich lat. Istniejg doniesienia naukowe, ze interakcja pomiedzy specyficznie zmieniong
mikrobiomem jelitowym a uktadem immunologicznym moze odgrywaé role w patogenezie
réznych choréb [198-208], w tym takze ME/CFS [1,129,209-220]. Interesujaca jest jednak
kwestia patomechanizmu w jaki dysbioza jelitowa moze wptywaé na rozwéj ME/CFS. W
zdrowym organizmie cztowieka bakterie jelitowe pozostajg ze sobg w dynamicznej
rownowadze i regulujg szereg reakcji i proceséw ustrojowych u swojego gospodarza. Sktad
mikrobioty jelitowej moze jednak zostaé zaburzony przez szereg czynnikéw, takich jak m.in.
infekcja wirusowa, leki czy dieta [195].

Istniejg dowody naukowe potwierdzajgce nieprawidtowg odpowiedz immunologiczng
w zespole przewlektego zmeczenia [49]. Udziat uktadu odpornosciowego w rozwoju ME/CFS
potwierdzajg liczne przypadki infekcji wirusowych poprzedzajgcych pojawienie sie objawow
przewlektego zmeczenia, a takze poczatkowy przebieg ME/CFS przypominajacy objawy
grypopodobne [3,12,49]. Dysfunkcje uktadu immunologicznego sugeruje tez podniesiony
poziom cytokin prozapalnych u pacjentow z ME/CFS, zwiekszona ekspresja markeréw
aktywacji limfocytow T, takich jak CD26 czy CD38 oraz zredukowana aktywnos$¢ komérek NK
[49,51]. Czeste naktadanie sie ME/CFS oraz zespotu jelita drazliwego (IBS), mozna ttumaczy¢
podwyzszonym stezeniem cytokin prozapalnych IL-6 i IL-8, co mozna zaobserwowaé u tych
pacjentéw, ze znamiennie wyzszymi ich poziomami w przypadku wspdtwystepowania obu
choréb [221]. Dodatkowo u pacjentéw, u ktérych jednoczesnie rozpoznano ME/CFS i IBS,
stwierdza sie podwyzszone poziomy innych dwéch cytokin prozapalnych, a mianowicie IL-1B i
czynnika martwicy nowotwordéw alfa (TNF-a) [221]. Sugeruje to, ze w rozwoju tych choréb
dochodzi do aktywacji uktadu immunologicznego, produkcji czynnikdow prozapalnych oraz
rozwoju w organizmie przewlektego, rozlanego stanu zapalnego o niskim lub umiarkowanym
stopniu nasilenia, ktory moze dotyczy¢ takze jelit [193,221].

U pacjentéw z ME/CFS wykazano podwyziszone poziomy przeciwciat IgA i IgM

przeciwko bakteryjnemu lipopolisacharydowi (LPS), ktéry wytwarzajg bakterie nalezgce do
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mikrobioty jelitowej, takie jak Pseudomonas aeruginosa, Morganella morganii, Proteus
mirabilis, Pseudomonas putida, Citrobacter koseri czy Klebsiella pneumoniae [222]. Srednie
stezenia przeciwciat IgA przeciw LPS bylty istotnie wyzsze u pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu
do zdrowej grupy kontrolnej. Co wiecej, udowodniono korelacje miedzy stezeniem przeciwciat
przeciwko LPS, a nasileniem objawow przewlektego zmeczenia [222].

W prawidtowych warunkach ochrone przed patogenami i toksynami stanowi szczelna
bariera jelitowa. Sluzéwkowa bariera jelitowa jest strukturg, ktéra przede wszystkim ma za
zadanie regulowanie wchtaniania substancji odzywczych, elektrolitéw i wody z przewodu
pokarmowego, ale petni tez liczne funkcje dodatkowe, m.in. ogranicza nadmierny rozrost
mikroflory jelitowej, hamuje bezposredni kontakt $ciany jelita z bakteriami oraz chroni przed
rozsiewem bakterii i toksyn ze $wiatta przewodu pokarmowego do sgsiadujgcych tkanek i
przed rozwojem niekontrolowanego, przewlektego stanu zapalnego. Bariera jelitowa
zbudowana jest z pojedynczej warstwy scisle potgczonych (ang. tight junctions) komorek
nabtonkowych, pokrytych grubg, szczelng warstwg mucynowego $luzu produkowanego przez
komoérki kubkowe [223]. Warstwa $luzu zawiera immunoglobuline A i peptydy
przeciwdrobnoustrojowe [223]. Bariera jelitowa oddziela wnetrze organizmu od , brudnego”
srodowiska zewnetrznego i przeciwdziata powstawaniu infekcji oraz reakcji zapalnych [193].
Stanowi ona jeden z najwazniejszych mechanizméw odpornosci nieswoistej organizmu
cztowieka [193]. Regulacja wymiany czgsteczek miedzy srodowiskiem a gospodarzem przez
bariere jelitowg wptywa na zachowanie réwnowagi pomiedzy tolerancjg a odpornoscig na
wiasne i obce antygeny [223].

Wykazano, ze na skutek zadziatania réznych czynnikéw endogennych i egzogennych, u
pacjentéw z ME/CFS moze dochodzi¢ do rozluznienia szczelnych potgczen w barierze jelitowej,
naruszenia jej ciggtosci i wzrostu przepuszczalnosci [222,223]. Patologiczna zmiana
przepuszczalnosci jelit nazywana jest zespotem nieszczelnego jelita (ang. leaky gut syndrome),
nie zostata jednak jak dotad zdefiniowana jako odrebna jednostka chorobowa [223-225].
Zwiekszony, przewlekty stan przepuszczalnosci bariery jelitowej, wraz z indywidualnymi
predyspozycjami genetycznymi, moze wywotywaé reakcje immunologiczng [223,226].
Aktywnos$¢ modulatoréw przepuszczalnosci jelit, takich jak zonulina i okludyny, zdaje sie miec
kluczowy zwigzek z tym zjawiskiem [227]. Ich aktywacje i ekspresje modulujg rézne czynniki,
takie jak antybiotyki, leki, gluten, czy bakterie. W wyniku ich dziatania zniszczone zostajg $ciste

potaczenia miedzy komdrkami sluzéwki, co zwieksza przepuszczalnosé sciany jelita, pozwala
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na ekspozycje organizmu gospodarza na antygeny i powoduje odpowiedz ze strony uktadu
immunologicznego [222,224]. Receptory zonuliny zostaty odkryte réwniez w médzgu
cztowieka, co sugeruje, ze moze ona tez wptywac na przepuszczalno$é bariery krew-mozg i
ksztattowac wrota dla standéw zapalnych i proceséw autoimmunologicznych [227].

Dysfunkcja bariery jelitowej prowadzi do zmniejszenia motoryki przewodu
pokarmowego, nieprawidtowej sekrecji jelit i zmniejszenia produkcji $luzu, co przyczynia sie
do rozwoju objawdéw dyspeptycznych. Nieprawidtowa mikrobiota jelitowa moze nasilac¢
produkcje endotoksyn bakteryjnych, w tym bakteryjnego LPS, a translokacja LPS przez
rozszczelnione pofgczenia w uszkodzonej barierze jelitowej powoduje aktywacje ukfadu
immunologicznego, zwieksza synteze cytokin prozapalnych i wptywa na utrzymywanie
przewlektego stanu zapalnego w obrebie przewodu pokarmowego [193,222]. Dodatkowo
wzrasta prawdopodobienistwo translokacji mikroorganizmdéw, rozwoju endotoksemii i
przewlektego stanu zapalnego o umiarkowanym stopniu nasilenia, co prowadzi do aktywacji
osi mézgowo-jelitowe;.

Jak zaznaczono juz wczedniej, istniejg doniesienia naukowe na temat dysbiozy jelitowe;j
w ME/CFS, ktére wskazujg na zmniejszong obfito$¢ i réznorodnos¢ Firmicutes oraz wiekszg
obfito$¢ i rézinorodnos¢ Bacteroidetes w tej grupie pacjentow [211]. Nizszy wskaznik
Firmicutes/Bacteroides, uwazany za wyktadnik nieprawidtowej mikrobioty jelitowej, moze
wigzad sie z wzrostem ilosci bakterii Enterobacteriaceae [1,209]. Niektdre badania wykazaty,
ze przerost bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, mozie prowadzi¢ do rozwoju stanu
zapalnego jelit, wzrostu przepuszczalnosci bariery jelitowej i wzrostu produkcji LPS [222,228].
Maes i wsp. wykazali istotnie podwyzszone poziomy przeciwciat klasy IgA przeciwko
komensalnym bakteriom mikrobioty jelitowej oraz podniesione wyktadniki stanu zapalnego,
badajac surowice krwi 128 pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu do zdrowych kontroli [228]. W
metaanalizie z 2022 roku, podsumowujace] udziat dysbiozy jelitowej w rozwoju przewlektego
zmeczenia oraz niektorych choréb psychicznych, Safadi i wsp. potwierdzili istotnie
podwyzszony poziom lipopolisacharydu LPS, przeciwciat przeciwko LPS, biatka wigzgcego LPS
(ang. lipopolysaccharide binding protein, LBP) oraz limfocytow sCD14 (wykfadnik stanu
zapalnego) w surowicy krwi pacjentéw z zespotem przewlektego zmeczenia [229]. Niektére
publikacje naukowe sugerujg, ze LPS poprzez wigzanie z CD14 lub receptorem TLR-4 pobudza
szlaki immunologiczne do produkcji cytokin prozapalnych, powodujgcych nastepnie aktywacje

komodrek mikrogleju [230,231].
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Osrodkowy uktad nerwowy jest $cisle zwigzany z uktadem pokarmowym, petni wazng
funkcje w regulowaniu pracy jelit oraz utrzymaniu homeostazy [197]. Jednak regulacja ta jest
dwukierunkowa, gdyz jednoczesnie aktywnos¢ przewodu pokarmowego i funkcjonowanie
bariery jelitowej sg kontrolowane przez mikrobiote jelitowg, ktéra moze wptywac na komaorki
nerwowe i OUN oraz uczestniczyé w regulacji funkcji uktadu nerwowego [197]. Zaleznos¢
miedzy mikrobiotg jelitowg a ludzkim organizmem jest tak ztozona, ze badacze zaproponowali
koncepcje osi mézgowo-jelitowej (ang. gut-brain axis, GBA) [232]. Mdzg i jelita sg ze soba
potgczone réznymi drogami, m.in. nerwem btednym, uktadem odpornosciowym, na drodze
neuroendokrynnej lub procesami metabolicznymi drobnoustrojéw jelitowych. Jednak
najwazniejszym potgczeniem pomiedzy jelitami a mozgiem wydaje sie by¢ wewnetrzny uktad
nerwowy jelit (ang. enteric nervous system, ENS), bedacy czescig przywspodtczulnego
autonomicznego uktadu nerwowego. Zwoje jelitowe jelitowego uktadu nerwowego tworzg
dwa sploty nerwowe - splot miesnidwkowy Auerbacha (zewnetrzny) oraz splot
podsluzéwkowy Meissnera (wewnetrzny). Splot Auerbacha odpowiada gtéwnie za motoryke
jelit, natomiast splot Meissnera wraz z wiéknami nerwowymi blaszki wtasciwej btony sluzowej
jelit reguluje transport przeznabtonkowy [193]. Autonomiczny uktad nerwowy przewodu
pokarmowego taczy sie z osrodkowym uktadem nerwowym wspéttworzagc o$ mdzgowo-
jelitowa. Szlaki komunikacji na drodze osi mdzgowo-jelitowej zostaty schematycznie
przedstawione na Rycinie 4. [197].

Utrzymywanie sie przewlektego stanu zapalnego jelit o niskim stopniu nasilenia oraz
zwiekszona produkcja cytokin prozapalnych, w odpowiedzi na stres i zwiekszong ilos¢
endotoksyn bakteryjnych, powodujg zmiany w splotach nerwowych przewodu pokarmowego,
w tym m.in. zmiany w ilosci i sktadzie syntetyzowanych i wydzielanych neurotransmiteréw,
zmiany w ilosci zwojéw nerwowych oraz stan zapalny w obrebie jelitowych zwojow
nerwowych zwigzany z przenikaniem limfocytéw i mastocytow przez S$ciane jelita
[191,193,232]. Dodatkowo mikroorganizmy mogg pobudza¢ szlaki cholinergiczne
bezposrednio poprzez zdolno$é do syntezy neuroprzekaznikdw. Wykazano, ze bakterie
Lactococcus, Streptococcus, Escherichia i Candida skutecznie zwiekszajg stezenie serotoniny,
Lactobacillus i Bifidobacterium - kwasu gamma-aminomastowego (GABA), a Bacillus,

Escherichia i Saccharomyces — norepinefryny [194,215,232,233].
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Mikrobiota przewodu pokarmowego moze pobudzac szlaki cholinergiczne réwniez
posrednio poprzez synteze metabolitéw, takich jak SCFA (m.in. maslan), stymulujgcych
uwalnianie serotoniny. Wykazano, iz za wytwarzanie maslanu, a przez to za zwiekszenie
produkcji serotoniny odpowiada Faecalibacterium, Roseburia i Coprococcus [195]. Sygnaty te
zmieniajg funkcjonowanie uktadu nerwowego przewodu pokarmowego i sg nastepnie
przekazywane za posrednictwem osi mézgowo-jelitowej do osrodkowego uktadu nerwowego,
gdzie moga wptywa¢ na zmiany w przekaznictwie nerwowym i przyczynia¢ sie do
wystepowania takich objawéw, jak bdle i zawroty gtowy, pogorszenie pamieci i koncentracji,
obnizenie nastroju, czy zmeczenie, ktore wpisujg sie w obraz kliniczny ME/CFS [193]. Role
dysbiozy jelitowej i zwiekszonej przepuszczalnosci bariery jelitowej w patogenezie ME/CFS

przedstawiono schematycznie na Rycinie 5. [216].
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Kluczowa role w dwukierunkowej komunikacji miedzy moézgiem a mikrobiotg odgrywa
rowniez nerw btedny, ktéry stanowi gtéwng droge aferentng od jamy brzusznej do mdzgu
[233,234]. Istniejg doniesienia, ze mikrobiota moze aktywowac te $ciezke, wptywajac na
dziatanie modzgu na poziomie fizjologicznym i behawioralnym [233,234]. Przyktadem
fizjologicznych proceséw, na ktdore wptywajg interakcje nerwu btednego i mikrobioty jest
gojenie ran. Wykazano, ze Lactobacillus reuteri, obecny w preparatach probiotycznych,
zwieksza uwalnianie oksytocyny z podwzgdrza, co wptywa na przyspieszenie procesu gojenia
ran [235]. Podobnego efektu nie obserwowano po wagotomii [235]. Wykazano réwniez, ze
przejsciowa dezaktywacja grzbietowego kompleksu nerwu btednego ostabia deficyty izolacji
spotecznej, wywotane obwodowym podaniem LPS [236]. W modelu zwierzecym
zaobserwowano, ze przeciecie nerwu btednego przyczynia sie do obnizenia odczucia
niepokoju, ponadto zachowania lekowe zwigzane z przewlektym zapaleniem jelit, wywotanym
przy pomocy dekstranu siarczanu sodu (DSS), nie wystepowaty u myszy poddanych wczesniej
wagotomii [237]. Sugeruje to, ze nerw btedny jest elementem posredniczagcym w wywieraniu
negatywnych efektow przewlektego zapalenia jelit na uktad nerwowy. Wykazano réwniez, ze
wagotomia blokowata anksjolityczne dziatanie Bifidobacterium longum i antydepresyjne
dziatanie Lactobacillus rhamnosus [238,239]. Pozwala to przypuszczaé, ze nerw btedny
odgrywa znaczaca role w mechanizmie korzystnego dziatania probiotykow.

Istniejg strukturalne podobienstwa miedzy jelitem i barierg krew-modzg (ang. blood-
brain barier, BBB). BBB jest ztozong jednostky, sktadajgcg sie z komodrek S$rédbtonka
naczyniowego OUN. Oddzielaja one swiatto naczyn krwionosnych od jego parenchymy
[240,241]. Natomiast perycyty i astrocyty uszczelniajg komorki srodbtonka kapilar BBB.
Ponadto S$ciste potaczenia biatek transbtonowych ograniczajg paracelularng dyfuzje
rozpuszczalnych w wodzie substancji z krwi do mdozgu [240,241].

Ostatnie badania myszy germ-free (pozbawionych mikrobioty jelitowej) wskazujg na
mozliwos¢ modulowania BBB przez mikrobiote [242]. Ekspozycja dorostych myszy na
mikrobiote katowg myszy germ-free obnizyta przepuszczalnos¢ BBB i zwiekszyta ekspresje
modulatoréw przepuszczalnosci jelit [242]. Co wiecej, kolonizacja jelit dorostych myszy germ-
free szczepami bakterii, ktére wytwarzajg krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe
znormalizowata przepuszczalno$é BBB. Zaobserwowano réwniez, ze maslan sodu zwiekszyt

ekspresje okludyny, ktora zostata powigzana ze zmniejszong przepuszczalnoscig BBB [242]. Te
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obserwacje sugeruja, ze ekspresja okludyny przez komorki srédbtonka mozgu jest wrazliwa na
zmiany w mikrobiocie jelitowej [242].

Jednym z czynnikdéw regulujacych o$ mozgowo-jelitowa na drodze endokrynnej jest
kortyzol. Jego wydzielanie regulowane jest przez o$ podwzgdrze-przysadka-nadnercza (HPA),
a uwalniany jest pod wptywem stresu. Kortyzol moze wptywaé na odpowiedz immunologiczng
poprzez modulowanie aktywnosci i sktadu mikrobioty oraz poprzez wydzielanie cytokin [243].
Badajgc modele zwierzece wykazano zaburzenia w funkcjonowaniu osi HPA, zwiekszong
reaktywno$¢ na stres oraz zaburzenia funkcji poznawczych u myszy germ-free [244] oraz
odwrécenie przesadnej reakcji na stres u myszy germ-free po przeszczepieniu mikrobioty
jelitowej od zdrowych myszy [245]. Zwiekszona przepuszczalnos¢ bariery jelitowej prowadzi
do translokacji bakterii, ktéra powoduje odpowiedZ osi HPA i aktywacje immunologiczng
[246]. Reakcja osi HPA na ostry stres moze zostac ztagodzona przez dietetyczne postepowanie
probiotyczne [247]. Wykazano, ze szczepy Lactobacillus i Bifidobacterium infantis maja
zdolnos$¢ normalizowania zachowan zwigzanych ze stresem [244,248]. Odkryto, ze leczenie
probiotykami i substancjami modulujgcymi wzrost korzystnych bakterii, zmienia odpowiedz
na wytwarzanie kortyzolu i reakcje emocjonalng zdrowych ludzi [249]. Te wyniki pokazujg, ze
mikrobiota jelitowa jest waznym modulatorem osi HPA [249]. Trzeba pamietac jednak, ze ten
zwigzek pomiedzy reakcjami neuroendokrynnymia mikrobiotg jest dwukierunkowy [193,197].
Kortykoliberyna (CRH) jest poczatkowym neurohormonem osi HPA, pobudzajgcym przysadke
mozgowq do wytwarzania hormonu adrenokortykotropowego (ACTH). Moze to ksztattowac
populacje mikrobioty jelitowe], posrednio modulujgc indukowang stresem przepuszczalno$é
jelit, ich motoryke oraz odpowiedZ odpornosciowg i zapalng [250]. Mechanizmy
oddziatywania na szlaku osi HPA przedstawiono schematycznie na Rycinie 6. [197].

Bardzo wazinym szlakiem komunikacji pomiedzy jelitami a modzgiem jest uktad
immunologiczny. Badania przeprowadzone na modelach zwierzecych wskazujg na obnizony
poziom cytokin prozapalnych IL-6, INF-y i TNF-a w grupie otrzymujgcej probiotyk w
poréwnaniu do grupy placebo [197]. Co wiecej probiotyk wptynat na zwiekszenie poziomu
tryptofanu [197]. Na szlaku metabolicznym tryptofan moze zosta¢ przeksztatcony w kwas
kynureninowy (ang. kynurenic acid, KYNA) lub kynurenine, ktére majg antagonistyczny wptyw
na ukfad nerwowy. KYNA dziata neuroprotekcyjnie przez antagonizm wobec receptorow
NMDA [248]. Nieprawidtowosci w szlaku kynureninowym mogg by¢ spowodowane

dysregulacjg immunologiczng lub nadmiernym pobudzeniem osi HPA. Zasadniczg funkcjg tego
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szklaku jest metabolizm tryptofanu do hormonéw odpowiedzialnych za regulacje nastroju —
serotoniny i melatoniny [251]. Czynniki zapalne mogg powodowaé zwiekszong aktywacje
znajdujgcego sie w astrocytach, mikrogleju i neuronach enzymu - indoloamino-2,3,-
dioksygenazy (ang. indoleamine-2,3-dioxygense, 1DO). IDO katabolizuje tryptofan w
neurotoksyczng  kynurenineg, ktéora  zwieksza ryzyko  wystgpienia procesow
neurodegeneracyjnych i neurotoksycznych i prowadzi do rozwoju zaburzen funkcji
poznawczych [251].

Opisane mechanizmy stanowig jedynie hipotezy i nie zostaty jak dotad jednoznacznie
wyjasnione, dlatego wymagajg potwierdzenia w dalszych badaniach naukowych. Na
podstawie dotychczasowych doniesied mozna jednak stwierdzié, ze istniejg istotne
dwukierunkowe powigzania pomiedzy osrodkowym uktadem nerwowym, a mikrobiotg
jelitowq. Okreslenie zwigzku pomiedzy dysbiozg jelitowa, dysfunkcjg bariery jelitowej oraz
nieprawidtowa odpowiedzig immunologiczng a rozwojem ME/CFS wydaje sie niezbedne dla
zrozumienia patogenezy tej choroby, a takze moze stac sie punktem uchwytu dla opracowania

nowych metod diagnostyki i leczenia przyczynowego tej choroby.
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1.4.8. Dysbioza jelitowa w zespole przewlektego zmeczenia

Obecnie wiele badan naukowych skupia sie wokét wptywu sktadu mikrobioty jelitowej
na zdrowie organizmu gospodarza, a takze wokof roli zaburzen w jej sktadzie na rozwdéj stanow
chorobowych. Zwraca uwage duza czestos$¢ wystepowania u pacjentow z ME/CFS objawodw z
uktadu pokarmowego, takich jak m.in. bdle brzucha, zmiana rytmu wyprdéznien, nudnosci,
biegunki czy wzdecia [3,193] Dodatkowo u pacjentéw z zespotem przewlektego zmeczenia
znaczgco czesciej wspotwystepuje zespot jelita drazliwego (ZDJ; ang. irritable bowel syndrome,
IBS) [3]. Wzrost obfitosci nieprawidtowych populacji bakterii w jelitach, czyli dysbioza jelitowa,
zostata jak do tej pory opisana w wielu chorobach, m.in. metabolicznych [198,199],
gastroenterologicznych [200,201], autoimmunologicznych [202,203], onkologicznych [204],
neurologicznych [205-208], co wyraznie pokazuje jak duzy i wielokierunkowy wptyw na
organizm gospodarza mogg miec zaburzenia sktadu mikrobioty jelitowe;.

W zwigzku z tym wysunieto hipoteze, ze dysbioza jelitowa moze uczestniczy¢ rowniez
w patogenezie ME/CFS, co stato sie tematem wielu aktualnych badan naukowych [1,129,209-
219], jednak zwigzek pomiedzy konkretnymi zaburzeniami w sktadzie mikrobioty jelitowej, a
patogenezg zespotu przewlekliego zmeczenia nie zostat jak na razie jednoznacznie
udowodniony. Réwniez niewyjasniong kwestig pozostaje czy dysbioza jelitowa w ME/CFS jest
zmiang pierwotng czy wtérng do rozwijajgcych sie objawdw.

W badaniu opublikowanym w 2021 roku Lupo i wsp. poréwnali sktad mikrobioty i
profile metabolomiczne pacjentéw z ME/CFS z osobami zdrowymi, wykorzystujagc metode
sekwencjonowania 16S rRNA [1]. Wykazali, ze w mikrobiocie jelitowe] pacjentéw z ME/CFS
jest znaczgco nizsza obfitos¢ rodzajéw Lachnospiraceae i Anaerostipes, natomiast wyzsza jest
obfitos¢ bakterii z rodzajow Bacteroides i Phascolarctobacterium [1]. W profilach
metabolomicznych oznaczanych z préobek katu pacjentéw, wykazano podwyzszone poziomy
kwasu glutaminowego i argininobursztynowego oraz obnizony poziom alfa-tokoferolu [1].

Inne badania naukowe, w ktérych oznaczano mikrobiote jelitowg w prébkach stolca
pacjentow z ME/CFS, takze wykazaty pewne rdznice w sktadzie bakterii jelitowych [129,209—
212,214,215,220]. Podsumowanie dotychczasowych wynikow badan naukowych, ktére
wykazaty zmiany w sktadzie mikrobioty jelitowej u pacjentéw z ME/CFS przedstawiono w

Tabeli 8. [216].
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Tabela 8. Podsumowanie publikacji naukowych potwierdzajacych zmiany sktadu mikrobioty

jelitowej w ME/CFS na podstawie Varesi i wsp. [216] w modyfikacji wtasnej

Publikacja Uczestnicy Kryteria Metody analizy Wyniki
badania diagnostyczne
Lupoiwsp., | 35 pacjentéw z | Kryteria Sekwencjonowanie Mniejsza ilosci Anaerostipes
2021 [1] ME/CFS i 70 oséb | Fukudy mikrobioty w prébek | (Lachnospitaceae) oraz wzrost
zdrowych (35 z katu, metodg 16S rRNA | ilosci Bacteroides i
nich miato [llumina sequencing Phascolarctobacterium
krewnych z
ME/CFS, a 35 nie)
Fremont i | 43 pacjentdw z | Kryteria Wysokoprzepustowe Wozrost ilosci Lactonifactor i
wsp., 2013 | ME/CFS i 36 oséb | Fukudy sekwencjonowanie 16S | Alistipes, zmniejszenie iloSci
[209] zdrowych rRNA  mikrobioty  z | kilku populacji Firmicutes
prébek stolca
Shukla i | 10 pacjentow z | Kryteria Préba maksymalnego | Wzrost  obfitosci  gtéwnych
wsp., 2015 | ME/CFS i 10 oséb | Fukudy wysitku fizycznego, | typdw bakterii (po  wysitku
[210] zdrowych prébki katu pobrano | fizycznym), zmniejszenie
przed oraz 15min, 48 | klirensu bakteryjnego  (po
godzin i 72 godziny po | wysitku fizycznym)
wysitku fizycznym,
sekwencjonowanie 16S
rRNA
Giloteaux i | 49 pacjentow z | Kryteria Wysokoprzepustowe Spadek réznorodnosci
wsp., 2016 | ME/CFS i 39 oséb | Fukudy sekwencjonowanie 16S | mikrobioty w ME/CFS, mniejsza
[211] zdrowych rRNA  mikrobioty z | ilos¢ baterii z typu Firmicutes,
probek stolca wzrost  iloSci  prozapalnych
szczepOw (Proteobacteria)
Giloteaux i | Para 34-letnich | Kryteria 2 dniowa préba CPET, | Spadek réznorodnosci
wsp., 2016 | monozygotycznych | Fukudy wysokoprzepustowe mikrobioty jelitowej w ME/CFS,
[212] bliznigt, 1 osoba z sekwencjonowanie 16S | spadek ilosci bakterii
ME/CFS i 1 osoba rRNA  mikrobioty z | Faecalibacterium i
zdrowa probek stolca Bifidobacterium
Nagy- 50 pacjentdw z | Kryteria Sekwencjonowanie Pacjenci z ME/CFS i IBS: wzrost
Szakal i | ME/CFS i 50 oséb | Fukudy i | metoda shotgun | ilosci Alistipes i spadek iloscig
wsp., 2017 | zdrowych kryteria mikrobioty z prébek | Faecalibacterium; pacjenci tylko
[129] kanadyjskie stolca z ME/CFS:  wzrost  ilos¢
(cca) Bacteroides i spadek ilosci
Bacteroides vulgatus
Sheedy i | 108 pacjentéw z | Kryteria Identyfikacja bakterii w | Wzrost produkcji kwasu
wsp., 2009 | ME/CFS i 177 oséb | londynskie, probkach stolca | mlekowego,  wieksza  ilos¢
[220] zdrowych Kryteria metodami bakterii Enterococus i
Fukudy i | standardowymi Streptococcus spp.
kryteria (hodowla)
kanadyjskie
(ccq)
Mandarano | 49 pacjentéw z | Kryteria Sekwencjonowanie 18S | Spadek réznorodnosci
iwsp., 2018 | ME/CFS i 39 os6b | Fukudy rRNA  mikrobioty z | eukariotdw, wzrost
[214] zdrowych probek stolca Basidiomycota/Ascomycota
ratio (wyniki nieistotne
statystycznie)
Kitami i | 48 pacjentdw z | Kryteria Wysokoprzepustowe Wozrost ilosci  Corpobacillus,
wsp., 2020 | ME/CFS i 52 oséb | Fukudy i | sekwencjonowanie 16S | Eggerhella i Blautia u pacjentow
[215] zdrowych kryteria rRNA  mikrobioty z | z ME/CFS
ME/ICC prébek stolca
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I.5. Uzasadnienie podjecia tematu badawczego

Zespot przewlektego zmeczenia (ME/CFS) jest istotnym problemem klinicznym, ktéry
znacznie uposledza codzienng aktywno$é pacjentdéw i obniza jako$é ich zycia, jednak pomimo
wielu badan naukowych, jego patogeneza i etiologia nadal nie zostata w petni wyjasniona, a
takze nie opracowano markera biologicznego, ktory przyspieszytby diagnostyke ME/CFS.
Dlatego szacuje sie, ze nawet u ok. 90% pacjentow z tg chorobg nadal nie postawiono jeszcze
prawidtowej diagnozy, a doktadna chorobowos$¢ ME/CFS pozostaje wcigz nieznana.

Trwajgca od 2020 roku pandemia wirusa SARS-Cov-2 przyczynita sie do rozwoju
objawéw przewlektego zmeczenia u czeéci ozdrowiencéw choroby Covid-19, co sprawito, ze
objawy przewlektego zmeczenia staty sie szerzej rozpoznawalne. Istniejg doniesienia
naukowe sugerujgce, ze objawy powirusowego zespotu przewlektego zmeczenia oraz ME/CFS,
mogag by¢ ze sobg czesciowo zbiezne. Sugeruje sie, ze w zwigzku z pandemig nowego
koronawirusa ilo$¢ pacjentéw, u ktorych rozwinie sie ME/CFS moze znaczgco wzrosngc.
Obecnie utrzymywanie sie objawdw zmeczenia czy dysfunkcji autonomicznej przez cztery lub
wiecej tygodni po przebyciu infekcji COVID-19, definiowane jest przez CDC jako Long-COVID.
Sytuacja ta pokazuje jak wazne jest wyjasnienie etiologii ME/CFS oraz jego zwigzku z
zmeczeniem powirusowym, a takze opracowanie skutecznego leczenia.

Dysbioza jelitowa i ogélnoustrojowa odpowiedz organizmu gospodarza na zaburzony
skfad i funkcjonowanie mikrobiomu jelitowego jest jedng z rozwazanych mozliwych przyczyn
ME/CFS. Niektére doniesienia naukowe sugerujg istnienie zaburzern homeostazy mikrobiomu
jelitowego oraz zaburzen metabolomicznych u pacjentow z ME/CFS. Jak dotad
przeprowadzono jednak stosunkowo niewiele badan dotyczgcych tych zaburzeid u oséb z
zespotem przewlektego zmeczenia, a istniejgce badania byty zwykle prowadzone na matych
grupach pacjentéw, obejmowaty niespdjne kryteria diagnostyczne, wykorzystywaty rézne
metody badawcze, mogty by¢ zaktdcone poprzez kontrolowanie czynnikdw srodowiskowych
wptywajgcych na sktad mikrobiomu przed pobraniem prdébek, czy przedstawiaty wykluczajace
sie nawzajem wyniki. W zwigzku z tym jak dotad nie ma wystarczajgcych dowoddw naukowych
na potwierdzenie zwigzku miedzy zaburzeniami homeostazy mikrobiomu jelitowego, a
rozwojem ME/CFS. Dlatego niezbedne s3 dalsze badania naukowe w tym temacie, oparte na
rygorystycznym podejsciu do diagnozowania i rozpoznawania ME/CFS, na dobrze
zaplanowanych projektach eksperymentalnych i w koncu na wyczerpujgcych analizach

danych.
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W swoim badaniu podjetam sie analizy mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z zespotem
przewlektego zmeczenia, co moze mie¢ duze znaczenie w uzupetnieniu wiedzy na temat
etiologii i patogenezy tej choroby, a takze moze przyczyni¢ sie do poprawy jej diagnostyki.
Udowodnienie zwigzku dysbiozy jelitowej z rozwojem ME/CFS i precyzyjne okreslenie rodzaju
zaburzen jakosciowych lub ilosciowych mikrobioty jelitowej, moze staé¢ sie potencjalnym
punktem uchwytu w efektywnej terapii tego schorzenia. Przeprowadzone badanie moze
przyczynic sie w przysztosci do lepszego zrozumienia roli mikrobiomu jelitowego w rozwoju
zespotu przewlektego zmeczenia, a takze opracowania nowych metod prewencji, diagnostyki

i leczenia ME/CFS.
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CELE PRACY, HIPOTEZY BADAWCZE

Cele pracy:

1.

Analiza skfadu ilo$ciowego i jakosciowego mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z
ME/CFS, w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej.

Ocena réznic w sktadzie mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu
do zdrowej grupy kontrolnej, ze wzgledu na ptec i wiek.

Ocena zdolnosci do klasyfikacji mikrobiomu jelitowego pacjentow z ME/CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, przy uzyciu metod uczenia sie maszynowego.
Poréwnanie mikrobiomu jelitowego pomiedzy grupg badang i kontrolng na podstawie
analizy sieciowej mikrobiomu jelitowego, dla sieci przeprowadzonej na podstawie ASV.
Ocena zaleznosci miedzy rdéznicami w sktadzie mikrobiomu jelitowego, a
funkcjonowaniem  autonomicznego ukfadu nerwowego, funkcjonowaniem

poznawczym oraz wybranymi objawami zespotu przewlektego zmeczenia.

Hipotezy badawcze:

H1. Alfa-réznorodno$¢ mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z zespotem przewlektego

zmeczenia rézni sie w sposob istotny w poréwnaniu do oséb zdrowych.

H2. Beta-réznorodnos¢ mikrobiomu jelitowego u pacjentéow z zespotem przewlektego

zmeczenia rézni sie w sposob istotny w poréwnaniu do oséb zdrowych.

H3. Czynniki wptywajgce na obraz kliniczny zespotu przewlektego zmeczenia, takie jak pteé

czy wiek pacjentdéw, s3 istotnie zalezne od sktadu mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z

ME/CFS.

H4. Stopien nasilenia objawdw zespotu przewlektego zmeczenia, funkcjonowanie

autonomicznego uktadu nerwowego oraz funkcjonowanie poznawcze sg zalezne od

sktadu mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z ME/CFS.
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I, MATERIAL | METODY
[1.1. Materiat
[11.1.1. Schemat badania

Badanie zostato przeprowadzone w okresie od stycznia 2018 roku do marca 2019 roku
w Bydgoszczy. W projekcie badawczym wzieli udziat petnoletni ochotnicy w wieku miedzy 25.
a 65. rokiem Zzycia. Rekrutacja do badania odbywata sie za pomocg $rodkéw masowego
przekazu (lokalne audycje radiowe, lokalne gazety oraz media spotecznosciowe). Przesytane
do obiorcéw tresci zawieraty informacje o prowadzonym przez zespdt naukowy Katedry
Higieny, Epidemiologii i Ergonomii programie badawczym na temat ME/CFS, ktéry byt
nastepnie kontynuowany przez zespot naukowy Katedry Fizjologii Wysitku Fizycznego i
Anatomii Funkcjonalnej Collegium Medicum w Bydgoszczy. Nastepnie kontaktowano sie z
uczestnikami mailowo w celu przeprowadzenia krotkiego wywiadu przesiewowego i
wyfonienia oséb, ktére wstepnie kwalifikowaty sie do wtgczenia do projektu badawczego.
Pacjenci podawali tez informacje na temat swoich choréb towarzyszacych, stosowanej
farmakoterapii, przebytych chordb i zabiegédw operacyjnych.

Do badania poczatkowo zgtosito sie 250 pacjentéw. Na podstawie przyjetych
kryteridow, do badania zakwalifikowano 32 pacjentéw z ME/CFS do grupy badanej oraz 18 oséb
zdrowych do grupy kontrolnej. Ostatecznie 27 pacjentéw z grupy badanej i 15 z grupy
kontrolnej wyrazito zgode na wykonanie badania katu i dostarczyto prébki do badania.

U tych pacjentéw przeprowadzono szczegétowy wywiad chorobowy dotyczacy rodzaju
oraz poczatku objawdw, wczesniejszych chordb, przyjmowanych lekéw, innych dolegliwosci.
Przeanalizowano réwniez dotychczasowg dokumentacje medyczna pacjentéw, gdyz w
przewazajgcej wiekszosci szukali oni wczesniej pomocy u réznych lekarzy specjalistéw oraz
wykonywali wiele badan dodatkowych, w celu poszukiwania powodu swoich dolegliwosci, a
takze skutecznej metody leczenia. Nastepnie przeprowadzono u wytonionych pacjentéw
badanie neurologiczne i psychiatryczne, celem wykluczenia choréb stanowigcych kryteria
wytgczenia z udziatu w badaniu.

W kolejnym etapie badania wykonano ocene nasilenia objawdéw zespotu przewlektego
zmeczenia, przy uzyciu skal oceny wptywu zmeczenia (ang. Fatigue Impact Scale, FIS) i oceny
nasilenia zmeczenia (ang. Fatigue Severity Scale, FSS), ocene funkcjonowania autonomicznego
uktadu nerwowego przy uzyciu Task Force Monitor (TFM, CNSystems, Medizintechnik, Graz,

Austria) oraz ocene funkcji kognitywnych przy uzyciu testu taczenia punktow — TMT A i B.
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Zakwalifikowani pacjenci dostarczyli do laboratorium prébki katu pobrane wg wskazanego
protokotu.

Wszystkie badania zostaty wykonane w Pracowni Chronomedycyny i Badan
Czynnosciowych Autonomicznego Uktadu Nerwowego, Katedry Higieny, Epidemiologii i
Ergonomii, Collegium Medicum w Bydgoszczy. WSszyscy uczestnicy badania podpisali
Swiadomga i dobrowolng zgode na udziat w badaniu. Zgoda na przeprowadzenie badania
eksperymentalnego zostata zatwierdzona przez Komisje Bioetyczng, dziatajgca przy Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy (decyzja nr KB660/2017). Schemat badania

przedstawiono na Rycinie 7.

[11.1.2. Kwalifikacja do grupy badanej

Kryteria wigczenia stanowity:

e wiek pacjentéw od 25. do 65. roku zycia, kobiety i mezczyzni

e rozpoznanie zespotu przewlektego zmeczenia na podstawie kryteridw Fukudy
(ocenionych prospektywnie) oraz kryteriow ME/ICC (ocenionych retrospektywnie)

e wyrazenie dobrowolnej zgody na udziat w eksperymencie

Kryteria wytaczenia stanowity:

e wiek pacjentéw ponizej 25. lub powyzej 65. roku zycia

e nie spetnienie kryteriéw Fukudy i/lub kryteriéw ME/ICC

e choroby towarzyszace takie jak: choroby psychiczne albo inne choroby przewlekte, w
ktorych obrazie klinicznym moze wystepowaé objaw zmeczenia (tj. choroby ukfadu
krazenia, choroby uktadu endokrynologicznego, choroby autoimmunologiczne)

e uznanie, ze zmeczenie nie byto gtdwnga dolegliwoscig zgtaszajgcych sie pacjentéw

[11.1.3. Kwalifikacja do grupy kontrolnej
e wiek pomiedzy 25. a 65. rokiem zycia, kobiety i mezczyzni
e o0soby zdrowe, nie chorujgce na choroby przewlekte

e nie spetnianie kryteriéw Fukudy i/lub kryteriow ME/ICC
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Zrekrutowani

Pacjenci chetni do
udziatu w badaniu
(n=250)

Pacjenci wykluczeni z
udziatu w badaniu - nie
spetnili kryteriow

wtiaczenia (n=218)

- nie spetnili kryteriow
Fukudy lub ME/ICC
(n=180)

v

- inna diagnoza lub
zmeczenie nie byto
gtéwna dolegliwoscig
(n=38)

Zakwalifikowani

A

Zdrowe osoby chetne do Grupa ME/CFS (n=32)

udziatu w badaniu (n=18)

> Grupa kontrolna (n=18)

Dostarczyli probke

stolca do badania j l
Grupa Grupa
ME/CFS kontrolna
(n=27) (n=15)

Rycina 7. Schemat badania

[11.1.4. Protokot pobrania prébek do badania

Pacjenci z grupy badanej i grupy kontrolnej zostali poproszeni o pobranie prébek stolca
do badania jeden raz, w warunkach domowych, zgodnie z ponizszym protokotem. Prébki
zostaty pobrane ze sSwiezo wydalonego stolca, uzywajgc jalowego sprzetu jednorazowego
uzytku, do specjalnych pojemnikéw i w tym samym dniu, jak najszybciej, dostarczone do
Katedry Higieny, Epidemiologii i Ergonomii, gdzie zostaty zamrozone i byty przechowywane w

temperaturze -80 stopni Celsjusza do czasu izolacji DNA i wykonania dalszych analiz.
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[11.2. Metody
[11.2.1. Metody oceny nasilenia zmeczenia

Skala Oceny Wptywu Zmeczenia (ang. Fatigue Impact Scale, FIS)

Skala Oceny Wptywu Zmeczenia (FIS), powstata w 1994 roku, i do dzisiaj pozostaje
jednym z najczesciej stosowanych narzedzi w ocenie funkcjonalnych ograniczen
spowodowanych zmeczeniem. Skala jest dos¢ rozbudowana i szczegétowa - sktada sie z 40
stwierdzen, z ktérych kazde jest oceniane przez pacjenta w skali od 0 punktow (bez problemu)
do 4 punktéw (bardzo istotny problem), stad mozna otrzymac tgcznie od 0 do 160 punktéw,
co pozwala subiektywnie okresli¢ stopien nasilenia objawdw chronicznego zmeczenia. FIS
sktada sie z trzech podskal, ktére opisujg wptyw zmeczenia na trzy obszary zycia codziennego:
funkcjonowanie poznawcze (10 elementéw), funkcjonowanie fizyczne (10 elementéw) oraz
funkcjonowanie psychospoteczne (20 elementdéw). Skala posiada wysoki wspdtczynniki
rzetelnosci alfa Cronbacha (20,87) oraz wysokg wiarygodnos¢ testu (0,72-0,83). Wyzsze
wyniki wskazujg na wiekszy wptyw zmeczenia na codzienng aktywnos¢ pacjenta. Skala jest
czesto wykorzystywana w badaniach naukowych, w praktyce klinicznej jej uzycie jest mato
praktyczne, w zwigzku z duzym rozbudowaniem skali, jednak pojawiajg sie rézne skrécone

modyfikacje skali FIS o podobnych wspodtczynnikach rzetelnosci [132].

Skala Oceny Nasilenia Zmeczenia (ang. Fatigue Severity Scale, FSS)

Skala Nasilenia Zmeczenia (FSS) jest szeroko stosowanym kwestionariuszem, stuzgcym
do samodzielnego pomiaru zmeczenia u pacjentéw z zaburzeniami neurologicznymi. Pojecie
zmeczenia opiera sie na postrzeganym przez pacjentdéw stanie energii lub braku energii.
Subiektywny charakter zmeczenia utrudnia zarowno jego zdefiniowanie, jak i zmierzenie.
Sktada sie z dziewieciu stwierdzen, dotyczgcych objawdw zwigzanych z uposledzong tolerancjg
wysitku fizycznego i zaburzeniami neurokognitywnymi, ktdre kazdy pacjent ocenia w skali od
1 do 7 punktéw (gdzie 1 oznacza, ze pacjent catkowicie nie zgadza sie z danym stwierdzeniem,
a7 - ze catkowicie sie zgadza). Jest to skala szeroko stosowana w praktyce klinicznej i naukowej

w ME/CFS, poniewaz pomaga w ocenie zarowno zmeczenia fizycznego, jak i mentalnego [133].

[11.2.2. Metody oceny autonomicznego uktadu nerwowego
U wszystkich pacjentéw zakwalifikowanych do badania wykonano ocene czynnos$ciowg

AUN. Podczas wykonywanych badan osoby przebywaty w tzw. bunkrze chronobiologicznym,
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tzn. w pomieszczeniu wyciszonym z systemem klimatyzacji, utrzymujacym state warunki
temperatury i wilgotnosci powietrza (temperatura powietrza 22 stopnie Celsjusza, wilgotnos¢
powietrza 60%, oswietlenie <10 Ix) a wszystkich pomiaréw dokonywano w godzinach
dopotudniowych. Pomiary byty wykonywane w pozycji lezacej. Przez pierwsze 5 minut trwania
testu nie rejestrowano pomiardow, byt to czas na ustabilizowanie parametréw pacjentéw.
Pomiary wykonano w sposéb nieinwazyjny przy pomocy systemu Task Force Monitor (TFM,
CNSystems, Medizintechnik, Gratz, Austria). Metoda ta jest szeroko stosowana w ocenie
parametréow czynnos$ciowych autonomicznego uktadu nerwowego. W sktad systemu TFM
wchodzg elektrokardiograf (EKG), kardiograf impedancyjny (IKG), urzadzenie do ciggtego
pomiaru cisnienia krwi (contBP) oraz urzadzenie do oscylometrycznego pomiaru cisnienia krwi
(oscBP) [141].

Ocenianym parametrem ukfadu autonomicznego byt stosunek rozkurczowego
cisnienia krwi o niskiej czestotliwosci (ang. low frequency, LF) do wysokiej czestotliwosci (ang.
high frequency, HF) odstepu R do R (LF/HF-RRI). System TFM w ma zaimplementowane
algorytmy, ktére w oparciu o rejestrowane sygnaty wyznaczajg w czasie rzeczywistym
parametry analizy widmowej HRV i BPV. Nastepnie obliczane sg sktadowe widma mocy: zakres
niskich czestotliwosci (LF) i zakres wysokich czestotliwosci (HF). System oblicza iloraz LF/HF,
czyli stosunek mocy gestosci widma niskich do wysokich czestotliwosci. Parametr LF/HF jest
powszechnie  uznawanym  wskaznikiem czynnosciowej réwnowagi  wspdtczulno-

przywspotczulnej [141].

[11.2.3. Metody oceny funkcji poznawczych

Funkcjonowanie poznawcze oznacza zdolnos$¢ danej osoby do przetwarzania mysli.
Okreslenie funkcje poznawcze odnosi sie gtdwnie do takich obszaréw zwigzanych z mysleniem
jak pamieé, zdolnos¢ do uczenia sie nowych informacji, mowy, czytania ze zrozumieniem i
komunikacji. Szlak przetwarzania informacji obejmuje: percepcje bodzca, selektywng uwage,
pamieé¢ operacyjng oraz funkcje wykonawcze. Niektére choroby, w tym ME/CFS, moga
przyczyni¢ sie do powstania objawdéw z zakresu dysfunkcji poznawczych, ktére znaczaco
pogarszajg funkcjonowanie chorego. W ME/CFS najbardziej wyraznymi objawami
uposledzenia funkcji poznawczych sg zaburzenia pamieci i koncentracji. Pomiaréw deficytow
poznawczych mozna dokonywaé przy pomocy narzedzi testowych, metod neuroobrazowych

czy badan dychotycznych.
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W niniejszym badaniu do oceny funkcji poznawczych uzyto testu faczenia punktow
(ang. Trail Making Test, TMT). Trail Making Test jest narzedziem neuropsychologicznym
oferujgcym szybka ocene rdézinych umiejetnosci, w tym domeny funkcji wykonawczych:
zdolnosci wzrokowo-przestrzenne, przetgczanie zadan i pamiec operacyjng [252,253]. Trial
Making Test czes¢ A (TMT A) wymaga potgczenia kropek z liczbami od 1 do 25 w kolejnosci
sekwencyjnej. Zadaniem w czesci B (TMT B) jest naprzemienne tgczenie punktdw, najpierw
taczenie liczby z literg, a nastepnie ponownie z liczbg w kolejnosci rosngcej (np. 1-A-2-B itd.).
TMT B zawiera cyfry od 1 do 13 oraz litery od A do L. Wynikiem TMT A i B jest czas potrzebny
do prawidtowego wykonania zadania mierzony w sekundach. Wynik TMT A $Swiadczy o
umiejetnosci wyszukiwania wzrokowego i szybkosci motorycznej [254], natomiast czes¢ B

uwazana jest réwniez za test elastycznosci poznawczej i kontroli wykonawczej [255,256].

[11.2.4. Metody oceny mikrobiomu jelitowego
Analizy mikrobiomu dokonano wykonujgc badanie prébek stolca. Badang mikrobiote
okreslono jako mikrobiote przewodu pokarmowego. Pordwnan dokonywano miedzy grupa

badang a grupa kontrolna.

[11.2.4.1. Ocena réznorodnosci mikrobiomu jelitowego

Mikrobiom przewodu pokarmowego uczestnikéw badania oznaczono za pomocg
sekwencjonowania fragmentéw gendéw 16S rRNA. W celu przeprowadzenia
sekwencjonowania mikrobioty jelitowej, DNA wyizolowano z prébek katu za pomoca bead-
beating (Powerlyzer, Mo-Bio) w potgczeniu z kolumnami flokulacyjnymi i krzemionkowymi.
Fragmenty bakteryjnego genu 16S rRNA zostaty zamplifikowane i przeksztatcone w biblioteki
sekwencjonowania lllumina. Biblioteki do sekwencjonowania na aparacie MiSeq (lllumina)
zostaty przygotowane w dwdch rundach PCR, pierwszej przy uzyciu primerdw specyficznych
do genéw 16S rRNA niosgcych na 5'koncach sekwencje M13 i M13R i drugiej, przy uzyciu
primeréw M13 i M13R niosgcych sekwencje adapteréow (P5 iP7) oraz MID (molecular
identifier) umozliwiajgcych odrdznienie sekwencji z poszczegélnych prébek. Po
sekwencjonowaniu odczyty byty odszumiane (BayesHammer), sktadane (Pandaseq) i
obrabiane w programie Mothur [174], tak jak opisat Thiem i wsp. [257].

Oceniono Alfa- i Beta-réznorodno$¢ analizowanego mikrobiomu jelitowego:
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e Alfa-réznorodnos¢ — oznacza réznorodnos$é prob reprezentujgcych dane zbiorowisko,
siedlisko
e Beta-réznorodnos¢ — oznacza zrdznicowanie gatunkowe miedzy réznymi

zbiorowiskami.

[11.2.4.2. Ocena liczebnosci mikrobiomu jelitowego

Liczebnosc¢ bakterii we wszystkich prébkach zostata zbadana metodg gPCR (na aparacie
LightCycler 480) przy uzyciu pary primeréw B969fi B1072r namnazajgcych fragment genu 16S
rRNA z ponad 90% znanych sekwencji (dane wg SILVA). Prébki zostaty poddane hybrydyzacji
ze znakowang fluorescencyjnie (Rox) sondg B969f i przeanalizowane przy pomocy sortera

komaorek BD Aria Ill przy wzbudzaniu 488 nm i pomiarze fluorescencji przy 610-620 nm.

[11.2.5. Analiza statystyczna

Wszystkich analiz dokonano w srodowisku R [258]. W opisie zmiennych liczcbowych w
danych grupach uzyto srednich wartosci i odchylen standardowych od sredniej lub mediane i
rozstep kwartylowy. Wykresy pudetkowe ukazujg wartos¢ mediany (pozioma linia wewnatrz
pudetka) i wartos¢ rozstepu kwartylowego (wysokos¢ pudetka), wasy ukazujg wartosci
najwyzsze i najnizsze 1,5 razu wyzsze niz, odpowiednio, gérny i dolny kwartyl. Wartosci
wystajgce poza ten zakres sg ukazane jako odstajgce. W celu oceny istotnosci rdznic
miedzygrupowych w zakresie zmiennych iloSciowych opisujgcych charakterystyke badanych
grup (pacjenci z ME/CFS w poréwnaniu do zdrowych ochotnikéw z grupy kontrolnej) uzyto
testu T dla grup niezaleznych w przypadku spetnienia zatozern o normalnosci rozkfadu i
jednorodnosci wariancji, lub testu U Manna-Whitneya w przypadku gdy zatozenia te nie
zostaty spetnione. Do poréwnania czestosci wystepowania cech jakosSciowych w grupie
ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, uzyto doktadnego testu Fishera. Jako graniczny
poziom istotnosci przyjeto p<0,05.

Odczyty sekwencjonowania zostaty przetworzone w sposéb opisany wczesniej [257].
W skrdcie, odczyty sekwencjonowania zostaty odszumione, scalone i sprawdzone pod katem
obecnosci chimer uzywajgc pakietu dada2 [259]; zostaty one nastepnie sklasyfikowane przy
uzyciu bazy SILVA [260]. Nastepnie skonstruowano operacyjne jednostki taksonomiczne (OTU)
i okreslono wspdlng tabele OTU uzywajgc pakietu Mothur [174]. Analizy ekologiczne

przeprowadzono w programie R z wykorzystaniem funkcji zaimplementowanych w pakietach
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vegan [261] i GuniFrac [262]. Niewazona macierz odlegtosci UniFrac zostata wygenerowana
przy uzyciu funkcji GuniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU. Wszystkie metody zostaty
przeprowadzone zgodnie z odpowiednimi wytycznymi i przepisami.

Posrednig analize gradientu, ktéra tworzy porzadek w oparciu o macierz
niepodobiedstwa lub odlegtosci przeprowadzono przy uzyciu niemetrycznego
wielowymiarowego skalowania (ang. Non-metric multidimensional scaling, NMDS),
zaimplementowanego w funkcji metaMDS pakietu vegan. Dla analizy NMDS wyliczono
warto$¢ naprezenia (ang. stress), ktéra reprezentuje réznice odlegtosci w zredukowanym
wymiarze w stosunku do petnej przestrzeni wielowymiarowej. Naprezenie >0,05 zapewnia
doskonata reprezentacje w zmniejszonych wymiarach, >0,1 $wietng, >0,2 dobrg, a naprezenie
>0,3 zapewnia stabg reprezentacje [263].

Istotno$é rdznic miedzygrupowych testowano metodg PERMANOVA (funkcja adonis)
przy uzyciu 999 permutacji.

Do rozrdznienia mikrobiomu pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej
zastosowano sPLS-DA (ang. sparse version of the Partial Least Squares Regression-
Discriminant Analysis) [264]. Metoda sPLS moze stuzyé do jednoczesnej redukcji wymiaréw i
wyboru zmiennych, ktére rdznicujg podgrupy pacjentéw [265]. Przy uzyciu sPLS-DA mozna
wybraé cechy w danych do klasyfikacji prébek o najwyzszej wartosci predykcyjnej lub
réznicujgcej cechy [264]. Wyniki analiz przedstawiono w formie wykreséw stupkowych
zawierajgcych dwie osie wspotrzednych jak i kolumny, ktérych wysokosé ilustruje wartosé
réznicujgca grupe CFS w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Analizy klasyfikacji pacjentow ME/CFS w poréwnaniu do zdrowych ochotnikéw, przy
uzyciu metod uczenia sie maszynowego, dokonano stosujgc program Orange [266]. Do analizy
wzieto pod uwage 190 ASV bez brakujgcych danych. Poréwnano wydajnos¢ losowego drzewa
klasyfikacyjnego, maszyny wektoréw nosnych oraz sieci neuronowej. W losowym drzewie
klasyfikacyjnym uzyto 10 drzew przy zasadzie nie dzielenia podgrup mniejszych niz 5. W
maszynie wektoréw nosnych uzyto jadra liniowego, C=1, epsilon=0,1, wartos¢ tolerancji
liczbowej=0,0010. W sieci neuronowej uzyto Wielowarstwowy Perceptron. Sktadat on sie z 5
warstw, ztozonej ze 100 neuronéw w kazdej warstwie, za metode aktywacji wybrano Relu,
metode optymalizacji Adam, wartos¢ regularyzacji a=0.0001. W pordwnaniu wydajnosci
modeli podano wartosci AUC (ang. Area Under The Curve, skrét od obszaru pod krzywg ROC

(ang. Receiver Operating Character)), CA (ang. classification accuracy, czyli doktadnosci
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klasyfikacji pacjentéow w porédwnaniu do grupy kontrolnej), F1, precyzji (ang. precision) i
przywotania (ang. recall). AUC jest metryka modelu, ktdra jest przydatna w wielu przypadkach.
Im wyzsza warto$é AUC, tym model lepiej odrdznia pacjentdw z chorobg w poréwnaniu do
0s6b zdrowych. AUC 0,5 sugeruje brak zdolnosci modelu do dyskryminacji (tj. zdolnos¢ do
diagnozowania pacjentéw z chorobg lub stanem chorobowym i bez nich na podstawie testu),
0,7 do 0,8 jest uwazane za dopuszczalne, 0,8 do 0,9 uwaza sie za doskonate, a wiecej niz 0,9
uwaza sie za wynik wybitny [267]. Dokfadno$¢ klasyfikacji to metryka podsumowujgca
wydajnos¢ modelu klasyfikacji jako liczba prawdziwych przypadkéw podzielona przez
catkowitg liczbe predykcji. Wskaznik precyzji odpowiada okresla doktadnosé rozpoznania klasy
(pacjent lub kontrola), czyli jakg cze$s¢ stanowig poprawnie przewidziane elementy
prawdziwych przypadkéw do wszystkich oznaczonych jako pacjent. Wskaznik przywotania
odpowiada na pytanie ile pacjentéw zostato poprawnie rozpoznanych. Wynik F1 to $rednia
harmoniczna precyzji i przywotania. Wynik F1 uwzglednia zaréwno precyzje, jak i przywotanie,
co oznacza rowniez, ze uwzglednia zaréwno przypadki fatszywie pozytywne, jak i fatszywie
negatywne. Im wyzsza precyzja i przypomnienie, tym wyzszy wynik F1. Wynik F1 waha sie od
0 do 1. Im blizej jest 1, tym lepsza zdolnos¢ do klasyfikacji.

Analizy sieciowej dokonano przy uzyciu pakietu NetCoMi [268]. Poréwnano sieé
skonstruowana na podstawie mikrobioty (ASV) z grupy CFS w porédwnaniu do kontroli. Do
obliczenia zwigzku pomiedzy wartosciami poszczegdlnych ASV uzyto metody korelacji
Spearmana z progiem 0,3. Okres$lony prog stuzyt jako metoda stosowana do sparsyfikacji
(wybierania krawedzi, ktore sg potgczone w sieci). Metoda normalizacji byto clr, zera byty
zastepowane metodg zastgpienia multiplikatywnego. W globalnej ocenie sieci postuzono sie
poréwnaniem parametrow takich jak: stopien (ang. degree), centralnos¢ pomiedzy (ang.
betweenness centrality), centralno$¢ bliskosci (ang. closeness centrality), centralno$¢ wektora
wiasnego (ang. eigenvector centrality), hub taxa (ang. hub taxa). Poréwnujac sie¢ stworzong
na podstawie ASV w grupie ME/CFS z grupa kontrolng, uzyto takich parametréow jak liczba
elementéw (ang. number of components), wspodtczynnik klastrowania (ang. clustering
coefficient), modularnosé¢ (ang. modularity), procent dodatniej krawedzi (ang. positive edge
percentage), gestos¢ krawedzi (ang. edge density), naturalna tgcznos¢ (ang. natural
connectivity), tgcznos¢ wierzchotkdw (ang. vertex connectivity), taczno$é brzegowa (ang. edge
connectivity), srednia odmienno$¢ (ang. average dissimilarity), srednia dtugos$é sciezki (ang.

average path length). Interpretacja tych parametréw znajduje sie w Tabeli 9.
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Do analizy statystycznej rdznic pomiedzy sieciami wygenerowanymi na podstawie
danych z mikrobiomu w grupie pacjentow z ME/CFS w pordéwnaniu do kontroli uzyto
nastepujacych metod: wskaznik Jaccard, ktérego wartos¢ waha sie od 0,00 (sieci zupetnie
rézne) do 1,00 (sieci sg rowne). Poréwnano nastepujgce parametry sieci globalnej: stopien
(ang. degree), centralno$¢ pomiedzy (ang. betweenness centrality), centralnosé bliskosci (ang.
closeness centrality), centralnos¢ wektora wtasnego (ang. eigenvector centrality), oraz hub
taxa. Ponadto, uzyto ARI ktérego wartos¢ moze wynies¢ [-1,1]. ARI=1: doskonata zgodnos¢
miedzy grupowaniem, ARI=0: oczekiwana dla dwdch losowych grupowan Wartos¢ p dla ARI

wyliczono przy uzyciu test dwustronnego z hipotezg zerowg ARI=0.
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Tabela 9. Parametry uzyte do poréwnania sieci stworzonej na podstawie zaleznosci pomiedzy

poszczegdlnymi ASV w grupie kontrolnej w poréwnaniu do grupy ME/CFS

Nazwa polska Nazwa ang. Interpretacja wskaznika Odnos$nik
LICZba, Number of Liczba elementdéw zawartych w sieci [269]
elementow components
Wspodtczynnik klastrowania ocenia tacznosé w
Wspotczynnik Clustering sgsiedztwie wezta: wezet ma wysoki wspdtczynnik [270]
klastrowania coefficient klastrowania, jesli jego sgsiedzi majg tendencje do
bezposredniego potfaczenia ze soba.
Modularnos¢ to liczba krawedzi mieszczacych sie
Modularnos¢ Modularity , W gr.upa'ch ”T'”“S oczek!walja Iu?zba W . [269]
rownowaznej sieci z krawedziami umieszczonymi
losowo.
Procer?t. Positive edge Pro.cenltlkrawgdm wskazujgcych na f:iodatmalll
dodatniej ercentage zaleznos¢ pomiedzy dwoma weztami (wartosé [269]
krawedzi p g moze wynosi¢ od 0 do 100%)
Gestosc . gestos¢ krawedzi réwna sie liczbie krawedzi
krawedzi Edge density podzielonej przez maksymalng liczbe krawedzi [(271]
Naturalln,a Naturle. Miara solidnosci ztozonej sieci [272]
tacznosc connectivity
tacznosc wierzchotkéw k grafu to najmniejsza
tacznosc Vertex liczba wierzchotkéw, ktérych usuniecie oddziela (273]
wierzchotkéw connectivity graf lub czyni go trywialnym. Réwna zero dla
odtaczonej sieci.
tacznosc Edge Niezawodnos¢ sieci potgczern miedzysystemowych. (274]
brzegowa connectivity Réwna zero dla odtgczonej sieci.
Srednia Average Obliczana jako srednia wartosci niepodobieristwa. [275]
odmiennos¢ dissimilarity Srednia odmienno$¢ pustej sieci wynosi 1.
Srednia dtugos¢ | Average path | Jest $rednig ze wszystkich dtugosci $ciezek w sieci,
e aps . . o [276]
Sciezki length tj. dla wszystkich par weztéw (i, j).
Stopiert Degree Liczebnos¢ Ca’kaWIte.j liczby pf)chzen potgczonych (277]
z wierzchotkiem
Centralnos¢ Betweenness mierzy utamek najkrotszych sciezek
. . . [278]
pomiedzy centrality przechodzacych przez wierzchotek.
Bliskos¢ jest zdefiniowana w taki sposdb, ze jesli
wierzchotek znajduje sie blisko kazdego innego
wierzchotka, wéwczas wartos¢ jest wieksza niz w
Centralnos¢ Closeness przypadku, gdy wierzchotek nie jest blisko (279]
bliskosci centrality wszystkiego innego. jesli suma odlegtosci jest duza,
to bliskos¢ jest mata i odwrotnie. Wierzchotek o
wysokiej centralnosci bliskosci oznaczatby, ze ma
bliskie relacje z wieloma wierzchotkami.
L Metryka sieci o centralnosci wektora wiasnego
Centralnos¢ . o . L
wektora Eigenvector uwzglednia nie tylko liczbe potaczen wierzchotka [280]
centrality (tj. jego stopien), ale takze centralnos¢
wtasnego ; B . .
wierzchotkéw, z ktédrymi jest potgczony.
niewielka liczba taksonéw, ktére nazywamy
Hub taxa Hub taxa »weztami” mikrobiologicznymi, jest silnie ze sobg [281]

potaczonych i ma powazny wptyw na spotecznosci
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V. WYNIKI

IV.1. Charakterystyka grupy badanej i kontrolnej

Analizie poddano 27 pacjentéw z ME/CFSi 15 zdrowych ochotnikéw z grupy kontrolnej.
W grupie CFS byty 22 kobiety, co stanowito 82%, zas w grupie kontrolnej byto 10 kobiet, co
stanowito 66,6% grupy. Czesto$é wystepowania kobiet w obu grupach nie rdznita sie istotnie
statystycznie (p=0,24). Poréwnanie miedzygrupowe zmiennych demograficznych ilustruje

Tabela 10. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami w

wyszczegoblnionych zmiennych.

Tabela 10. Poréwnanie grupy badanej i grupy kontrolne;j

ME/CFS Kontrola
Zmienna (jednostka) Srednia Srednia p
(Odch.std) (Odch.std)
Wiek (lata) 36,81 (8,5) 38 (8,5) 0,67
BMI 24,82 (4,2) 25,3 (5,53) 0,75
Masa ciata (kg) 71,34 (14,5) 73,53 (16,2) 0,66
Podstawowa przemiana materii (kJ) |6348,56 (1043,9) |6644,40(1229,5) |0,41
Tkanka ttuszczowa (%) 28,16 (7,6) 26,48 (7,9) 0,50
Bezttuszczowa masa ciata (kg) 50,63 (8,8) 53,35 (10,0) 0,36
Ttuszcz trzewny (jednostki) 4,67 (2,7) 6,50 (6,0) 0,49
Masa tkanki kostnej (kg) 2,57 (0,4) 2,88 (1,0) 0,40

IV.2 Analiza jako$ciowa objawdéw ME/CFS na podstawie kryteriéw Fukudy

Stopien nasilenia poszczegdlnych symptoméw klinicznych w grupie pacjentéw z
ME/CFS przedstawiono w Tabeli 11. Najczesciej zgtaszanym symptomem byt bél, najrzadziej

zas zmiany skérne i nabyte wrazliwosci na jedzenie, leki i substancje chemiczne.
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Tabela 11. Charakterystyka kliniczna pacjentéw z ME/CFS

Intensywnos¢

Symptom symptomu

Liczba (Procent)

9 (40,91%)

3 (13,64%)

Z i itk
meczenie powysitkowe 9 (40,91%)

1(4,55%)

17 (77,27%)

2 (9,09%)

Dtugi okres rekonwalescencji po wysitku
g Jipowy 2 (9,09%)

1(4,55%)

4 (18,18%)

1(4,55%)

Zaburzenia sn
urzenia snu 11 (50,00%)

6 (27,27%)

1 (4,55%)

5 (22,73%)

BG|
© 14 (63,64%)

2 (9,09%)

3 (13,64%)

10 (45,45%)

7ab . .
aburzenie pamieci 9 (40,91%)

0 (0,00%)

2 (9,09%)

6 (27,27%)

Splatanie i trudnosci z koncentracja 11 (50,00%)
, ()

3 (13,64%)

2 (9,09%)

Trudnos$¢ w przypominaniu sobie stow lub 12 (54,55%)

poprawnej wymowie 6 (27,27%)

2 (9,09%)

13 (59,09%)

3 (13,64%)

Zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, biegunka, IBS
urzenia zofgdkowo-jelitowe, biegu 5 (22,73%)

1 (4,55%)

11 (50,00%)

5 (22,73%)

N jace bdl gardt
awracajgce bol gardta 4 (18,18%)

2 (9,09%)

8 (36,36%)

9 (40,91%)

awracajgce objawy grypopodobne 4 (18,18%)

1 (4,55%)

9 (40,91%)

6 (27,27%)

Zawroty gtowy lub ostabienie podczas pionizacji
y growy p p ] 6 (27,27%)

WINIPIOWINIPIOWINIRPIOWINIRPRIOIWINIPIOWINIRPRIO|WINIPIOWIN|IP|IO(WINIPIO|IWIN|P|IO([W|N|RL|O

1 (4,55%)

Vo]
o



Zmiana temperatury ciata, niestabilna
temperatura ciata, zimne stopy

5(22,73%)

4 (18,18%)

9 (40,91%)

4 (18,18%)

Nietolerancja ciepta i zimna

12 (54,55%)

1(4,55%)

6(27,27%)

3 (13,64%)

Uderzenia goraca, pocenie sie

11 (50,00%)

6(27,27%)

3 (13,64%)

2 (9,09%)

Znaczna zmiana masy ciafa

11 (50,00%)

4 (18,18%)

7 (31,82%)

0 (0,00%)

Uczucie braku tchu podczas wysitku

12 (54,55%)

3 (13,64%)

3 (13,64%)

4 (18,18%)

Tkliwe wezty chtonne

15 (68,18%)

4 (18,18%)

2 (9,09%)

1(4,55%)

Ostabienie miesni

12 (54,55%)

2 (9,09%)

6 (27,27%)

2 (9,09%)

Nabyta nadwrazliwos¢ na leki, pokarm, srodki
chemiczne

16 (72,73%)

1(4,55%)

4 (18,18%)

1(4,55%)

Drazliwos¢

6 (27,27%)

6 (27,27%)

9 (40,91%)

1 (4,55%)

Zmiany skérne

16 (72,73%)

3 (13,64%)

3 (13,64%)

0 (0,00%)

Sucho$¢ oczu, ust i nosa

9 (40,91%)

3 (13,64%)

9 (40,91%)

WINPIOWINIPIOIWINIP|IOWINIRPRIO|WINIPIOIWINIRPIO(WINIRPIOIWIN|IP|IO(WIN|IRPRIO|W|INP|IO(W[N|L|O
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W Tabeli 12. zaprezentowano nasilenie symptomdw ogotem i liczbe pacjentéw, ktdrzy
cechowali sie danym nasileniem. Maksymalnie mozna byto uzyska¢ 69 punktéw, minimalnie 1
(z racji tego, ze wszyscy pacjenci wg kryteriéw musieli posiada¢ zmeczenie, stad tez symptom
ten zostat pominiety w Tabeli 11.). Najwiecej pacjentéw prezentowato tagodne nasilenie

objawow (18,18% uzyskato tacznie 10pkt, 13,64% 17pkt).

Tabela 12. Nasilenie symptomoéw ogdtem w grupie CFS

Suma nasilenia

Procent
symptomow

pacjentow
ogétem

[%]
[punkty]
10 18,18%
11 4,55%
17 13,64%
18 9,09%
22 4,55%
24 4,55%
25 4,55%
28 4,55%
30 4,55%
31 9,09%
32 4,55%
41 4,55%
42 4,55%
44 4,55%
52 4,55%
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IV.3. Wyniki dotyczace sktadu ilosciowego mikrobiomu jelit

IV.3.1. Wskazniki roznorodnosci i rownomiernosci Shannona

Poréwnujac ilosciowy sktad mikrobiomu jelitowego miedzy pacjentami z ME/CFS, a
grupa kontrolng, nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic w zakresie réznorodnosci
(wskaznik H Shannona) (W=158, p=0,25) i rwnomiernosci (wskaznik E Shannona) (W=232,

p=0,45) mikrobiomu. Wyniki przedstawiono na Rycinach 8i 9.

) grupa

B3 kontrola
B ME/CFS

Rycina 8. Wskaznik réznorodnosci Shannona.
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08 grupa
| B3 kontrola
0 , = ME/CFS

0.4

0.2

Rycina 9. Wskaznik rownomiernosci Shannona.

IV.3.2. Liczba jednostek OTU

Wykazano istotng statystycznie rdézinice w obfitosci gatunkowej mikrobiomu
jelitowego, rozumianej jako liczba operacyjnych jednostek taksonomicznych OTU, miedzy
mikrobiomem stolca u pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Pacjenci z
ME/CFS charakteryzowali sie istotnie wyzszym bogactwem gatunkowym mikrobiomu
jelitowego (wyzsza zaobserwowana liczebnos¢ OTU) w porédwnaniu do grupy kontrolnej
(mediana=134, rozstep kwartylowy=53 w grupie ME/CFS, w poréwnaniu do mediany=107,
rozstepu kwartylowego=39,5 w grupie kontrolnej, W=106, p=0,01). Wyniki przedstawiono na
Rycinie 10.
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Rycina 10. Poréwnanie grupowe zaobserwowanej liczebnosci OTU

95



IV.3.3. Liczba wariantéow sekwencji ASV

Na Rycinie 11. przedstawiono procentowo ilos¢ wspdlnych (Srodek wykresu) oraz ilos¢
réznych rodzajow bakterii w mikrobiomie jelitowym w analizowanych grupach. llo$¢ rodzajow
bakterii, ktéra byta wspdlna dla obu poréwnywanych grup byta najbardziej liczebna.

Natomiast 102 rodzaje bakterii byty charakterystyczne wytacznie dla oséb z grupy kontrolnej.

ME/CFS Kontrola

62
(22%)

liczeb.

120
100
80

Rycina 11. llo$¢ wspdlnych (srodek wykresu) oraz ilosé réznych wariantéw sekwencji ASV w

mikrobiomie jelitowym w analizowanych grupach.

IV.4. Wyniki dotyczace sktadu jako$ciowego mikrobiomu jelit

IV.4.1. Charakterystyka taksonomiczna mikrobiomu

Skfad jakosciowy mikrobiomu stolca z uwzglednieniem gromad, klas, rzedéw, rodzin i

rodzajow w grupie badanej i kontrolnej przestawiono na Rycinie 12. A, B, C, D, E.
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Rycina 12. A, B, C, D, E. Sktad jakosciowy mikrobiomu stolca z uwzglednieniem typow, klas,

rzedéw, rodzin i rodzajéw
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IV.4.2. Analiza poréwnawcza sktadu jakosciowego mikrobiomu stolca u pacjentéw z ME/CFS i

u zdrowych oséb z grupy kontrolne;j

Przeprowadzono analize poréwnawczg na wszystkich poziomach taksonomicznych
(gromady, klasy, rzedu, rodziny i rodzaju) pomiedzy mikrobiomem stolca u pacjentéw z
ME/CFS oraz pomiedzy mikrobiomem stolca u oséb z grupy kontrolne;j.

W zakresie mikrobiomu stolca na poziomie gromad, u pacjentéw z ME/CFS wykazano
mniejszg obfitos¢ Firmicutes, Actinobacteria oraz Proteobacteria i gromad rzadkich niz w
grupie kontrolnej (Rycina 12A). Gromada Bacteroidetes byta wzglednie bardziej, natomiast
Firmicutes byta wzglednie mniej liczna w grupie ME/CFS w poréwnaniu do kontroli (Rycina
12A).

W zakresie mikrobiomu stolca na poziomie klas zaobserwowano w grupie ME/CFS
wiekszg, cho¢ nieistotng statystycznie, obfitos¢ Bacteroidia, a mniejszg Negativicutes,
Actinobacteria oraz klas rzadkich, w poréwnaniu do oséb z grupy kontrolnej (Rycina 12B).

W zakresie mikrobiomu stolca na poziomie rzedédw u pacjentéw z grupy badanej
wykazano wiekszg obfitos¢ Bacteroidales, a mniejszg Selenomonadales oraz rzedéw rzadkich
niz u 0sob z grupy kontrolnej (Rycina 12C).

W zakresie mikrobiomu stolca na poziomie rodzin u pacjentéw z ME/CFS wykazano
stosunkowo mniejszg obfitos¢ bakterii z rodziny Veillonellaceae oraz bakterii z rodzin rzadkich,
niz u pacjentéw z grupy kontrolnej (Rycina 12D).

Nastepnie analizie poddano sktad jakosciowy mikrobiomu stolca na poziomie rodzaju.
Stwierdzono proporcjonalnie wiekszg obfitos¢ bakterii z rodzaju Bacteroides, Alistipes i
Ruminococcaceae u pacjentéow z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Obfitos¢
pozostatych rodzajow byta stosunkowo wyzsza w grupie kontrolnej w pordwnaniu do
pacjentow z ME/CFS (Rycina 12E).

Rycina 14. wskazuje na rdznice w czestosci wystepowania 50 najczestszych rodzajow
bakterii jelitowych w mikrobiomie grupy kontrolnej w poréwnaniu do pacjentéw z ME/CFS.
Mozna zaobserwowac, ze mikrobiom stolca u oséb z grupy badanej charakteryzuje wyzsza
obfito$é¢ 10 najczesciej wystepujgcych rodzajéw bakterii w poréwnaniu do grupy kontrolnej

(Rycina 13).
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Rycina 13. Mapa ciepfa, wskazujgca na rdznice w czestosci wystepowania 50 najczestszych
rodzajéw rodzajéw bakterii w mikrobiomie jelitowym grupy kontrolnej w pordwnaniu do
grupy badanej
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IV.4.3. Poréwnanie obfitosci wybranych wariantéw sekwencji ASV wsrdd pacjentéw z CFS w

poréwnaniu do grupy kontrolnej

Wykonano analize réznic w sktadzie mikrobiomu jelit u pacjentéow z ME/CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, uzywajac metody sPLS-DA, celu rozrdznienia obfitosci (ang.
abundance) ASV (ang. amplicon sequence variants). Zmienna X-1 wyjasnita 5% zmiennosci, zas
X-2 4% zmiennosci. Dla kazdej grupy wyznaczone elipsy (zaznaczone liniami przerywanymi)
oznaczajg poziom ufnosci ustawiony na 95%. Wykazano, ze mikrobiom z grupy pacjentéow z

ME/CFS zostat skutecznie oddzielony od grupy kontrolnej. Wyniki przedstawiono na Rycinie

14.

grupa
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54 ',' ’ ME/CFS
K¢ N O kontrola
; /
o ! )
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e
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_10 a T T T
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Rycina 14. Poréwnanie grupowe obfitosci ASV w mikrobiomie jelit pacjentow z ME/CFS w

poréwnaniu do grupy kontrolnej, przy uzyciu metody sPLS-DA.
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IV.4.4. Poréwnanie waznosci wybranych wariantéw sekwencji ASV wsrdd pacjentéw z CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolnej

W zakresie mikrobiomu jelit na poziomie wariancji ASV réznicujgcych prébki u
pacjentow z ME/CFS wykazano, iz najbardziej charakterystycznymi dla mikrobiomu stolca
pacjentow z ME/CFS byty warianty sekwencji ASV121 (Alistipes), ASV147 (Odoribacter) oraz
ASV180 (Ruminococcaceae). Wszystkie trzy najbardziej rozrdzniajgce warianty ASV byty
bardziej obfite w grupie ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Najbardziej
rozrdzniajgcymi wariantami sekwencji ASV w mikrobiomie jelit oséb z grupy kontrolnej byty
ASV 135 (Lachnospiraceae), ASV155 (Christensenellaceae) oraz ASV310 (Lachnospira). Wyniki

przedstawiono na Rycinie 15.

ASV93
ASV453 srupa
ME/CFS

ASV545
ASV289
e kontrola

ASV66
ASV569

ASV38
ASV754
ASV206
ASV155
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ASV310
ASV126
ASV108
ASV101

ASV10
ASV121
ASV147
ASV180

T 1
0 005 010
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T |
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Rycina 15. Poréwnanie wag tadunkow (waznosci) poszczegdlnych wariantow sekwencji ASV

w grupie ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
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IV.5. Ocena réznic w sktadzie mikrobioty jelitowej u pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu do

zdrowej grupy kontrolnej, ze wzgledu na ptec i wiek.

IV.5.1. Ocena rdznic w sktadzie mikrobioty jelitowej u pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu do

zdrowej grupy kontrolnej

Rycina 16. ukazuje wynik analizy NMDS, ktdra zostata przeprowadzona na niewazonej
macierzy odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsrdd pacjentéow z ME/CFS
w poréwnaniu do zdrowych kontroli. Wykres zostat wygenerowany przy uzyciu tabeli OTU,
zaznaczone punkty odpowiadajg poszczegdlnym probkom. Im blizej siebie znajdujg sie
punkty/probki w przestrzeni ordynacji, tym bardziej podobne s3 ich spotecznosci
drobnoustrojow.

Wartosci odpowiadajgce prébkom z grupy ME/CFS zaznaczone s kotem z
jasnoniebieskim konturem, za$ wartosci odpowiadajgce prébkom z grupy kontrolnej
zaznaczone s3 kwadratem z jasnozielonym konturem. Elipsa oznaczajaca 95% przedziatu
ufnosci dla grupy CFS jest zaznaczona przerywanym, jasnoniebieskim konturem, za$ dla grupy
kontrolnej jasnozielonym, przerywanym konturem. Wartos¢ stresu dla modelu wynosi 0.11,
co oznacza swietng reprezentacje w zredukowanych wymiarach.

Wynik PERMANOVY wykazat istotng statystycznie réznice pomiedzy mikrobiomem z
grupy ME/CFS, a grupa kontrolng pod wzgledem obfitosci jednostek OTU (F=1,82, p=0,01).
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Rycina 16. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, ws$réd pacjentéow z ME/CFS w

poréwnaniu do grupy kontrolnej.

IV.5.2. Ocena réznic w sktadzie mikrobioty jelitowej u pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu do

zdrowej grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na ptec

Rycina 17. przedstawia wynik analizy z uzyciem metody redukcji ztozonosci NMDS,
ktdra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa
rozrzedzonego OTU, wsrdd pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do osdb zdrowych z grupy
kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na ptec.

Wartosci z grupy CFS zaznaczone sg kotem z jasnoniebieskim konturem, za$ wartosci z
grupy kontrolnej zaznaczone sg kwadratem z jasnozielonym konturem. Jasnordzowe
wypetnienie jest oznaczeniem pfci zenskiej, zas niebieskie wypetnienie jest oznaczeniem pfci
meskiej. Elipsa oznaczajagca 95% przedziatu ufnosci dla grupy CFS jest zaznaczona
przerywanym, jasnoniebieskim konturem, zas dla grupy kontrolnej jasnozielonym,

przerywanym konturem.
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Wynik PERMANOVY wykazat nieistotng statystycznie interakcje pomiedzy grupa
(kontrola vs ME/CFS) a ptcig (kobiety vs mezczyini) pacjentow w zakresie mikrobiomu

jelitowego pacjentéw (F=0,9, p=0,6).
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Rycina 17. Wynik analizy NMDS, ktdra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, ws$réd pacjentéw z ME/CFS w

poréwnaniu do grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na pted.

IV.5.3. Ocena réznic w sktadzie mikrobioty jelitowej u pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu do

zdrowej grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na wiek

Rycina 18. przedstawia wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na
niewazonej macierzy odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsrdd
pacjentow z grupy ME/CFS w pordwnaniu do oséb zdrowych z grupy kontrolnej, z
uwzglednieniem podziatu na wiek.

Wartosci pacjentéw z grupy badanej zaznaczone sg kotem z jasnoniebieskim konturem,
zas$ wartosci osdb z grupy kontrolnej zaznaczone sg kwadratem z jasnozielonym konturem.
Wypetnienie zaznaczen zostato wykonane przy uzyciu skali czerwonego. Nasycenie koloru

wzrasta wraz z wiekiem 0séb z grupy badanej i kontrolnej. Elipsa oznaczajgca 95% przedziatu
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ufnosci dla grupy CFS jest zaznaczona przerywanym, jasnoniebieskim konturem, zas dla grupy
kontrolnej jasnozielonym, przerywanym konturem.

Wynik PERMANOVY wykazat nieistotng statystycznie interakcje pomiedzy
mikrobiomem jelit pacjentow z grupy ME/CFS w poréwnaniu do oséb z grupy kontrolnej pod

wzgledem wieku (F=0,88, p=0,66).
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Rycina 18. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsrdd pacjentéw z grupy ME/CFS w

poréwnaniu do grupy kontroli, z uwzglednieniem podziatu na wiek.

IV.6. Poréwnanie skutecznosci modeli uczenia sie maszynowego w klasyfikacji pacjentéw z
ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej

Do analizy klasyfikacji pacjentéw z CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej przy uzyciu
metod uczenia sie maszynowego wzieto pod uwage 190 ASV bez brakujgcych danych.
Poréwnano wydajnos¢ losowego drzewa klasyfikacyjnego, maszyny wektoréw nosnych oraz
sieci neuronowej. Najwyzszg warto$s¢ AUC (ang. Area under the ROC Curve, pole pod krzyw3)
uzyskat model oparty o losowe drzewo klasyfikacyjne. Natomiast, wszystkie trzy uzyte modele
w klasyfikacji pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, nie wykazaty wartosci

AUC traktowanej jako , dopuszczalna” (wszystkie byty nizsze niz 0,7) (Tabela 13).
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Tabela 13. Poréwnanie wydajnosci trzech modeli klasyfikacyjnych pacjentéw z ME/CFS w

poréwnaniu do grupy kontrolnej przy uzyciu metod uczenia sie maszynowego

Model AUC CA F1 Precision Recall
Sie¢ neuronowa 0,59 0,45 0,44 0,56 0,45
Losowe drzewo klasyfikacyjne 0,67 0,74 0,71 0,74 0,74
Maszyna wektoréw nosnych 0,49 0,60 0,56 0,55 0,60

IV. 6.1. Poréwnanie wydajnosci modelu losowego drzewa klasyfikacyjnego w klasyfikacji

pacjentow z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej

W Tabeli 14. przedstawiono matryce klasyfikacji pacjentéw z grupy badanej oraz oséb
z grupy kontrolnej dla modelu losowego drzewa klasyfikacyjnego. Na podstawie wartosci
wyselekcjonowanych ASV, dwdch pacjentéw z grupy CFS zostato zaklasyfikowanych btednie
przez algorytm jako grupa kontrolna. Dziewieciu uczestnikéw z grupy z grupy kontrolnej

zostato zaklasyfikowanych btednie jako CFS.

Tabela 14. Matryca klasyfikacji pacjentéw z grupy badanej i z grupy kontrolnej dla losowego

drzewa klasyfikacyjnego

Przewidywane

CFS kontrola >
CFS 25 2 27
Faktyczne
kontrola 9 6 15
2 34 8 a2
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IV. 6.2. Poréwnanie wydajnosci modelu maszyny wektorow nosnych w klasyfikacji pacjentow

z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej

W Tabeli 15. przedstawiono matryce klasyfikacji pacjentéw z grupy badanej i oséb z
grupy kontrolnej dla modelu maszyny wektordw nosnych. Na podstawie wartosci
wyselekcjonowanych ASV, pieciu pacjentéw z grupy CFS zostato zaklasyfikowanych btednie
przez algorytm jako grupa kontrolna. Dwunastu uczestnikéw z grupy z grupy kontrolnej zostato

zaklasyfikowanych btednie jako CFS.

Tabela 15. Matryca klasyfikacji pacjentdw z grupy badanej i z grupy kontrolnej dla maszyny

wektoréw nosnych

Przewidywane

CFS kontrola >
CFS 22 5 27
Faktyczne
kontrola 12 3 15
2 34 8 42

IV. 6.3. Poréwnanie wydajnosci modelu sieci neuronowej w klasyfikacji pacjentéow z ME/CFS

w porownaniu do grupy kontrolnej

W Tabeli 16. przedstawiono matryce klasyfikacji pacjentéw z grupy ME/CFS i 0séb z
grupy kontrolnej dla modelu sieci neuronowej. Na podstawie wartosci wyselekcjonowanych
ASV, dziewietnastu pacjentdw z grupy CFS zostato zaklasyfikowanych btednie przez algorytm
jako grupa kontrolna. Czterech uczestnikbw z grupy z grupy kontrolnej zostato

zaklasyfikowanych btednie jako CFS.
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Tabela 16. Matryca klasyfikacji pacjentow i grupy kontrolnej dla sieci neuronowej

Przewidywane

CFS kontrola >
CFS 8 19 27
Faktyczne
kontrola 4 11 15
)3 12 30 42

IV.7. Poréwnanie wynikdw analizy sieciowej dla sieci stworzonej na podstawie ASV w grupie

ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej

W stworzeniu Ryciny 19. wykorzystano layout ,union” tak, aby wezty byty
rozmieszczone tak optymalnie, jak to mozliwe, jednakowo dla obu sieci. Ponadto, pojedyncze
wezty, nie potgczone z innymi, zostaty usuniete. Rozmiary weztéw sg skalowane do sum
wartosci dla poszczegdlnych ASV. Kolory weztdw reprezentujg okreslone klastry. Krawedzie
reprezentujyce pozytywne zwigzki pomiedzy warto$ciami poszczegdlnych ASV (to znaczy gdy
warto$¢ jednego ASV wzrasta, to warto$¢ drugiego ASV rédwniez wzrasta) sg zaznaczone na
zielono, negatywne (gdy wartos¢ jednego ASV wzrasta, to drugiego maleje) sg zaznaczone na
czerwono. Na ponizszym schemacie mozna zauwazy¢ wyrazne réznice jakosciowe w sieci
mikrobiomu miedzy grupami (Rycina 19). Przyktadowo, ASV13 oraz ASV10 sg silniej ze soba
powigzane w grupie ME/CFS niz w grupie kontrolnej, dlatego sg hubem na wykresie po lewej,
ale nie po prawej stronie. Im wiecej ASV 10, tym wiecej ASV 13 w grupie ME/CFS, natomiast
takiej zaleznosci nie zaobserwowano w grupie kontrolnej. Co ciekawe, w obu grupach
zaobserwowano pozytywng zalezno$é pomiedzy ASV4 i ASV 18, jak i ASV 17 i ASV 18, oraz ASV
18 i ASV 5. W zadnej grupie nie znaleziono silnych negatywnych zaleznosci pomiedzy

poszczegdlnymi ASV.
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Rycina 19. Poréwnanie wynikéw analizy sieciowej dla sieci stworzonej na podstawie zaleznosci
pomiedzy poszczegdlnymi ASV dla pacjentéw z grupy ME/CFS w porédwnaniu do grupy

kontrolnej

W Tabeli 17. przedstawiono réznice w poszczegdlnych parametrach sieci stworzonej

na podstawie ASV w grupie CFS vs w grupie kontrolne;.
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Tabela 17. Poréwnanie globalnych wtasciwosci sieci dla grupy ME/CFS w poréwnaniu do

grupy kontrolnej

Nazwa zmiennej CFS Kontrola | Réznica
Liczba elementéw 1,00 1,00 0,00
Wspdtczynnik klastrowania 1,00 1,00 0,00
Modularnosé -0,03 -0,03 0,00
Procent dodatniej krawedzi 55,71 56,19 0,48
Gestos¢ krawedzi 1,00 1,00 0,00
Naturalna tgcznos¢ 0,23 0,24 0,00
tacznos¢ wierzchotkdw 20,00 20,00 0,00
tacznosc brzegowa 20,00 20,00 0,00
Srednia odmiennoéé 0,69 0,69 0,00
Srednia dtugos¢ éciezki 0,69 0,69 0,00

Nastepnie przeanalizowano wyniki dla sieci réznicujgcej, ktéra podkresla rdznice
pomiedzy siecig zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi ASV w grupie pacjentéw z ME/CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, co przedstawia Rycina 20. Kolory krawedzi reprezentujg
kierunek zaleznosci w obu grupach. Jesli na przyktad dwie jednostki ASV sg zalezne dodatnio
w grupie CFS i ujemnie w grupie kontrolnej (takie jak ASV10 i ASV13), odpowiednia krawedz
jest zaznaczona na niebiesko. Co ciekawe, brak jest zalezno$ci pomiedzy poszczegdlnymi ASV,

ktdre bytyby ujemne w obu badanych grupach.
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Rycina 20. Sie¢ rdznicujgca stworzonej na podstawie réznic w zaleznosci pomiedzy

poszczegdlnymi ASV w grupie ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej

Nastepnie w Tabeli 18. przedstawiono réznice w poszczegdlnych parametrach, ktére

okreslajg globalne wiasciwosci sieci stworzonej na podstawie ASV w grupie pacjentéw z

ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie

réznic pomiedzy sieciami stworzonej na podstawie ASV w grupie pacjentéw z ME/CFS w

poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Tabela 18. Poréwnanie globalnych wtasciwosci sieci CFS vs. grupa kontrolna

Nazwa zmiennej Jacc P(<=Jacc) | P(>=Jacc)
stopien 0,44 0,86 0,35
centralno$é pomiedzy 0,00 1,00 1,00
centralnos¢ bliskosci 0,33 0,65 0,62
centralno$é wektora wiasnego 0,44 0,86 0,35
hub taxa 0,00 1,00 1,00

Nastepnie na Rycinie 21. przedstawiono odpowiednie asocjacje poprzez ukazanie sieci,

ktére obejmujg tylko réznie powigzane ASV w grupie pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do

grupy kontrolne;j.
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Rycina 21. Sie¢ ukazujgca rdéznice w zaleznosci pomiedzy ASV w grupie ME/CFS w poréwnaniu

do grupy kontrolne;j
Nastepnie w Tabeli 19. przedstawiono réznice w poszczegdlnych weztach w sieci
stworzonej na podstawie ASV dla pacjentéw z grupy ME/CFS w poréwnaniu do oséb z grupy

kontrolnej. Jak wida¢, najwiecej réznic zaobserwowano w przypadku ASV2, ASV33 oraz ASV19.

Tabela 19. Porownanie centralnosc¢ bliskosci (wartosci nieznormalizowane)

roznica
Nazwa wezta CFS kontrola

absolutna
ASV2 28,58 30,61 2,03
ASV33 27,71 29,54 1,83
ASV19 28,71 30,50 1,79
ASV1 28,70 27,05 1,65
ASV13 31,15 29,57 1,58
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IV.8. Poréwnanie mikrobiomu w grupie pacjentéw z ME/CFS i oséb z grupy kontrolnej w
zaleznosci od funkcjonowania autonomicznego ukfadu nerwowego, funkcjonowania

poznawczego i poziomu zmeczenia

IV.8.1. Poréwnanie mikrobiomu w grupie pacjentéw z ME/CFS i oséb z grupy kontrolnej w

zaleznosci od funkcjonowania autonomicznego uktadu nerwowego

Rycina 22. ukazuje wynik analizy NMDS, ktdra zostata przeprowadzona na niewazonej
macierzy odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsrdd pacjentéow z ME/CFS
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, z uwzglednieniem parametru LF/HF-RRI.

Wartosci pacjentdw z grupy ME/CFS zaznaczone sg kotem z jasnoniebieskim konturem,
zas$ wartosci z grupy kontrolnej zaznaczone sg kwadratem z jasnozielonym konturem. Rosngce
wartosci parametru LF/HF-RRI sg odzwierciedlone przez wzrost intensywnosci nasycenia
czerwonego wypetnienia. Elipsa oznaczajgca 95% przedziatu ufnosci dla grupy CFS jest
zaznaczona przerywanym, jasnoniebieskim konturem, zas dla grupy kontrolnej jasnozielonym,
przerywanym konturem.

Wynik PERMANOVY wykazat istotny efekt parametru LF/HF-RRI w rdznicach w

mikrobiomie stolca oséb z grupy badanej i kontrolnej (F=1,56, p=0,047) (Tabela 20).

Tabela 20. Wynik PERMANOVY dla efektu grupy i LF/HF-RRI

Zmienna F R2 p

Grupa 2,79 0,04 0,01

LF/HF-RRI | 1,56 0,93 0,047

Reszty 0,03
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Rycina 22. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, ws$réd pacjentéow z ME/CFS w
poréwnaniu do oséb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu z uwagi na wartos¢

parametru LF/HF-RRI

IV.8.2. Poréwnanie mikrobiomu w grupie pacjentéw z ME/CFS i oséb z grupy kontrolnej w

zaleznosci od funkcjonowania poznawczego

Rycina 23. przedstawia wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na
niewazonej macierzy odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsréd
pacjentow z ME/CFS w poréwnaniu do osdb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem wyniku, jaki
pacjenci ci uzyskiwali w tescie tgczenia punktéw A (TMT A ).

Wartosci z grupy ME/CFS zaznaczone zostaty kotem z jasnoniebieskim konturem, za$
wartosci z grupy kontrolnej - kwadratem z jasnozielonym konturem. Rosngce wartosci
punktacji uzyskanej przez pacjentéw w tescie TMT A zostaty odzwierciedlone przez wzrost
intensywnosci nasycenia czerwonego wypetnienia. Elipsa oznaczajgca 95% przedziatu ufnosci
dla grupy CFS jest zaznaczona przerywanym, jasnoniebieskim konturem, zas dla grupy

kontrolnej jasnozielonym, przerywanym konturem.
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Wynik PERMANOVY wykazat istotny statystycznie efekt wyniki testu TMT A w réznicach
w mikrobiomie stolca badanych oséb z grupy badanej i kontrolnej (F=1,32, p=0,02) (Tabela
21). Efekt dla TMT B okazat sie nieistotny statystycznie (p>0,05).

Tabela 21. Wynik PERMANOVY dla efektu grupy i TMT A

Zmienna F R2 p
Grupa 2,22 0,04 0,003
TMT A 1,32 0,54 0,02
Grupa *
1,26 0,20 0,07
TMT A
Reszty 0,22
Grupa
0.4 ME/CFS
Kontrola
0,21 Wynik TMT A
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Rycina 23. Wynik analizy NMDS, ktdra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsrdd pacjentéw z ME/CFS w
poréwnaniu do zdrowych osdb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziaty na wynik

uzyskany przez pacjentéw w tescie TMT A.
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IV.8.3. Poréwnanie mikrobiomu w grupie pacjentéw z ME/CFS i 0s6b z grupy kontrolnej w

zaleznosci od poziomu zmeczenia mierzonego przy uzyciu skali FIS

Rycina 24. obrazuje wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej
macierzy odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsrdd pacjentéow z ME/CFS
w poréwnaniu do zdrowych oséb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem wyniku, jaki pacjenci
ci uzyskali w Skali Oceny Wptywu Zmeczenia (FIS).

Wykres zostat wygenerowany przy uzyciu tabeli OTU, zaznaczone punkty odpowiadajg
poszczegdlnym prébkom. Im blizej siebie znajdujg sie punkty/prébki w przestrzeni ordynacji,
tym bardziej podobne sg ich spotecznosci drobnoustrojéw.

Wartosci pacjentdw z grupy ME/CFS zaznaczone sg kotem z jasnoniebieskim konturem,
zas$ wartosci 0oséb z grupy kontrolnej zaznaczone sg kwadratem z jasnozielonym konturem.
Rosngce wartosci punktacji uzyskanej w skali FIS sg odzwierciedlone przez wzrost
intensywnosci nasycenia czerwonego wypetnienia. Elipsa oznaczajgca 95% przedziatu ufnosci
dla grupy CFS jest zaznaczona przerywanym, jasnoniebieskim konturem, zas dla grupy
kontrolnej jasnozielonym, przerywanym konturem. Wartos¢ stresu dla modelu wynosi 0.11,
co oznacza swietng reprezentacje w zredukowanych wymiarach.

Wynik PERMANOVY wykazat istotng statystycznie interakcje pomiedzy grupa (kontrola
vs ME/CFS) a wynikami w skali FIS pacjentow w zakresie mikrobiomu jelitowego pacjentéw
(F=1,87, p=0,01) (F=1,82, p=0,01) (Tabela 22). Zmienna FIS wyjasnita 74% wariancji sktadu

mikrobiomu.

Tabela 22. Wynik PERMANOVY dla interakcji Grupa * FIS

Zmienna | F R2 p
Grupa 2,17 0,04 0,01
FIS 1,19 0,74 0,13

Grupa:FIS | 1,87 0,08 0,01

Reszty 0,14
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Rycina 24. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, ws$réd pacjentéow z ME/CFS w
poréwnaniu do oséb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na wynik uzyskany przez

pacjentéw w skali FIS.

IV.8.4. Poréwnanie mikrobiomu w grupie pacjentéw z ME/CFS i oséb z grupy kontrolnej w

zaleznosci od poziomu zmeczenia mierzonego przy uzyciu skali FSS

Rycina 25. przedstawia wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na
niewazonej macierzy odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsréd
pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu do kontroli z uwzglednieniem wyniku uzyskanego przez
pacjentéw w Skali Oceny Nasilenia Zmeczenia (FSS).

Wartosci pacjentéw z grupy ME/CFS zaznaczone zostaty kotem z jasnoniebieskim
konturem, za$ wartosci oséb z grupy kontrolnej zaznaczone zostaty kwadratem z
jasnozielonym konturem. Rosngce wartosci punktacji uzyskanej w skali FSS sg odzwierciedlone
przez wzrost intensywnosci nasycenia czerwonego wypefnienia. Elipsa oznaczajaca 95%
przedziatu ufnosci dla grupy CFS jest zaznaczona przerywanym, jasnoniebieskim konturem, zas

dla grupy kontrolnej jasnozielonym, przerywanym konturem.
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Wynik PERMANOVY wykazat istotng statystycznie interakcje pomiedzy grupa (kontrola
vs ME/CFS) a wynikami w skali FSS pacjentow w zakresie mikrobiomu jelitowego pacjentéw

(F=1,71, p=0,04) (Tabela 23).

Tabela 23. Wynik PERMANOVY dla interakcji Grupa * FSS

Zmienna F R2 p
Grupa 1,94 0,04 0,02
FSS 1,08 0,58 0,26

Grupa:FSS | 1,71 0,04 0,04

Reszty 0,34
Grupa
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Rycina 25. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsrdd pacjentéw z grupy ME/CFS w

poréwnaniu do 0sdb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na wynik uzyskany w skali

FSS.
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V. DYSKUSJA

Zespdt przewlektego zmeczenia (ang. myalgic encephalomyelitis/ chronic fatigue
syndrome, ME/CFS) jest przewlektg chorobg, charakteryzujaca sie ciezkim, nieustepujgcym
zmeczeniem oraz réznorodnymi objawami towarzyszacymi, ktdre znacznie uposledzajg zycie
spoteczne, rodzinne i zawodowe pacjenta. ME/CFS wystepuje powszechnie w populacji,
jednak szacuje sie, ze u nawet ok. 90% pacjentéw nie zostato jak dotad postawione
prawidtowe rozpoznanie [3,18]. Pomimo duzego zainteresowania naukowcéw tg jednostka
chorobowag oraz prowadzenia licznych badan naukowych na jej temat, nadal nie wyjasniono
etiologii i patogenezy ME/CFS, co powoduje znaczne utrudnienie diagnostyki oraz leczenie
pacjentéw wytacznie objawowo.

Objawy grypopodobne, wystepujgce czesto na poczatku rozwoju ME/CFS, sugerujg, ze
czynnikiem spustowym choroby moze by¢ czynnik zakazny lub zapalny [3,230]. Okreslenie
statusu immunologicznego pacjentéw z ME/CFS, poszukiwanie specyficznych zaburzen w
poziomach cytokin prozapalnych czy zaburzen funkcji limfocytéw T i innych komodrek
odpornosciowych, byty przedmiotem wielu dotychczas prowadzonych badan naukowych,
analizujacych udziat dysfunkcji uktadu immunologicznego w patogenezie tej choroby [50-58].
Badania te czesto skupiaty sie na poszukiwaniu specyficznego biomarkera lub cech
réznicujgcych ME/CFS. Pozytywne proby leczenia pacjentéw z ME/CFS z populacji norweskiej
lekiem immunomodulujacym — rituksimabem — zaliczanym do przeciwciat monoklonalnych
przeciw antygenom CD20, znajdujgcych sie na powierzchni limfocytdw B, nasuwajg
podejrzenie, ze u podfoza rozwoju zespotu przewlektego zmeczenia moze leze¢ proces
autoimmunologiczny [282-284].

Istniejg obecnie doniesienia naukowe, ze do rozwoju ogdlnoustrojowej odpowiedzi
autoimmunologicznej oraz przewlektego stanu zapalnego w organizmie cztowieka mogg
przyczynia¢ sie zaburzenia homeostazy mikrobiomu przewodu pokarmowego [230].
Przypuszcza sie, ze wiele dobrze poznanych choréb o podtozu zapalnym Ilub
autoimmunologicznym moze miec zwigzek z nieprawidtowym sktadem mikrobioty jelitowej i
uposledzong odpowiedzig organizmu na dysbioze jelitowg [198—208]. Jest to réwniez jedna z
rozwazanych hipotez dotyczacych etiologii ME/CFS. Sugeruje sie, ze dysbioza jelitowa, na
drodze specyficznych oddziatywan i produkcji zmienionych, nieprawidtowych produktéw
metabolizmu, moze prowadzi¢ do rozszczelnienia $cistych potgczenn komodrek nabtonka

jelitowego, uszkodzenia bariery jelitowej i do rozwoju tzw. zespotu nieszczelnego jelita (ang.
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leaky gut syndrome). Umozliwia to migracje patogendw oraz produktéw ich metabolizmu
(m.in. bakteryjnego lipopolisacharydu, LPS) przez $ciane jelita, do okolicznych weztéw
chtonnych i krazenia systemowego, co przyczynia sie do przewlektej aktywacji uktadu
immunologicznego, wzrostu produkcji cytokin prozapalnych i rozwoju stanu zapalnego jelit.
Wptywa to na dalsze nasilenie przepuszczalnosci $ciany jelit, zmiane stezenia
neurotransmiteréw syntetyzowanych przez niektére drobnoustroje mikrobioty jelitowej i
zmiane sygnatéw nerwowych przekazywanych do wewnetrznego uktadu nerwowego jelit
(ang. enteric nervous system, ENS). Patofizjologiczne potgczenie mikrobioty, osrodkowego
uktadu nerwowego, autonomicznego uktadu nerwowego (razem z ENS) oraz osi podwzgdrze-
przysadka-nadnercza (HPA) doprowadzito do sformutowania modelu osi mézgowo-jelitowe;j
(ang. gut-brain axis). Istniejg doniesienia naukowe wskazujgce, ze mikrobiota, poprzez
niezdefiniowane jeszcze mechanizmy i produkty swojego metabolizmu, moze oddziatywac na
OUN za posrednictwem $ciezek uktadu immunologicznego, nerwowego czy endokrynnego, co
moze m.in. prowadzi¢ do rozwoju zaburzen funkcji kognitywnych, zaburzen funkcjonowania
autonomicznego uktadu nerwowego czy zaburzen snu i powodowaé m.in. rozwéj objawow
ME/CFS [193,230,285].

Warto zwrécié uwage, ze podobne epizody translokacji bakteryjnej oraz bakteryjnego
LPS przez rozszczelnione potfaczenia w barierze jelitowej, sg w literaturze opisywane rowniez
w innych jednostkach chorobowych, np. Yu i wsp. opisali obecnos¢ LPS produkowanego przez
patogenny Campylobacter jejuni w splotach nerwowych u pacjentéw z zespotem Guillain-
Barre [286], a Maes i wsp. [287] wykazali, ze pacjenci, u ktérych zdiagnozowano zaburzenia
depresyjne, mieli znaczagco podwyzszone stezenia immunoglobulin IgM i IgA przeciwko
lipopolisacharydom Gram-ujemnych enterobakterii nalezgcych do prawidtowego mikrobiomu
jelitowego, w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej, co sugeruje rozszczelnienie bariery
jelitowej i translokacje bakterii jelitowych do uktadu krazenia, i mogto mieé wptyw na rozwdé;j
objawéw dysfunkcji uktadu nerwowego i patogeneze réwniez choréb neurologicznych i
psychicznych.

Istotne jest rowniez, ze sugerowany wptyw zaburzen w sktadzie i funkcji mikrobiomu
jelitowego na rozwdj ogodlnoustrojowej reakcji zapalnej i upo$ledzenia metabolizmu
gospodarza jest zbiezny z proponowanym przez Nacula i wsp. modelem przebiegu naturalnego
ME/CFS [28]. Zgodnie z modelem Nacula i wsp., w odpowiedzi na czynnik inicjujgcy, dochodzi

do powstania reakcji zapalnej, uwolnienia cytokin prozapalnych, polipeptyddw, aktywac;ji osi
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podwzgdrze-przysadka-nadnercza (HPA) i zwiekszenia napiecia uktadu wspotczulnego, a takze
aktywacji ukfadu odpornosciowego, nerwowego i endokrynnego [28]. Nastepnie moga
zachodzié liczne zmiany patofizjologiczne prowadzgce m. in. do zwiekszenia przepuszczalnosci
srédbtonka, zwiekszenia naptywu komoérek zapalnych, agregacji ptytek krwi, zmniejszenia
przeptywu krwi przez kapilary, czy powstawania mikrozakrzepéw. W konsekwencji tego
dochodzi do niedotlenienia komorek i zwiekszonego wydatkowania ATP [28]. Podobne zmiany
w organizmie cztowieka zachodzg np. w wyniku infekcji, urazu czy stresu, jednak w ME/CFS
nie zostaje przywrdcony stan homeostazy, czyli réwnowagi pomiedzy fizjologicznymi
procesami organizmu. U oséb z ME/CFS dochodzi do nieprawidtowej odpowiedzi na bodziec i
rozwoju nieodwracalnych zmian w funkcjonowaniu narzgddéw i uktadow, takich jak uktad
immunologiczny, nerwowy i miesniowy [28].

W literaturze istniejg doniesienia naukowe sugerujgce, ze wielokierunkowa
dysregulacja metabolizmu gospodarza, nastepujgca w odpowiedzi na dysbioze jelitowg moze
leze¢ u podstaw patogenezy ME/CFS [209-220]. Zrozumienie doktadnego mechanizmu
zaburzen homeostazy mikrobiomu jelitowego w ME/CFS oraz jego roli w rozwoju objawdéw tej
choroby, moze w sposéb istotny przyczynic sie do wyjasnienia etiologii ME/CFS, a takze stac
sie punktem uchwytu dla opracowania markera diagnostycznego lub leczenia przyczynowego
ME/CFS. Jak do tej pory przeprowadzono stosunkowo niewiele badan naukowych dotyczgcych
dysbiozy jelitowej w ME/CFS, a dodatkowo z uwagi na rdézne czynniki zaktécajgce, wyniki
uzyskane w tych badaniach czesto sg niespdjne. W zwigzku z tym nie udowodniono jak dotad
zwigzku dysbiozy jelitowej z rozwojem ME/CFS. Badanie wtasne uzupetnia luki w wiedzy w tym
zakresie, dostarczajgc nowych danych na temat skfadu iloSciowego i jakosciowego
mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z ME/CFS.

Istniejg rézne metody analizy mikrobiomu. We wczes$niejszych badaniach postugiwano
sie przede wszystkim metoda hodowli, natomiast w ostatnich latach wprowadzono nowe
metody analizy mikrobiomu i obecnie przede wszystkim wykorzystuje sie dwie z nich: reakcje
tancuchowg polimerazy (PCR) oraz wysokoprzepustowe sekwencjonowanie genu 16S rRNA.
Doktadniejszg metodg badawczg, umozliwiajgcg identyfikacje wiekszej liczby gatunkow
drobnoustrojow, jest sekwencjonowanie 16S rRNA. W niniejszym badaniu do identyfikacji
drobnoustrojow z  probek stolca, wykorzystano wtasnie  wysokoprzepustowe

sekwencjonowanie bakteryjnego genu 16S rRNA [172].
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W poréwnaniu z technikami hodowlanymi, metody sekwencjonowania nowej
generacji (NGS) sg skuteczniejsze w identyfikacji bakterii. Nie dostarczaja one jednak
informacji o funkcjach metabolicznych organizmu. Obecnie obserwujemy dalszy rozwdj metod
identyfikacji bakterii, a mianowicie badania metagenomiczne, opierajace sie na metodach
spektrometrii mas [288]. Metody te umozliwiajg kliniczng analize danych dotyczacych nowych
gatunkéw bakterii, produktéw ich metabolizmu i petnionych przez nie funkcji, dlatego
stanowig przyszto$é rozwoju badan nad ludzkim mikrobiomem [288].

W niniejszym badaniu w analizie ilosciowej mikrobiomu pacjentéw z ME/CFS oraz
grupy kontrolnej, nie wykazano istotnych statystycznie réznic w zakresie wspodtczynnikow
réznorodnosci i rownomiernosci mikrobiomu jelitowego w analizowanych grupach (wskaznik
H i E Shannona). Co ciekawe, w niniejszym badaniu, poréwnujgc mikrobiom stolca pacjentéw
z ME/CFS i 0séb z grupy kontrolnej, wykazano istotng statystycznie réznice w zakresie liczby
operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTU). OTU stanowi grupe mikroorganizméw
zgrupowanych na podstawie podobienstwa sekwencji DNA danego genu, zwykle 16S rRNA ,
ktéry stuzy jako marker taksonomiczny [165]. Pacjenci z ME/CFS charakteryzowali sie istotnie
wyzszym bogactwem gatunkowym mikrobiomu jelitowego, rozumianym jako wyzsza ilo$¢
jednostek OTU.

W poprzednich badaniach naukowych, w ktérych analizowano bogactwo gatunkowe
mikrobiomu przewodu pokarmowego u pacjentéw z ME/CFS i u oséb zdrowych, wykazano, ze
pacjenci z ME/CFS charakteryzowali sie zmniejszeniem réznorodnosci mikrobiomu jelitowego
[211,212,214]. Giloteaux i wsp. [211], ktorzy w swoich badaniach réwniez wykorzystali
sekwencjonowanie 16S rRNA do analizy mikrobiomu jelitowego z prébek stolca u 48
pacjentow z ME/CFS i 39 osdb zdrowych z grupy kontrolnej, wykazali, ze grupa ME/CFS
charakteryzowata sie zmniejszeniem ogdlnej obfitosci mikrobiomu, rozumianej jako ilos¢
jednostek OTU, zmniejszeniem rdznorodnosci filogenetycznej, a takze istotnie statystycznie
nizszym wspotczynnikiem réznorodnosci Shannona (wskaznik H Shannona). W innym badaniu
Giloteaux i wsp. [212], przeprowadzonym na parze monozygotycznych bliznigt, z ktérych
jedno chorowato na ME/CFS, a drugie byto zdrowe, rdwniez na podstawie sekwencjonowania
16S rRNA wykazano mniejszg réznorodnos¢ mikrobiomu jelitowego. W badaniu Mandarano i
wsp. [214] sekwencjonowano mikrobiom jelitowy u 49 pacjentéw z ME/CFS i 39 zdrowych,

wykorzystujgc réwniez wysokoprzepustowe sekwencjonowanie genu 18S rRNA (sekwencje
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dla eukariota). Wykazano zmniejszenie réznorodnosci mikroorganizméw eukariotycznych w
mikrobiomie jelitowym pacjentéw z ME/CFS, jednak réznice te nie byty istotne statystycznie.

Zmniejszenie obfitosci gatunkowej mikrobiomu jelitowego uwazane byto dotychczas
za wyraz dysbiozy jelitowej, podczas gdy bogaty gatunkowo i réznorodny mikrobiom byt
uwazany za zdrowy [160,216,289]. W badaniach naukowych dotyczacych pacjentdéw z innymi
chorobami przewodu pokarmowego opisywano zmniejszenie réznorodnosci gatunkowej
mikrobiomu — m.in. w nieswoistych chorobach zapalnych jelit [290], chorobie Lesniowskiego-
Crohna [291], czy zespole jelita drazliwego (IBS) [292-294], ktdry jest chorobg czesto
wspotwystepujgcg z ME/CFS. W badaniu Giamarellos-Bourboulis i wsp. [294] postuzyli sie
metodg PCR dla oznaczenia sktadu gatunkowego mikrobiomu dwunastnicy. Uzycie innej
metody sekwencjonowania mikrobiomu oraz badanie préobek z innego odcinka przewodu
pokarmowego (z jelita cienkiego, a nie jak w dotychczas opisywanych badaniach z jelita
grubego), mogto istotnie wptyngé¢ na uzyskane wyniki. Co ciekawe, w badaniu Krogsgaard i
wsp. [295], opublikowanym w 2018r., gdzie mikrobiom bakteryjny oznaczano z prébek stolca
z uzyciem sekwencjonowania 16S rRNA, wykazano zwiekszenie réznorodnosci mikrobiomu
jelitowego (wyzszy wskaznik H Shannona) w grupie pacjentéw z IBS, w pordéwnaniu do
zdrowych oséb z grupy kontrolnej, jednak wyniki te nie byty istotne statystycznie (p= 0,59)
[295]. Istniejg rowniez dwa inne badania naukowe, w ktérych réwniez wykazano wyzszg
réoznorodnosé mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z IBS w poréwnaniu do kontroli [200,296].
W zadnym badaniu jak do tej pory, nie wykazano wyzszej réznorodnosci mikrobiomu
jelitowego u pacjentéw z ME/CFS.

W przegladzie systematycznym na temat definicji zdrowego mikrobiomu,
opublikowanym w 2016 roku, zwrdécono uwage na problemy jakie pojawiajg sie wspdtczesnie
z charakteryzowaniem zdrowego mikrobiomu [297]. Bogactwo gatunkowe mikrobiomu,
rozumiane w sposéb jakosciowy, jako idealny zestaw okreslonych drobnoustrojow, nie jest
praktyczng definicjg, z uwagi na duze réznice w sktadzie gatunkowym mikrobiomu pomiedzy
zdrowymi osobami [297]. Natomiast duza obfitos¢ gatunkowa mikrobiomu rozumiana w
sposdb ilosciowy, réwniez nie powinna by¢ wyktadnikiem zdrowego mikrobiomu, gdyz
wykazano juz, ze nawet wspdlne taksony, od poszczegdinych gatunkdw do catych typdw,
roznig sie liczebnoscig o wiecej niz rzad wielkosci wsrdod zdrowych osobnikdw [297]. Shanahan
i wsp. w publikacji z 2021r. [298] zauwazajg, ze rézne bakterie czesto dzielg zdolnos¢ do

podobnych funkcji metabolicznych, a wielofunkcyjna redundancja jest waing cechg
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mikrobiomu jelitowego. Tak wiec, pomimo skrajnej miedzyosobniczej réznorodnosci sktadu i
miedzyosobniczej zmiennosci czasowej mikrobiomu jelitowego, jego funkcja metaboliczna
jest znacznie mniej zréznicowana i wysoce bardziej konserwatywna [298]. Sugeruje to, ze
definicja funkcjonalna (metabolomiczna i proteomiczna) zdrowego mikrobiomu moze by¢
znacznie lepsza od taksonomii w odréznianiu podejmowania préob okreslenia skfadu
ilosSciowego czy jakosciowego zdrowego mikrobiomu [298]. Dodatkowo warto zaznaczyé, ze
wiekszos¢ komensali jelitowych wykazuje wspdlne powigzania funkcjonalne na poziome
szczepu, a nie gatunku bakterii. Dla celéw klinicznych znacznie bardziej istotna jest wiec
heterogenicznos$¢ bakterii jelitowych na poziomie szczepu, a nie gatunku [353].

Wobec powyzszego, obecnie jako definicje zdrowego mikrobiomu mozna uznac¢, rdzen
funkcjonalny”, czyli taki sktad mikrobiomu, ktéry bedzie petnit okreslone funkcje metaboliczne
i molekularne w danym srodowisku oraz bedzie odporny na czynniki zaktécajgce i bedzie miat
zdolnos$¢ do pdiniejszego powrotu do zdrowego profilu funkcjonalnego [297,299]. Nalezy
zaznaczyé, ze takie funkcje zdrowego mikrobiomu mogg by¢ zapewniane u réoznych oséb przez
réozne mikroorganizmy [289,299]. Istotne jest réwniez doktadniejsze poznanie interakcji
pomiedzy mikrobiomem, a gospodarzem, zrozumienie zaburzen, ktére w obrebie nich
powstajg oraz przywrocenie ich prawidtowego przebiegu, poprzez precyzyjng modyfikacje
sktadu jakosciowego mikrobiomu [298].

Nalezy réwniez podkresli¢, ze na podstawie samej informacji na temat ilo$ci jednostek
OTU ogdtem, nie da sie wysungé wnioskdw na temat ilosci poszczegdlnych OTU, czy
poszczegdlnych gatunkdw bakterii jelitowych. Wieksza ilo$¢ jednostek OTU w grupie badanej,
moze dotyczy¢ np. gatunkdw bakterii uwazanych powszechnie za prozapalne. Jednoczesnie
nalezy stwierdzié, ze w swietle obecnej wiedzy nie da sie na podstawie réznic wykazanych w
samej ilosci jednostek OTU, wnioskowaé na temat ich funkcji i wptywu na rozwdj
ewentualnych objawdw chorobowych. llos¢ jednostek OTU jest cechg bardzo osobniczg,
zalezng od wielu czynnikdw zewnetrznych i wewnetrznych, takich jak m.in. czynniki
Srodowiskowe, czynniki genetyczne, dieta, aktywno$é fizyczna, «czy przebyte
antybiotykoterapie. W swietle obecnej wiedzy, nie mozna réowniez powiedzieé, czy wieksza
ilos¢ jednostek OTU oznacza w badanej populacji ceche zdrowej czy niezdrowe] mikrobioty.
Zgodnie z aktualng literaturg naukowsg, nie jest to cecha brana obecnie pod uwage przy

okreslaniu danej mikrobioty jako dysbiotycznej [297].
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W niniejszym badaniu zaobserwowano réznice w sktadzie jakosciowym mikrobiomu
jelitowego. Analize poréwnawczg mikrobiomu stolca u pacjentéw z ME/CFS i u oséb z grupy
kontrolnej przeprowadzono na wszystkich poziomach taksonomicznych. Na poziomie gromad,
u pacjentow z ME/CFS stwierdzono mniejszg obfitos¢ Firmicutes, Actinobacteria oraz
Proteobacteria i gromad rzadkich niz w grupie kontrolnej. Na poziomie klas zaobserwowano
w grupie ME/CFS wiekszg obfitos¢ Bacteroidia, a mniejszg Negativicutes, Actinobacteria oraz
klas rzadkich. Na poziomie rzedéw u pacjentdéw z grupy badanej wykazano wiekszg obfitos¢
Bacteroidales, a mniejszg Selenomonadales oraz rzedéw rzadkich. Na poziomie rodzin u
pacjentow z ME/CFS wykazano stosunkowo mniejszg obfitos¢ bakterii z rodziny
Veillonellaceae oraz bakterii z rodzin rzadkich. Na poziomie rodzajow stwierdzono
proporcjonalnie wiekszg obfitos¢ bakterii z rodzaju Bacteroides, Alistipes i Ruminococcaceae
u pacjentow z ME/CFS, natomiast obfito$¢ pozostatych rodzajéw byta stosunkowo wyzsza w
grupie kontrolne;j.

Ciekawe informacje uzyskano w badaniu wtasnym dokonujgc poréwnania czestosci
wystepowania 50 najliczniejszych rodzajéw bakterii mikrobiomu jelitowego pomiedzy
analizowanymi grupami, badang i kontrolng, do czego wykorzystano wykres ciepta. Wykres
ten pozwolit zaobserwowaé, ze mikrobiom stolca u pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu do
0s6b z grupy kontrolnej, charakteryzuje proporcjonalnie wyzsza obfitos¢ 10 rodzajéw bakterii,
a mianowicie: Alistipes, Agathobacter, Bacteroides, Blautia, Bifidobacterium, Dialister,
Faecalibacterium, Ruminococcaceae, Ruminococcus i Subduligranulum. Badania takie sg
ciekawe i na pewno wymagajg dalszego rozszerzenia, poniewaz mogg stanowi¢ element
typowania specyficznego markera biologicznego ME/CFS.

Jak dotad opublikowano stosunkowo niewiele badan naukowych dotyczacych réznic w
sktadzie mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu do zdrowe] grupy
kontrolnej. Jako pierwszy badania takie wykonat Butt i wsp., uzywajgc metod tradycyjnej
hodowli i wykazujgc rdznice w sktadzie mikrobioty jelitowej u pacjentéow z ME/CFS w
poréwnaniu do oséb zdrowych [300]. Nastepnie Sheedy i wsp., stosujac metody hodowlane i
analize metabolitéw, oznaczyli mikrobiom jelitowy w kohortach pacjentéw z ME/CFS i oséb
zdrowych [220]. Oba te badania wykazaty, ze gatunki Enterococcus i Streptococcus,
wytwarzajgce kwas D-mlekowy byty silnie nadreprezentowane u pacjentéw z ME/CFS, a wérdd
bakterii beztlenowych Prevotella byta rodzajem bakterii, ktérego nadmiar wystepowat u

pacjentéow z ME/CFS [220,300].
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W badaniu Fremonta i wsp. na pacjentach z ME/CFS z Belgii i Norwegii, uzywajac
metody wysokoprzepustowego sekwencjonowania 16S rRNA, wykazano rdznice w sktadzie
mikrobiomu jelitowego, w pordéwnaniu ze zdrowag grupg kontrolng, m.in. opisano
podwyzszony poziom bakterii z rodzaju Lactonifactor i Alistipes, oraz zmniejszong obfitos¢
bakterii z rodzaju Firmicutes w grupie badanej [209]. Badanie to nie wykazato istotnych rdznic
w poziomie réznorodnosci mikrobiomu jelitowego miedzy analizowanymi grupami [209].
Zwrécono jednak réwniez uwage, ze istniejg istotne statystycznie rézinice w skfadzie
mikrobiomu jelitowego pomiedzy osobnikami z Norwegii i osobnikami z Danii, nalezagcymi do
grupy kontrolnej [209].

Z kolei grupa badaczy pod nadzorem Nagy-Szakal [129] wykonata sekwencjonowanie
mikrobiomu z prébek stolca w grupie 50 pacjentow z ME/CFS i tak samo licznej grupie
kontrolnej, wykorzystujgc w tym celu metode sekwencjonowania shotgun. W badaniu tym
pacjentéw podzielono na subgrupy w zaleznosci od naktadania sie objawéw IBS. Wykazano,
ze mikrobiota jelitowa pacjentéw z ME/CFS rdzni sie istotnie od grupy kontrolnej, ale takze
wsréd pacjentow z ME/CFS wykazano istotne rdznice w sktadzie mikroorganizméw w
zaleznosci od wspotwystepowania IBS. Pacjenci, u ktérych jednoczesnie wystepuje ME/CFS i
IBS mieli istotnie podwyzszony poziom bakterii Alistipes, a obnizony poziom bakterii
Faecalibacterium, natomiast pacjenci z samym ME/CFS mieli podwyzszony poziom
Bacteroides i obnizony poziom Bacteroides vulgatus. W badaniu tym dodatkowo wykazano,
ze stopied nasilenia dysbiozy jelitowej oraz zmniejszenie rdéznorodnosci mikrobiomu
jelitowego korelowato pozytywnie ze stopniem nasilenia objawéw ME/CFS [129]. Dodatkowo
w badaniu tym wykonano liniowg analize dyskryminacyjng (LDA) i wykazano, ze 37 taksondw
bakteryjnych rézni istotnie grupe pacjentéw ME/CFS (zaréwno z IBS, jak i bez IBS) od grupy
kontrolnej. Na poziomie rzeddw i rodzin wykazano mniejszg obfitos¢ bakterii rzedu
Pasteurellales oraz bakterii z rodzin Lachnospiraceae, niesklasyfikowanych Bacillales i z
rodziny Pasteurellaceae, natomiast obfitos¢ bakterii z rodziny Clostridiaceae byta wyisza u
pacjentow z ME/CFS. Na poziomie rodzajow obfitos¢ bakterii Faecalibacterium, Roseburia,
Coprococcus, Gemella, Dorea i Haemophilus byta nizsza w grupie ME/CFS, natomiast obfitos¢
bakterii z rodzajéw Clostridium, Pseudoflavonifractor, Anaerostipes i Coprobacillus byta
wyzsza w grupie ME/CFS. Gatunkami bakterii najbardziej réznicujgcymi grupe ME/CFS i grupe
kontrolng byty: F. prausnitzii, Alistipes putredinis, Faecalibacterium cf., R. inulinivorans, D.

longicatena, D. formicigenerans, Eubacterium ventriosum, Eubacterium hallii, Haemophilus
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parainfluenzae, P. distasonis, R. obeum i C. catus (wszystkie mniej liczne w grupie ME/CFS)
oraz nieskasyfikowane Bacteroides, nieskasyfikowane Alistipes, P. capillosus, Clostridium
bolteae, R. gnavus, C. asparagiforme, Anaerostipes caccae, C. bacterium, C. symbiosum i C.
scindens (bardziej liczne w grupieME/CFS) [129]. Bakterie Faecalibacterium, Roseburia, Dorea,
Coprococcus, Clostridium, Ruminococcus i Coprobacillus istotnie réznity pacjentéw z ME/CFS
w poréwnaniu do grupy kontrolnej we wszystkich przeprowadzonych w tym badaniu analizach
(TDA, LDA oraz nieparametryczne testowanie) [129]. W takich samych analizach w podgrupie
pacjentow z ME/CFS i IBS, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, zidentyfikowano 21 taksondéw
bakteryjnych, szczegdlnie wyrdzniajgcych grupe ME/CFS+IBS. Wykazano zwiekszong obfitosé
bakterii z Clostridiaceae, bakterii Clostridium i rodzaju Anaerostipes; oraz zmniejszong obfito$é
bakterii z rodziny Lachnospiraceae, oraz bakterii z rodzajéw Faecalibacterium, Roseburia,
Coprococcus i Dorea. Gatunkami bakterii najbardziej réznicujgcymi grupe ME/CFS+IBS i grupe
kontrolng byty F. prausnitzii, nieskasyfikowana Faecalibacterium, R. inulinivorans, C. comes, D.
longicatena, E. hallii, D. formicigenerans, R. obeum i C. catus (zmniejszona obfito$¢ w grupie
ME/CFS + IBS) oraz niesklasyfikowana Alistipes, C. bolteae i A. caccae (zwiekszona obfitos¢ w
ME/CFS + IBS) [129]. Nastepnie przeprowadzono takie same analizy w podgrupie pacjentow z
ME/CFS bez IBS, w poréwnaniu do grupy kontrolnej i zidentyfikowano 21 taksondw
bakteryjnych, szczegdlnie wyrdzniajgcych grupe ME/CFS bez IBS. Wykazano zwiekszong
obfitos¢ bakterii Pseudomonadales oraz z rodzin Clostridiaceae i Pseudomonadaceae, a takze
bakterii z rodzajéw Clostridium, Pseudomonas, Pseudoflavonifractor, Eggerthella i
Coprobacillus w grupie ME/CFS bez IBS, w porédwnaniu do kontroli. Wykazano zmniejszong
obfitos¢ bakterii z rodzaju Dorea w grupie ME/CFS bez IBS, w poréwnaniu do kontroli.
Gatunkami bakterii najbardziej réznicujgcymi grupe ME/CFS bez IBS i grupe kontrolng byty D.
formicigenerans, C. catus i P. distasonis (zmniejszona obfitos¢ w grupie ME/CFS bez IBS) oraz
niesklasyfikowana Bacteroides, R. gnavus, D. longicatena, P. capillosus, E. lenta, C. symbiosum,
C. scindens, C. bacterium i Clostridium cf. (zwiekszona obfitos¢ w grupie ME/CFS bez IBS) [129].
Wysunieto wniosek, ze na podstawie wynikéw z analiz TDA, LDA i modeli predykcyjnych,
bakterie z rodzajow Faecalibacterium, Roseburia, Dorea, Coprococcus, Clostridium,
Ruminococcus i Coprobacillus byly najmocniej zwigzane z ME/CFS, a ich taczna wzgledna
obfitos¢ wydawata sie przewidywac diagnoze [129].

Shukla i wsp. [210] przeprowadzili badania na 10 pacjentach z ME/CFS i 10 zdrowych

osobach kontrolnych, oznaczajgc sktad mikrobiomu w prdébkach katu i krwi na poczatku

127



badania oraz po wykonaniu cyklu ¢wiczen na cykloergometrze. Do sekwencjonowania uzyto
metody 16S rRNA [210]. Wykazano, ze wyjsciowo mikrobiota pacjentow z ME/CFS rdznita sie
istotnie od oséb zdrowych, w prdbkach stolca pacjentéw z ME/CFS odnotowano wyzsze
poziomy bakterii Bacteroidetes i nizsze poziomy Firmicutes i Actinobacteria [210]. Co ciekawe,
w prébkach pobieranych po wysitku fizycznym odnotowano zwiekszenie ilosci 7 z 9 gtéwnych
typdw bakterii u pacjentéow z ME/CFS, w poréwnaniu do grupy kontrolnej gdzie wzrost
odnotowano tylko w 2 z 9 gtdwnych typdw bakterii [210]. Sugeruje to, ze aktywno$é fizyczna
moze by¢ istotnym czynnikiem wptywajgcym na sktad mikrobioty jelitowej [210].

We wspomnianym juz wczesniej badaniu Giloteaux i wsp. [211] oznaczono mikrobiom
jelitowy oraz parametry zapalne w surowicy krwi u 48 pacjentow z ME/CFS, poréwnujac je z
wynikami zdrowych oséb z grupy kontrolnej. Uzyto metody sekwencjonowania 16S rRNA.
Wykazano istotnie zmniejszong réznorodnos$¢ mikrobioty jelitowej u oséb z ME/CFS, a
wykazane réznice dotyczyly przede wszystkim bakterii typu Firmicutes [211]. W analizie
jakosciowej na poziomie OTU stwierdzono, ze czterdziesci jednostek OTU znacznie rdzni sie
miedzy grupami. Wiekszos¢ z nich nalezata do typu Firmicutes, w tym przedstawiciele rodziny
Ruminococcaceae, tacy jak Oscillospira spp., Faecalibacterium prausnitzii i Ruminococcus spp.
i przedstawiciele Lachnospiraceae, tj. Coprococcus spp. Inne OTU obejmowaty cztonkow
Actinobacteria, takich jak Eggerthella lenta i Collinsella aerofaciens [211]. Poza tym wykonano
analize LDA, w ktérej wykazano wiekszg obfitos¢ dwudziestu czterech rodzajow bakterii w
grupie ME/CFS, byty to m.in. niesklasyfikowana bakteria z rodziny Desulfohalobacteriaceae
oraz bakterie nalezgce do typu Firmicutes, tj. Oscillospira, Lactococcus, Anaerotruncus i
Coprobacillus oraz Eggerthella nalezagca do typu Actinobacteria. Osiemnascie rodzajéw
bakterii zostato wykazanych jako bardziej liczne w grupie kontrolnej, byty to bakterie nalezgce
gtéwnie do typu Firmicutes [211]. Zaobserwowano, ze bakterie z rodzin Ruminococcaeae i
Bifidobacteriaceae, tj. odpowiednio Faecalibacterium i Bifidobacterium, bylty istotnie bardziej
liczne u zdrowych osobnikéw [211].

Dodatkowo wykonano badania réznych parametréw z krwi w analizowanych grupach
i wykazano znamiennie podwyzszone poziomy bakteryjnego lipopolisacharydu (LPS), biatka
wigzgcego lipopolisacharyd (ang. LPS-binding protein, LBP) oraz limfocytow CD14 u pacjentow
z ME/CFS [211]. Zwiekszong przepuszczalnosc¢ jelit, podwyzszony poziom LPS czy przeciwciat
IgA i IgM przeciwko LPS byt juz opisywany we wczesniejszych badaniach na pacjentach z

ME/CFS [302, 308]. Podwyzszony poziom LPS, LBP i przeciwciat przeciwko LPS jako markery
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endotoksemii majg ograniczone zastosowanie, poniewaz LPS jest produkowany wyfacznie
przez bakterie Gram-ujemne. Dlatego ciekawe jest wykazanie podwyzszonego poziomu
limfocytow CD14 u pacjentéw z ME/CFS. Limfocyty CD14 s3 wytwarzane gtdwnie przez
makrofagi i hepatocyty w odpowiedzi na LPS, ale réwniez stymulowane przez inne czynniki
bakteryjne i wirusowe. Zaobserwowano, ze poziom CD14 dodatnio korelowat z poziomami
LPS, LBP i hsCRP [211]

W badaniu tej samej grupy badaczy wykonano podobne badanie na parze
monozygotycznych 34-letnich blizniat, z ktérych jeden chorowat na ME/CFS, a drugi stanowit
zdrowag grupe kontrolng, wykazujgc zmniejszong ilos¢ komensalnych bakterii Faecalibacterium
i Bifidobacterium u pacjenta z ME/CFS [212].

W innym badaniu Armstrong i wsp. [217] przebadali 34 kobiety z ME/CFS oraz 25
zdrowych kobiet, jako grupe kontrolng, szukajac zwigzku pomiedzy zmianami w skfadzie
mikrobiomu jelitowego i jej metabolitéw, a metabolitami obecnymi w krwi i moczu
uczestniczek badania. Mikrobiom sekwencjonowano z prébek stolca, a metabolity z probek
stolca, moczu i krwi, do analizy uzyto metod hodowli oraz analizy 1H NMR (magnetyczny
rezonans jadrowy). W kohorcie pacjentek z ME/CFS zaobserwowano spadek poziomu
mleczanu w kale i wzrost maslanu, izowalerianianu i walerianianu, co korelowato ze wzrostem
ilosci bakterii Clostridium spp. oraz spadkiem ilosci bakterii Bacteroides spp., w poréwnaniu
do zdrowej grupy kontrolnej. Jednoczes$nie zauwazono, ze rdznice te pozytywnie korelowaty
ze wzrostem mikrobiologicznej fermentacji btonnika i aminokwaséw w celu wytworzenia
wiekszej ilosci krétkotancuchowych kwasow ttuszczowych (ang. short chain fatty acids, SCFA)
u pacjentek z ME/CFS [217]. Wyniki te sugerujg, ze SCFA w kale byty zwigzane z pojawieniem
sie specyficznych metabolitdw w surowicy i moczu, co wskazuje, ze SCFA mogg wptywac na
zmiany metabolizmu gospodarza [217].

W badaniu Kitami i wsp. [215], opublikowanym w 2020 roku, pobrano prébki stolca
od 48 pacjentow z ME/CFS i 52 oséb z grupy kontrolnej i wykonano sekwencjonowanie 16S
rRNA. Do postawienia rozpoznania ME/CFS uzyto tak samo jak w niniejszym badaniu zaréwno
kryteriow Fukudy z 1994r., jak i kryteriw ME/ICC z 2011r. [215]. Dodatkowo wykonano u
analizowanych pacjentéw standardowe badania laboratoryjne, oznaczenie metabolitow w
osoczu (metabolomika), immunofenotypowanie krwi oraz oznaczenie niektérych gendw
(transkryptomika). Wykazano znaczgce rdznice w skfadzie mikrobiomu jelitowego miedzy

analizowanymi grupami. W grupie ME/CFS stwierdzono wyzszg obfito$¢ bakterii Coprobacillus,
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Eggerthella i Blautia, w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zidentyfikowano 26 potencjalnych
markeréw molekularnych, ktére moga postuzy¢ do szybszego i doktadniejszego zréznicowania
pacjentow z ME/CFS od oséb zdrowych [215]. Jako najdoktadniejsze z nich uznano ilos¢
monocytéw we krwi obwodowej, sktad mikrobiomu jelitowego oraz profil lipoprotein
(najbardziej rdéznicujgcy byty triglicerydy oraz lipoproteiny VLDL) [215]. W badaniu tym
skorelowano wykazane zmiany parametrow molekularnych z zaburzeniami snu i zaburzeniami
funkcji poznawczych i wykazano, ze zmiany w poziomie profilu lipoprotein oraz zmiany w
sktadzie mikrobiomu jelitowego (szczegdlnie nizszy poziom Faecalibacterium) najbardziej
koreluja z stopniem nasilenia zaburzen snu u pacjentéw z ME/CFS, podczas gdy inne markery
molekularne bardziej korelujg z stopniem nasilenia zaburzen funkcji poznawczych u pacjentow
z ME/CFS [215].

W badaniu dotyczagcym potencjalnej roli mikrobiomu jelitowego w ME/CFS,
opublikowanym w 2021 roku przez Lupo i wsp. [1], wykonano analize mikrobiomu
oznaczonego metodg 16S rRNA z prdbek stolca i sliny oraz analize metabolomiczng z prébek
stolca, u 35 pacjentéw z ME/CFS i 70 os6b z grupy kontrolnej (z ktérych 35 miato krewnego z
ME/CFS, a 35 nie). W mikrobiomie jelitowym u pacjentéw z ME/CFS wykazano mniejsza
obfito$¢ bakterii z rodziny Lachnospiraceae, szczegdlnie bakterii Anaerostipes, natomiast
wiekszg obfitos¢ bakterii Bacteroides i Phascolarctobacterium, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej [1]. Podobny profil zmian sktadu mikrobiomu jelitowego wykazano w chorobie
Alzheimera [206,208]. W mikrobiomie jamy ustnej u pacjentéw z ME/CFS wykazano wyzszg
obfitos¢ bakterii Rotha dentocariosa, w poréwnaniu z grupg kontrolng [1]. Analiza
metabolomiczna wykazata wyzszy poziom kwasu glutaminowego i argininobursztynowego
oraz nizszy poziom alfa-tokoferolu w prébkach stolca pacjentéow z grupy ME/CFS [1].

Mikrobiom jamy ustnej u pacjentéw z ME/CFS w poréwnaniu z osobami zdrowymi
analizowano réwniez w badaniu Wang i wsp. [213], przy uzyciu sekwencjonowania 16S rRNA
prébek sliny. Wykazano znaczgco wyzszg obfitosé bakterii z rodzajéw Leptotrichia, Prevotella
i Fusobacterium u pacjentow z ME/CFS w porownaniu do kontroli, natomiast obfitosé
rodzajdow Haemophilus, Veillonella i Porphyromonas byta obnizona w grupie ME/CFS, w
poréwnaniu do zdrowych kontroli [213]. W badaniu tym nie wykazano istotnych statystycznie
réznic w réznorodnosci i rownosci mikrobiomu jamy ustnej miedzy analizowanymi grupami

[213].
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Inne badania naukowe dotyczg poréwnania sktadu mikrobiomu dla organizméw
eukariotycznych miedzy pacjentami z ME/CFS i osobami zdrowymi. W tym celu wykonywano
w analizowanych grupach sekwencjonowanie mikrobiomu z prébek stolca dla sekwencji genu
18S rRNA. Mandarano i wsp. [214] zbadali grupe 49 pacjentéw z ME/CFS i 39 oséb z grupy
kontrolnej i wykazali, ze pacjenci z grupy ME/CFS charakteryzowali sie mniejszg
réznorodnoscig eukariota w badanym mikrobiomie jelitowym, w poréwnaniu do oséb z grupy
kontrolne;j. Dodatkowo w  grupie ME/CFS  wykazano  wyziszy  stosunek
Basidiomycota/Ascomycota [214]. Rdznice te nie byty jednak istotne statystycznie. Natomiast
w innym badaniu, Ellis i wsp. [218] sekwencjonowali materiat genetyczny prokariota i
eukariota w préobkach krwi obwodowej (wykorzystujgc sekwencjonowanie 16S i 185 rRNA)
pobieranych od 30 pacjentéw z ME/CFS i od 48 osdb zdrowych. Wykazano, ze u oséb z
zespotem przewlektego zmeczenia mozna zauwazy¢ istotnie podwyzszone poziomy bakterii z
rodziny Pseudomonadaceae, szczegdlnie Pseudomonas asplenii, a takze niektérych eukariota,
np. Funneliformis mosseae [218]. Wykazano réowniez, ze rdznice te korelowaty z nizszg jakoscia
zycia pacjentow z ME/CFS, co oceniano w skali SF-36 [218]. Wykorzystanie do
sekwencjonowania mikroorganizméw prébek krwi obwodowej jest ciekawe i moze w
przysztosci staé sie wygodng, szybka i tatwo dostepng metoda do oznaczania specyficznego
markera biologicznego i diagnozowania ME/CFS.

Ciekawy kierunek badan zostat przedstawiony w najnowszej publikacji Guo i wsp. z
2023 roku [301], ktérzy przeprowadzili szerokg analize metagenomiczng, obejmujgcg 106
pacjentow z ME/CFS oraz 91 oséb z grupy kontrolnej. Wykazali oni dysbioze jelitowa u chorych
na ME/CFS, rozumiang jako zaburzenia sktadu, funkcji i interakcji pomiedzy bakteriami
jelitowymi, w wyniku czego dochodzi do zmiany endogennych metabolitéw wytwarzanych
przez bakterie jelitowe. W swoich badaniach do sekwencjonowania mikrobiomu jelitowego
uzyli oni metody shotgun. W zakresie alfa-réznorodnosci wykazano zmniejszenie
réoznorodnosci mikrobiomu, zmniejszenie wspodtczynnika réznorodnosci i rdwnomiernosci
Shannona [301]. W zakresie beta-réznorodnosci wykazano natomiast, ze u pacjentéw z
ME/CFS obfitos¢ bakterii z rodzaju Faecalibacterium prausnitzii oraz Eubacterium rectale jest
istotnie statystycznie obnizona i wigze sie ze zmniejszong produkcjg kwasu mastowego.
Wykazano réwniez negatywng korelacje miedzy zmniejszeniem obfitosci Faecalibacterium

prausnitzii, a nasileniem objawéw ME/CFS [301].
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Podsumowujgc przeglad badan naukowych, dotyczacych rdéznic w sktadzie
jakosciowym mikrobiomu u pacjentéw z ME/CFS, w poréwnaniu do oséb zdrowych, warto
zauwazyé, ze przytoczone wyniki badan naukowych sg czesciowo zbiezne z rdznicami w
sktadzie jakosciowym mikrobiomu wykazanymi w badaniu witasnym, a mianowicie do
wspolnych wnioskéw mozna zaliczy¢ ogdlny spadek obfitosci bakterii typu Firmicutes i wzrost
obfitosci bakterii typu Bacteroidetes [1,209-211]. Wsréd bakterii réznicujacych grupe ME/CFS
od zdrowych kontroli w badaniu wfasnym, podobnie jak w badaniu Nagy-Szakal [129],
wymieniono m.in. bakterie z rodzajow Alistipes i Ruminococcaceae. Bakterie z rodzaju
Ruminococcaceae zostaty rdwniez uznane za réznicujgce w badaniach Giloteaux i wsp. [211].
Réwniez w niniejszym badaniu wykazano, ze bakterie z tych rodzajéw wystepujg u wiekszej
ilosci u pacjentow z ME/CFS, w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Uwage zwraca stosunkowo mata powtarzalnos¢ wynikow badan réznych naukowcow,
jezeli chodzi o zidentyfikowanie jakoSciowych zaburzen sktadu mikrobiomu jelitowego u
pacjentow z ME/CFS. Warto zwrdci¢ uwage, ze przytoczone badania naukowe s3
przeprowadzane zwykle na matych grupach pacjentéw, korzystajg z réznych kryteriow
diagnostycznych dla postawienia rozpoznania ME/CFS, wykorzystujg rézne metody badawcze
dla sekwencjonowania mikrobiomu jelitowego, tylko niektére z nich analizujg dodatkowe
parametry, takie jak np. czynniki biochemiczne, poziomy przeciwciat czy produkty
metabolizmu mikrobiomu, a takze prowadzone sg na populacjach pacjentéw rdznych ras i
narodowosci (gtdwnie z krajéw europejskich, azjatyckich i amerykanskich), co réwniez istotnie
moze wptywac na uzyskane wyniki.

Syromyatnikov i wsp. w swojej publikacji z 2022r. [302] podkreslajg, ze czynniki takie
jak rasa i narodowo$¢ istotnie wptywajg na kompozycje mikrobioty jelitowej i istotnie
modyfikujg predyspozycje do rozwoju rdéznych choréb metabolicznych. Stwierdzono, ze u
Europejczykdéw (wtgczajgc w to narodowosci stowianiskie) najbardziej charakterystyczne sg
Firmicutes, Bacteroidota, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria i Verrucomicrobia
[302]. Natomiast u Azjatéw sktad mikrobioty jest zwykle bardziej zréznicowany i bogatszy w
bakterie z rodzaju Prevotella, Bacteroides Lactobacillus, Faecalibacterium, Ruminococcus,
Subdoligranulum, Coprococcus, Collinsella, Megasphaera, Bifidobacterium i
Phascolarctobacterium [302]. W mikrobiomie mieszkancow Indii dominujg Bifidobacterium,
Prevotellai Lactobacillus [303], podczas gdy u Chirczykdéw gtdwne dominujgce rodzaje bakterii

jelitowych to Bacteroides i Akkermansia [304]. Jezeli chodzi o zmieniong predyspozycje do
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rozwoju choréb, zauwazono m.in. markerami rozwoju raka jelita grubego u 0sdb rasy biatej sg
bakterie z rodzaju Bacteroides i Prevotella oraz gatunki Escherichia coli, Streptococcus
gallolyticus, Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum i Clostridium difficile [305],
natomiast u rasy zo6ttej s to bakterii rodzaju Enterococcus, Lactobacillus, Carnobacterium,
Glutamicibacter, Paeniglutamicibacter, Fusobacterium i Parvimonas [306].

Wydaje sie, ze pochodzenie czy miejsce zamieszkania mogg miec¢ wiekszy wptyw na
mikrobiote, niz BMI czy pte¢. Prawdopodobnie moze byé to wynikiem spozywania okreslonych
pokarmow typowych dla danej strefy klimatycznej, geograficznej lub kulturowej. Nalezy braé
pod uwage, ze wiekszos¢ badan naukowych dotyczgcych mikrobioty byta prowadzona z
udziatem Europejczykdéw lub Amerykandw [160]. Brak jest jak na razie informacji czy wnioski
z tych badan mogg miec zastosowanie w odniesieniu do ludzi z innych obszaréw Ziemi [160].
Hipoteza ta wymaga dalszych badan, jednak moze sie okazac istotne, ze typujgc marker
biologiczny czy najbardziej rozrdzniajgce bakterie mikrobiomu dla ME/CFS nalezy wzigé
rowniez pod uwage, ze mogg sie one rézni¢ pomiedzy réznymi rasami lub narodowosciami
pacjentéw. Wszyscy pacjenci biorgcy udziat w niniejszym badaniu nalezeli do rasy kaukaskiej i
zamieszkiwali w Polsce.

W badaniu witasnym przeprowadzono roéwniez analize jakosciowg mikrobiomu
jelitowego na poziomie wariantow sekwencji ASV. ASV jest jednostkg grupowania gatunkéw
na podstawie podobienstwa sekwencji DNA, z rozrdznieniem zmiennosci sekwencji do
poziomu pojedynczego nukleotydu; ta jednostka taksonomiczna umozliwia znacznie
doktadniejsze rozréznienie grup bakterii niz OTU [167]. Wykazano, iz najbardziej
charakterystycznymi dla mikrobiomu stolca pacjentéw z ME/CFS byty warianty ASV dla
bakterii Alistipes, Odoribacter oraz Ruminococcaceae. Wszystkie trzy najbardziej rozrdzniajace
warianty ASV byly bardziej obfite w grupie ME/CFS w pordwnaniu do grupy kontrolnej.
Najbardziej rozrdzniajgcymi wariantami sekwencji ASV w mikrobiomie jelitowym oséb z grupy
kontrolnej byty ASV dla bakterii Lachnospiraceae, Christensenellaceae oraz Lachnospira. Co
prawda w przytoczonych wczesniej badaniach naukowych réwniez identyfikowano najbardziej
rozrdzniajgce dla ME/CFS rodzaje bakterii jelitowych [129,211], jednak wyznaczano je na
podstawie innej metodologii, gtéwnie analizy LDA. Nagy-Szakal i wsp. [129] w swoich
badaniach wyznaczyli, jako najbardziej rozrézniajace dla pacjentéw z ME/CFS (niezaleznie od
wspotwystepowania IBS), bakterie z rodzajéw: Faecalibacterium, Roseburia, Dorea,

Coprococcus, Clostridium, Ruminococcus, Coprobacillus. W badaniu Kitami i wsp. réwniez
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udato sie sklasyfikowaé grupy ME/CFS i kontrolng na podstawie mikrobiomu jelitowego i jako
najbardziej roznicujgce grupe ME/CFS rodzaje bakterii zidentyfikowano Coprobacillus, Blautia
i Eggerhella [215]. W publikacji z 2023r. Guo i wsp. [301] jako najbardziej rozrdzniajace
bakterie dla ME/CFS wytypowali Faecalibacterium praustnitzii i Eubacterium rectale.
Réznicowanie mikrobiomu jelitowego pacjentdéw z ME/CFS i pacjentéw z grupy kontrolnej na
podstawie wariantéw sekwencji ASV nie zostato jak dotgd wykorzystane w zadnych innych
badaniach naukowych. Niniejsze badanie wykorzystuje taki rodzaj analizy jakosciowej
mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z ME/CFS po raz pierwszy, co moze stanowié¢ ciekawy
kierunek i zosta¢ wykorzystane w przysztych badaniach naukowych, podejmujacych sie
podobnych analiz. Taki rodzaj analizy w sposdb istotny moze przyczyni¢ sie do znalezienia
rodzaju bakterii, ktéra najbardziej réznicuje mikrobiom pacjentéw z ME/CFS i umozliwié
opracowanie w przysztosci swoistego biomarkera dla tej choroby.

W badaniu wtasnym wytypowano trzy rodzaje bakterii jelitowych, jako najbardziej
réznicujgce chorych z ME/CFS od oséb zdrowych, a mianowiacie bakterie z rodzajéw Alistipes,
Odoribacter oraz Ruminococcaceae.

Alistipes jest to stosunkowo niedawno odkryty rodzaj bakterii jelitowych, nalezgcy do
typu Bacteroidetes. Po raz pierwszy zostat wyizolowany w 2003 roku, z tkanki pobranej od
pacjenta pediatrycznego z zapaleniem wyrostka robaczkowego [307]. Alistipes ma duze
znaczenie w rozwoju dysbiozy jelitowej w réznych chorobach metabolicznych [288]. W skfad
rodzaju Alistipes wchodzi 13 gatunkdw bakterii jelitowych. W ostatnich latach
przeprowadzono badania naukowe, w ktérych przedstawiono przeciwstawne dowody,
sugerujace, ze udziat bakterii Alistipes w dysbiozie jelitowej moze mie¢ pozytywne lub
szkodliwe konsekwencje dla organizmu gospodarza.

Z ekologicznego punktu widzenia bakterie Alistipes wystepujg gtéwnie w jelitach
zdrowych ludzi, jednak zostaly one wyizolowane réwniez z surowicy krwi pacjentéw z
ropniami okotoodbytniczymi i ropniami médzgu, czy z zapaleniem wyrostka robaczkowego, co
podkresla ich potencjalng oportunistyczng role patogenng w chorobach cztowieka [308].
Alistipes wykryto w innych ptynach ustrojowych, mianowicie w moczu i ptynie otrzewnowym
[308]. Zwiekszona obfitos¢ bakterii z rodzaju Alistipes zostata wykazana rdéwniez w
niealkoholowej sttuszczeniowej chorobie watroby (ang. non-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD; wystepujacej réwniez pod nazwg metaboliczna sttuszczeniowa choroba watroby, ang.

metabolic-associated fatty liver disease, MAFLD) [307], niealkoholowym sttuszczeniowym
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zapaleniu watroby (ang. non-alcoholic steatohepatitis, NASH) [307], wtdknieniu watroby
[309], raku jelita grubego [310], chorobach uktadu krazenia [311], zaburzeniach nastroju,
zachowania i rozwoju klinicznych objawéw depresji [312], jak réwniez w innych stanach
chorobowych. Bakterie Alistipes w unikalny sposéb mogg uczestniczy¢ w fermentacji i
rozktadzie aminokwasdw, przyczyniajac sie do rozwoju stanu zapalnego i rozwoju chordb na
podtozu zapalnym, co jest spdjne z faktem, ze bakterie z typu Bactroidetes sg kojarzone zwykle
z rozwojem przewlektego stanu zapalnego w organizmie gospodarza [288]. W obrebie tego
rodzaju Alistipes ihumii zostat wyizolowany z katu pacjenta cierpigcego na jadtowstret
psychiczny, podczas gdy Alistipes obesi zostat wyizolowany od pacjenta cierpigcego na
chorobliwg otytos¢, co nasuwa podejrzenie, ze rdzne gatunki bakterii Alistipes mogg odgrywac
rézne role w zywieniu i zdrowiu ludzi, w zaleznosci funkcjonowania danego mikrobiomu
jelitowego i rodzaju odpowiedzi organizmu gospodarza [288].

Liczne badania naukowe udowadniajg ciekawy zwigzek zwiekszonej obfitosci bakterii
Alistipes z chorobami watroby. Dowody naukowe, wskazujgce na udziat dysbiozy jelitowej w
rozwoju NAFLD, NASH, marskosci i widknienia watroby, a na ich podtozu raka
watrobowokomérkowego (ang. hepatocellular carcinoma, HCC), s3 na tyle istotne, ze
stworzono koncepcje osi watrobowo-jelitowej (ang. gut-liver axis, GLA), dla podkreslenia
potencjalnej roli dysbiozy w patogenezie tych choréb. Zauwazono réwniez, ze wieloszczepowe
probiotyki mogg by¢ wykorzystane w terapii przewlektych choréb watroby, zwtaszcza NAFLD,
z uwagi na to, ze poprawiajg one funkcje bariery jelitowej, powodujg spadek wskaznika masy
ciata, redukcje aktywnosci ALT i zmniejszajg stluszczenie watroby i poprawiajg wydolnos¢
watroby [313,314]. W badaniach prowadzonych nad sktadem mikrobiomu i zwtéknieniem
watroby, wida¢, ze wraz z postepem zwtdknienia obniza sie obfitos¢ bakterii Alistipes. Na
przyktad, u pacjentéw z wyréwnang i zdekompensowang marskoscia watroby (ang. liver
cirrhosis, LC), zaobserwowano spadek liczby Alistipes indistinctus w miare postepu choroby z
wyréwnanej do zdekompensowanej [315]. Spadek liczebnosci populacji Alistipes spp. koreluje
z progresjg marskosci watroby do stanu zdekompensowanego [315]. Inne badanie wykazato,
ze porownujgc mikrobiom katu miedzy pacjentami cierpigcymi na niewyréwnang marskos$é
watroby i ostrg encefalopatie watrobowa, rodzaj Alistipes petni role ochronng, a spadek jego
liczebnosci koreluje ze wzrostem nawrotow encefalopatii watrobowej [316]. Rau i wsp. [309]
wykazali, ze u pacjentéw z NAFLD z zaawansowanym stopniem zwidknienia watroby zmniejsza

sie stezenie octanu i propionianu w kale, bez istotnej réznicy w stezeniu maslanu. Koreluje to
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z badaniem przeprowadzonym przez Polansky i wsp. (58), ktérzy wykazali w badaniach na
mikrobiomie jelita slepego kurczat, ze Alistipes jest producentem propionianu. Inni badacze
wykazali réwniez, ze Alistipes jest producentem octanu (59). Ze wzgledu na wczesniejsze
badania sugerujace, ze krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA) wykazujg dziatanie
przeciwzapalne, mozna zauwazy¢, ze zmniejszenie liczebnosci Alistipes przyczynia sie do
zmniejszenia produkcji SCFA, przez co moze przyczyniac sie do zaawansowanego zwtdknienia
obserwowanego u tych pacjentéw z NAFLD.

W badaniach przeprowadzonych na myszach z HCC wykazano potencjalne dziatanie
przeciwzapalne probiotyku bakteryjnego. Po 38 dniach probiotykoterapii zaobserwowano
zmniejszenie rozmiardw guza, zmniejszenie ilosci limfocytdw Th17 oraz wzrost liczby komdrek
Treg, o dziataniu przeciwzapalnym. W kohorcie myszy otrzymujgcych probiotyk, wykazano
istotny wzrost potencjatu metabolicznego octanu i propionianu, istotny wzrost liczebnosci
Alistipes, a takze zwiekszenie produkcji SCFA, co przyczyniato sie do supresji komérek Th17 w
jelicie, ostatecznie zmniejszajac rekrutacje komdrek Th17 do watroby [317,318]. Na poziomie
gatunkowym wykazano, ze Alistipes shahii byt jednym z gatunkow, ktére istotnie zwiekszyty
swojg obfitos¢ w mikrobiomie badanych myszy, przez co wysunieto hipoteze, ze Alistipes
shahii odgrywa role w supresji nowotworu, podobng do tej, ktérg mozna obserwowaé w
immunoterapii raka [319]. Bakterie Alistipes spp. mozna wiec postrzegaé jako potencjalnego
producenta SCFA, o dziataniu hepatoprotekcyjnym, chronigcym komorki watroby przed
postepujgcym zwitdknieniem, co z pewnoscig stanowi ciekawy kierunek dalszych badan
naukowych.

Warto zauwazyé, ze bakterie z rodzaju Alistipes zostaly powigzane rdéwniez z
czynnikami ryzyka choréb sercowo-naczyniowych (ang. cardiovascular diseases, CVD), takich
jak nadci$nienie, migotanie przedsionkéw, niewydolnos$¢ serca (HF) i miazdzyca tetnic [320].
Kim i wsp. [321] wykazali istotnie wyzszg obfitos¢ gatunkéw Alistipes finegoldii i Alistipes
indistinctus u pacjentdw z nadcisnieniem tetniczym. Ponadto wykazano wiekszg ilos¢ gendw
bakterii Alistipes finegoldii u pacjentéw z podwyzszonym cisnieniem tetniczym krwi [321].
Sugeruje sie, ze ten gatunek bakterii moze by¢ potencjalnym czynnikiem spustowym rozwoju
dysfunkcji bariery jelitowej i stanu zapalnego u pacjentéw z podwyzszonym cisnieniem
tetniczym krwi, poprzez produkcje prozapalnego LPS, prowadzgcego do wzrostu liczby
komodrek Th1l7 oraz zmniejszenia obfitosci bakterii wytwarzajgcych przeciwzapalny maslan

[321].
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Inne badania wykazaty, ze Alistipes moze odgrywac¢ rowniez role ochronng w
chorobach uktadu krazenia. W badaniu przeprowadzonym przez Zuo i wsp. [311], majacym na
celu okreslenia zwigzku miedzy mikrobiomem jelitowym, a migotaniem przedsionkéw (ang.
atrial fibrillation, AF), wykazano istotny spadek obfitosci Alistipes spp. w przewodzie
pokarmowym pacjentéw z AF. Jednocze$nie zaobserwowano istotny wzrost obfitosci bakterii
Streptococcus, co sugeruje potencjalny efekt antagonistyczny miedzy rodzajami Alistipes i
Streptococcus. Dowody na zaangazowanie bakterii Alistipes w rozwdj CVD sg sprzeczne.
Poniewaz wiekszos¢ CVD ma wspdlne cechy patofizjologiczne, takie jak dysfunkcja srédbtonka
[311], mozliwe jest, ze rola Alistipes moze zaleze¢ od mechanizméw chorobowych wspdinych
dla kilku choréb uktadu krgzenia. Dla tego rodzaju zwigzku miedzy dysbiozg a chorobami serca,
wysunieto hipoteze osi jelitowo-sercowej (ang. gut-heart axis, GHA) [311]

Ciekawe sg réwniez obserwacje dotyczace zwigzku bakterii Alistipes z chorobami
psychicznymi, takimi jak zaburzenia lekowe, depresja, autyzm, a takze chroniczne zmeczenie.
W badaniu przeprowadzonym na myszach umieszczonych w stresujgcym Srodowisku,
wywotanym chowem z podtogg siatkowg, zaobserwowano znaczny wzrost liczebnosci
Alistipes [312]. Istniejg réwniez dowody naukowe na wzrost Alistipes u pacjentow cierpigcych
na depresje [322]. Uwaza sie, ze Alistipes jest organizmem indolo-dodatnim, a tym samym
moze zmniejsza¢ dostepnosé serotoniny, co moze by¢ zwigzane z rozwojem objawdéw depresji
[322]. Strati i wsp. [323] zaobserwowali u pacjentdw z zaburzeniami ze spektrum autyzmu
istotny spadek obfitosci bakterii Alistipes w mikrobiomie jelitowym. Jednak inne badanie
naukowe, przeprowadzone na pacjentach z inng forma zaburzen ze spektrum autyzmu,
wykazato zwiekszenie obfitosci Alistipes w mikrobiomie jelitowym [324]. Co ciekawe,
wspomniane juz wczesniej badanie Fremonta i wsp. na populacji pacjentéw norweskich
wykazato istotnie wiekszg obfitos¢ bakterii Alistipes u pacjentdw cierpigcych na zespot
przewlektego zmeczenia, w poréwnaniu ze zdrowymi osobami z grupy kontrolnej [209].
Istnieje potrzeba dalszych badan nad bakteriami Alistipes i ich wptywem na o$ mdzgowo-
jelitowq, poniewaz istniejg sprzeczne dowody dotyczgce ich ochronnej lub patogennej roli w
tych chorobach.

Ze wzgledu na duzg réinorodnos¢ gatunkowa drobnoustrojéw w przewodzie
pokarmowym, istnieje  silna  korelacja miedzy dysbiozg, a przewlektymi,
autoimmunologicznymi chorobami zapalnymi jelit (ang. inflammatory bowel diseases, IBD).

Najczestszymi IBD sg choroba Lesniowskiego-Crohna (ang. Crohn’s disease, CD) i wrzodziejgce

137



zapalenie jelita grubego (ang. ulcerative colitis, UC). W badaniach na myszach z zapaleniem
okreznicy wykazano, ze Alistipes finegoldii moze by¢ bakterig czesciowo tagodzaca objawy
zapalne [325]. Wymaga to jednak obserwacji i potwierdzenia w dalszych badaniach
naukowych. Podsumowujgc przytoczone dowody naukowe mozna zauwazyé, ze bakterie z
rodzaju Alistipes mogg wptywaé na wiele szlakdw metabolicznych w organizmie gospodarza,
a ich dalsza rola w patogenezie réznych choréb wymaga doktadnego wyjasnienia.

Bakterie z rodzaju Odoribacter, nalezace do typu Bacteroidetes, zostaty pierwotnie
wyizolowane z probki ludzkiego katu i ropnia brzucha w 1975r. i pierwotnie sklasyfikowane
jako rodzaj Bacteroides [326]. Dopiero w badaniach z 2008r. utworzono odrebny rodzaj
Odoribacter, tworzgcy wtasne skupisko w ramach rzedu Bacteroidales i rodziny
Odoribacteraceae [327]. Gatunek Odoribacter splanchnicus jest przedstawicielem
mikrobiomu jelitowego cztowieka, wytwarzajgcym krotkotaricuchowe kwasy ttuszczowe
(SCFA) [327]. Zmniejszona liczebnosé Odoribacter obserwowana jest w chorobach takich, jak
niealkoholowe sttuszczenie watroby (NAFLD), mukowiscydoza (ang. cystic fibrosis, CF), czy
nieswoiste choroby zapalne jelit (IBD) [327]. Morgan i wsp. w badaniach dotyczacych
pacjentéw z chorobg Les$niowskiego-Crohna oraz z pancolitis, czyli jedng z postaci
wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego, wykazali zmniejszong liczebnos¢ Odoribacter w
mikrobiomie jelitowym [328]. Wykazano réwniez zmniejszong wzgledng ilos¢ Odoribacter u
pacjentéw pediatrycznych z chorobg Lesniowskiego-Crohna [329]. Co ciekawe, wzgledna
liczebnos¢ Odoribacter i innych bakterii jelitowych wytwarzajgcych SCFA byty podwyzszone i
utrzymywaty sie po leczeniu biologicznym przeciwciatem monoklonalnym dziatajagcym przeciw
czynnikowi martwicy nowotworu alfa (TNF-alfa) u dzieci z CD, w poréwnaniu ze zdrowg grupa
kontrolng, co sugeruje, ze trwata odpowiedz na terapie byta zwigzana z obfitoscig bakterii
jelitowych produkujgcych SCFA o potencjale przeciwzapalnym [329]. Inni badacze zauwazyli,
Ze pacjenci z zespotem jelita drazliwego z postacig biegunkowa (IBS-D) z wyzszg wzgledna
liczebnoscig Odoribacter i Faecalibacterium lepiej odpowiadali na wielogatunkowe leczenie
skojarzone probiotykami, uzyskujgc zmniejszenie objawdw i korzystne obnizenie markeréw
stanu zapalnego [330].

Rola bakterii Odoribacter w zaburzeniach metabolicznych nadal wymaga doktadnego
wyjasnienia w dalszych badan naukowych, istniejg jednak przyktady ich pozytywnego
oddziatywania w przewodzie pokarmowym. Bakterie Odoribacter wydajg sie dziatac

synergistycznie z rodzajem Akkermansia w takich chorobach metabolicznych, jak otytos¢,
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zespdt metaboliczny, czy cukrzyca [331-333]. Wykazano, ze te dwa rodzaje bakterii
pozytywnie korelowaty ze zdrowym profilem metabolizmu lipidédw u otytych kobiet [331]. Na
modelu zwierzecym, w badaniach na myszach z otytoscig, wykazano, ze wyzsze poziomy
Akkermansia i Odoribacter poprawiajg profil metaboliczny pacjentéw i uwrazliwiajg tkanki na
dziatanie insuliny [332]. Dodatkowo wykazano, ze Odoribacter splanchnicus moze wytwarzac
okreslone sfingolipidy bakteryjne, tj. sulfonolipidy (SL), ktére potencjalnie petnig funkcje
bioaktywng w jelicie [334]. Nalezgce do sfingolipidow, sulfonolipidy (SL), mogg regulowac
rozne procesy komodrkowe gospodarza, takie jak proliferacja komdrek, apoptoza,
réznicowanie i stan zapalny [335]. Walker i wsp. [334] w badaniu dotyczagcym wystepowania
bakteryjnych sulfonolipidéw w mysim jelicie slepym, wykorzystujac do tego badania metody
spektroskopii masowej, ujawnili, ze za produkcje SL odpowiedzialne byty dwa rodzaje bakterii
jelitowych, a mianowicie Alistipes i Odoribacter. Jednocze$nie potwierdzono, ze myszy germ-
free byty wolne od SL, co prowadzi do wniosku, ze bakterie jelitowe sg kluczowe dla
produkowania sulfonolipidéw in vivo [334].

Gtéwnym czynnikiem wptywajgcym na sktad mikrobiomu jelitowego jest dieta,
zwtaszcza dieta wysokottuszczowa (ang. high-fat diet, HFD), ktdra prowadzi istotnie czesciej
do wzrostu masy ciata i otytosci, czemu towarzyszy zmiana sktadu mikrobioty jelitowe]j. Walker
i wsp. przeprowadzili badania czy zmiany w diecie powodujg zmiany wzglednej obfitosci SL w
jelicie slepym u myszy [334]. W tym celu wyodrebnili oni trzy grupy myszy. Dwie z nich
karmione byty dietami wysokottuszczowymi, w ktdrych sktadzie nie stwierdzono oznaczanych
sulfonolipidéw, natomiast trzecia grupa (kontrolna) karmiona byta standardowg dietg. W
grupach myszy karmionych HFD zaobserwowano istotne zwiekszenie masy w poréwnaniu z
grupa kontrolng [334]. Zaobserwowano, ze prawie wszystkie SL byly zwiekszone u myszy
karmionych dietg wysokottuszczowg [334]. Zatem rodzaj diety zmienia wzorce SL
produkowanych przez bakterie jelitowe [334].

Badania nad interakcjami bakterii Odoribacter z zywicielem nie sg liczne, jednak wydaje
sie, ze bakterie te s komensalami, z wieloma korzystnymi interakcjami z zywicielem.

Warto réwniez zwrdci¢ uwage na inne doniesienia naukowe dotyczace rodzaju
Odoribacter. Odoribacter splanchnicus zaliczany jest do bakterii sulfidogennych, zdolnych do
metabolizowania organicznych substratéw siarki, takich jak dietetyczne aminokwasy siarkowe
i kwasy zéfciowe sprzezone z tauryng [326]. Produktem takich reakcji jest siarkowododr, o

dziataniu prozapalnym i genotoksycznym, przez co zwiekszona liczebnos¢ bakterii z rodzaju
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Odoribacter zostata powigzana ze zwiekszong zapadalnoscig na raka jelita grubego (ang.
colorectal cancer, CRC) [326].

Park i wsp. [336] przeprowadezili analize sktadu mikrobiomu stolca u pacjentéw z CRC i
wykazali, ze mikrobiom jelitowy w tej grupie pacjentow jest istotnie zmieniony.
Zaobserwowano zwiekszenie obfitosci Bacteroidetes, zmniejszenie obfitosci Firmicutes, a
takze wzgledne zubozenie obfitosci Prevotellaceae i Ruminococcaceae [336]. Co ciekawe,
obfitos¢ bakterii z rodzajoV. Odoribacter i Alistipes byfa istotnie zwiekszona u pacjentéw z CRC.
Stwierdzono, ze rodzaje Odoribacter i Alistipes byty znaczgco bardziej obfite nie tylko u
pacjentéw z péznym CRC, w poréwnaniu z pacjentami z wczesnym CRC, ale takze u pacjentéw
z CRC w pordéwnaniu z osobami kontrolnymi. Prowadzi to do wniosku, ze bakterie Odoribacter
i Alistipes mogg sta¢ sie nowymi biomarkerami do diagnozowania CRC i przewidywania
stadiow CRC. W podobnych badaniach, Chin-Wen i wsp. jako markery mikrobiologiczne dla
CRC wyznaczyli Bacteroides fragilis i Odoribacter splanchnicus [337]. Byeong i wsp. [338]
wykazali zwiekszong obfitos¢ Odoribacter splanchnicus w kale pacjentdw z CRC w poréwnaniu
do o0séb zdrowych. Badacze Ci zwrécili uwage przede wszystkim na funkcje Odoribater, ktory
poprzez produkty swojego metabolizmu, indukowat aktywnos$é antyproliferacyjng poprzez
apoptoze, ale nie zatrzymywat cyklu komdrkowego komdrek nowotworowych [338]. Odkrycia
te mogga przyczyni¢ sie do wyznaczenia potencjalnych kandydatéw na probiotyki, ktére
pomoga w leczeniu lub profilaktyce CRC [338].

Warto zauwazyé, ze zadne z wcze$niejszych badan naukowych, analizujgcych sktad
mikrobiomu jelitowego u pacjentdw z ME/CFS, nie wykazato zmian w obfitosci bakterii z
rodzaju Odoribacter, jako réznicujgcych dla pacjentdéw z zespotem przewlektego zmeczenia.
Doktadne wyjasnienie roli bakterii Odoribacter w dysbiozie i patogenezie rézinych standéw
chorobowych wymaga prowadzenia dalszych badan naukowych.

W analizie jakoSciowej stolca u pacjentéw z ME/CFS, jako rdznicujgce mikrobiom od
grupy kontrolnej wyznaczono réwniez bakterie z rodziny Ruminococcaceae. Te nalezgce do
Firmicutes bakterie, identyfikowano juz wczesniej w dysbiozie jelitowej, wystepujacej w
szeregu roznych standw chorobowych. Zmniejszenie obfitosci bakterii z rodziny
Ruminococcaceae wykazano w nieswoistych chorobach zapalnych jelit (IBD) [339,340].
Zwiekszenie wzglednej obfitosci Ruminococcaceae wykazano natomiast w przewlektym

zaparciu stolca (ang. chronic constipation, CC), szczegdlnie w postaci z towarzyszaca
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dyssynergia dna miednicy [341]. Wykazano negatywng korelacje pomiedzy obfitoscig
Ruminococcaceae, a poziomem cisnienia w koicowym odcinku odbytnicy [341].

Bakterie z rodziny Ruminococcaceae produkujg SCFA, w tym m.in. maslan, ktory
wykazuje dziatanie ochronne i przeciwzapalne w przewodzie pokarmowym. Maslan indukuje
ekspresje kwasu retinowego, co dodatkowo ostabia objawy kliniczne zapalenia okreznicy,
poprzez zwiekszenie liczby komorek Treg i zmniejszenie ilosci Th17, co wykazano na modelach
zwierzecych [340]. Wang i wsp. [340] w swoich badaniach testowali terapie probiotykami
wieloszczepowymi zwiekszajagcymi réznorodnos¢ mikrobioty jelitowej i selektywnie
promujgcymi wzrost Ruminococcaceae, i wykazali zmniejszenie nasilenia objawéw IBD i
przedtuzenie czasu remisji klinicznej. Odkrycia te mogg zosta¢ wykorzystane w doborze
probiotykoterapii dla pacjentéw z IBD.

Nawigzujac do przytaczanych wczesniej badan naukowych, analizujacych sktad
mikrobioty jelitowej u pacjentéw z ME/CFS, warto zauwazy¢, ze Giloteaux i wsp. wykazali
zmniejszenie obfitosci Firmicutes, w tym bakterii z rodziny Ruminococcaceae, przede
wszystkim wyrazone w mniejszej obfitosci bakterii z rodzaju Faecalibacterium [211,212].
Natomiast Guo i wsp. [301] wykazali negatywng korelacje bakterii z rodziny Ruminococcaceae,
przede wszystkim gatunku Faecalibacterium praustnitzii, z nasileniem objawéw ME/CFS.
Dalsze badania naukowe, dotyczgce znaczenia dyshiozy w zakresie bakterii Ruminococcaceae
w patogenezie réznych standw chorobowych, w tym ME/CFS, sg niezbedne.

Warto zauwazyé réwniez, ze w kontekscie wykorzystania przeprowadzonych analiz
mikrobiomu jelitowego do opracowania skutecznego leczenia przyczynowego lub skutecznej
profilaktyki stanéw chorobowych, nalezy dazyé do wykazania, obfitos¢ ktérych bakterii
jelitowych jest u osdb danych pacjentéw istotnie zmniejszona, w poréwnaniu z osobami
zdrowymi, lub funkcje i interakcje pomiedzy ktérymi bakteriami a organizmem gospodarza sg
szczegblnie zaburzone i w sposéb istotny uposledzajg metabolizm. Takie wyniki stanowig
wiarygodng wskazowke do dobrania odpowiedniej, spersonalizowanej dla danego pacjenta
probiotykoterapii i mogg okazaé sie skuteczng interwencjg leczenia przyczynowego. Z punktu
widzenia opracowania metod terapeutycznych, bardziej istotne, jako kierunek dalszych
badan, wydaje sie analizowanie, ktére bakterie jelitowe majg istotnie zmniejszong obfitos$é u
pacjentow z ME/CFS.

Poréwnujgc uzyskane w badaniu wtasnym wyniki z dostepng literaturg naukowg na

temat dysbiozy jelitowej w innych chorobach, mozna zauwazy¢, ze zblizone zaburzenia sktadu
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mikrobioty jelitowej, jak w ME/CFS, pojawiajg sie rowniez w innych chorobach, m.in. w
depresji. Jiang i wsp. [342] poréwnali prébki katu 46 pacjentéw z diagnoza zaburzen
depresyjnych oraz 30 zdrowych. W badaniu istotnie wiekszg obfitos¢ bakterii typéw
Bacteroidetes, Proteobacteria i Actinobacteria oraz zmniejszony udziat Firmicutes w
mikrobiomie stolca pacjentéw z rozpoznaniem depresji [342]. W analizie na poziomie
rodzajow, wykazano u pacjentéw z depresjg podwyzszony poziom Enterobacteriaceae i
Alistipes, a obnizony poziom Faecalibacterium [342]. Wykazano negatywng korelacje
pomiedzy Faecalibacterium, a nasileniem objawow depresji. W badaniu wtasnym w analizie
jakosciowej mikrobiomu stolca u pacjentow z ME/CFS zaobserwowano mniejszg obfitos¢
bakterii Firmicutes, Proteobacteria i Actinobacteria, a takze ogdlny wzrost obfitosci bakterii
nalezgcych do typu Bacteroidetes, natomiast na poziomie rodzajow réwniez zaobserwowano
wzrost obfitosci Alistipes. Doniesienia te sg rowniez zbiezne z innymi dostepnymi analizami
mikrobiomu jelitowego w ME/CFS [1,208-210]. Co ciekawe, Jiang i wsp. wykazali rowniez
wzrost réznorodnosci gatunkowej mikrobiomu jelitowego u chorych z depresjg, mierzony jako
ilos¢ jednostek OTU, co jest zbiezne z wynikami uzyskanymi w badaniu wtasnym [342].

Zauwazalny sg rowniez znaczgce zmiany ilosciowe i jakosciowe mikrobiomu jelitowego
w chorobach otepiennych, takich jak np. choroba Alzheimera. Askarova i wsp. [343] w
przegladzie systematycznym opublikowanym w 2020r. analizowali zmiany jakosciowe i
ilosciowe w mikrobiomie jelitowym u pacjentéw z chorobg Alzheimera (ang. Alzheimer
disease, AD), a takze ich powigzania z nowoczesnym trybem Zzycia, dietg, brakiem snu,
starzeniem sie. Wykazano, ze sktad mikrobiomu jelitowego w AD jest istotnie zmieniony,
zmniejszona jest obfitos¢ komensalnych bakterii z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacteria, w
zwiekszona jest obfitosé bakterii prozapalnych, takich jak Propionibacteria, Fusobacteria,
Shigella i Clostridia, zmiany te korelujg z deprywacjg snu i wysokottuszczowg dietg (HFD) [343].
Ogdlnie mozina wiec powiedzieé, ze w AD obserwuje sie ogdlny spadek ilosci bakterii
Firmicutes i wzrost Bacteroidetes, co jest czeSciowo zbiezne z profilem mikrobiomu jelitowego
w ME/CFS.

Podobny profil zaburzen w sktadzie mikrobiomu jelitowego jak w ME/CFS jest
spotykany réwniez w chorobach watroby, a mianowicie NAFLD i NASH, czyli najczestszych
wspotczesnie przewlektych schorzeniach watroby. Lee i wsp. przeanalizowali mikrobiom 171
pacjentéw z NAFLD i 31 zdrowych ochotnikdw z grupy kontrolnej i zauwazyli oni zwiekszenie

obfitosci bakterii z rodzin Ruminococcaceae i Veillonellaceae w grupie z NAFLD [344]. Co
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ciekawe, zmiany te byty bardziej widoczne w mikrobiomie pacjentéw nieotytych z NAFLD, niz
pacjentéw z otytoscia. U pacjentéw otytych z NAFLD najbardziej widocznie byto zwiekszenie
obfitosci bakterii z rodziny Rikenellaceae, do ktérej nalezy rodzaj Alistipes [344]. Safari i Gerard
[345] w przegladzie systematycznym z 2019r. opisali u pacjentéw z NAFLD zmniejszenie
obfitosci Firmicutes, przede wszystkim rodzin Lachnospiraceae, Lactobacillaceae i
Ruminococcaceae, a wzrost ilosci oportunistycznych bakterii produkujgcych LPS. Co ciekawe,
opisali oni réwniez, ze niektdre bakterie z typu Firmicutes u pacjentéw z NAFLD zwiekszaja
swojg obfitos¢, sg to gatunki takie jak Dorea i Ruminococcus [345]. Le Roy i wsp. w badaniach
na modelach zwierzecych wykazali, ze dwa gatunki bakterii, Lachnospiraceae bacterium i
Barnesiella intestinihominis, byty znacznie nadreprezentowane w kale pacjentéow z NAFLD,
podczas gdy Bacteroides vulgatus miat istotnie obnizony poziom w poréwnaniu z grupa
kontrolng [346]. Dodatkowo wykazali oni zwigzek rozwoju NAFLD z insulinoopornoscig i
cukrzyca typu 2 [346]. Jest to o tyle ciekawe, ze najnowsze badania sugerujg rowniez, ze
insulinoopornos¢ moze predysponowac¢ do rozwoju ME/CFS oraz rozwoju Long-COVID po
zakazeniu wirusem SARS-Cov-2 [347].

W badaniach, wykorzystujacych sekwencjonowanie mikrobiomu jelitowego z prébek
stolca u pacjentéw pediatrycznych z IBS, stwierdzono, ze w kale tych pacjentow wystepuje
zwiekszona obfitos¢ bakterii Ruminococcus oraz Alistipes [348)]. Dodatkowo wykazano, ze
wiekszy poziom bakterii Alistipes dodatnio koreluje z objawami bélowymi w IBS u dzieci [348].
U pacjentéw dorostych z IBS wykazano z kolei zwiekszong obfitos¢ prozapalnych gatunkéw
bakterii, takich jak Enterobacteriaceae, oraz zmniejszenie obfitosci Lactobacilli i Bifidobacteri
[349].

W badaniach dotyczgcych mikrobiomu jelitowego w nieswoistych chorobach
zapalnych jelit (IBD), jako najbardziej charakterystyczne OTU dla profilu mikrobiomu w IBD
wykazano bakterie z rodzajow Lachnospira, Clostridium, Oscillospira oraz réine bakterie
nalezgce do rodziny Ruminococcaceae [350]. Kostic i wsp. [351] wykazali, ze obfito$¢é bakterii
Enterobacteriaceae oraz gatunku E. coli moze by¢ zwiekszona w IBD. Wykazali oni rowniez, ze
we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego bakterie Odoribacter i Leuconostocaceae
wystepujg w mniejszym stezeniu, natomiast w chorobie Le$niowskiego-Crohna zmniejszone
sg poziomy bakterii Phascolarctobacterium i Roseburia [351]. Co ciekawe, Odoribacter (w
badaniu wtasnym) czy Roseburia, we wczesniejszych badaniach dotyczagcych ME/CFS, zostaty

przedstawione, jako bakterie istotnie réznicujgce mikrobiom w ME/CFS [129].
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W fibromialgii (FM), chorobie czesto wspdtwystepujgcej, naktadajacej sie z ME/CFS,
badacze wykazali, ze obfitos¢ komesalnych bakterii produkujgcych maslan - F. prausnitzii i B.
uniformis byta stosunkowo zmniejszona, podczas gdy obfitos¢ bakterii Intestinimonas
butyriciproducens, Flavonifractor plautii, Butyricoccus desmolans, Eisenbergiella tayi i
Eisenbergiella massiliensis, byta wieksza [352].

Nasuwa sie wniosek, ze zaburzenia homeostazy mikrobiomu jelitowego wystepujg u w
roznych stanach chorobowych, a ich doktadny zwigzek z patologia, a takze mozliwosci
wykorzystania tej wiedzy w leczeniu choréb wymagajg dalszych badan naukowych. Ciekawe
jest, ze w chorobach takich jak wymienione powyzej, o podtozu réwniez
autoimmunologicznym lub zapalnym, profil zmian sktadu mikrobiomu jelitowego jest
czesciowo zbiezny ze zmianami, ktére badanie wtasne lub inne badania naukowe, wykazali u
pacjentow z ME/CFS.

W niniejszym badaniu nie wykazano istotnych réznic w sktadzie mikrobiomu jelitowego
w porownywanych grupach, ze uwzglednieniem podziatu na wiek i pte¢ pacjentéw.
Bioréznorodnos$¢ mikroorganizmow sktadajacych sie na ludzka mikrobiote determinowana
jest przez wiele czynnikdw endogennych i egzogennych, do ktérych zaliczamy miedzy innymi
wiek, pte¢, jak rowniez rase, aktywno$é fizyczng, diete czy leki. Zmiany sktadu mikrobioty
jelitowej wraz z wiekiem sg procesem naturalnym, te zmienno$¢ mozna zaobserwowac juz na
etapie analizy udziatu poszczegdinych typdéw bakterii dominujgcych. Wykaz bakterii
dominujgcych na poszczegdlnych etapach zycia cztowieka przedstawiono we wczesniejszej
czescirozprawy w Tabeli 10. [163]. Zmiany w skfadzie i réznorodnosci mikrobioty nie sg funkcija
liniowg wieku. Najwieksze rdznice obserwuje sie na poczatkowych etapach zycia oraz w wieku
podesztym, a w ciggu pozostatych etapdw zycia mikrobiota ulega niewielkim modyfikacjom
[240]. Dopiero w wieku 3 lat sktad mikrobioty dziecka zaczyna przypominac mikrobiote oséb
dorostych [163]. W pordéwnaniu z miodymi osobami dorostymi u osdb starszych
zaobserwowano zmniejszenie stosunku ilosci bakterii Firmicutes do Bacteroidetes,
zmniejszenie rdoznorodnosci bakterii Bifidobacterium, zwiekszenie réznorodnosci bakterii
Bacteroides i spadek ilosci Faecalibacterium prausnitzii [353]. U osdb starszych obserwuje sie
ponadto zmniejszenie liczby bakterii Bacteroides i wzrost fakultatywnych beztlenowcéw, t;.
Escherichia coli [160]. W poréwnaniu z mtodszymi osobami u oséb starszych zaobserwowano

wieksze réznice w skfadzie mikrobioty jelitowej miedzy osobami w tym samym wieku [160].
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Niektére doniesienia naukowe sugerujg zalezno$¢ mikrobioty jelitowej od ptci, a
zaobserwowane réznice dotyczyty zaréwno obfitosci mikrobioty, jak i jej sktadu [354]. W
jednym z badan klinicznych u kazdego ze zdrowych uczestnikdw, kobiet i mezczyzn,
wyznaczono 16 rodzajow najliczniejszych bakterii w kale [355]. Po poréwnaniu wynikéw,
zauwazono, ze u kobiet wystepuje znamiennie wiecej bakterii z rodzaju Alistipes, Oscillibacter,
Fusobacterium, Anaerotruncus, Cetobacterium i Oscillospira [355]. Co ciekawe, na podstawie
uzyskanych wynikéw nie stwierdzono, aby jaki$ rodzaj bakterii wystepowat czesciej u
mezczyzn niz u kobiet [355]. Sugeruje sie, ze za rdznice w sktadzie mikrobioty mogg by¢
odpowiedzialne zeriskie hormony ptciowe.

Jak opisano we wczesdniejszej czesci rozprawy, w czesci dotyczacej epidemiologii
ME/CFS, choroba ta jest istotnie czesciej rozpoznawana u kobiet niz u mezczyzn (3:1), a szczyt
zachorowan przypada na wiek miedzy trzynastym a pietnastym oraz dwudziestym a
czterdziestym rokiem zycia [3]. We wspomnianym juz wczesniej badaniu Armstronga i wsp.
[217] porédwnywano sktad mikrobiomu jelitowego oraz oznaczono profil metabolomiczny u
kobiet z ME/CFS, w poréwnaniu do kobiet zdrowych i wykazano istotne rdznice w sktadzie
mikrobiomu. Badania te jednak nie uwzgledniaty poréwnaniu pomiedzy kobietami a
mezczyznami. Jak dotagd nie przeprowadzono badan dotyczacych réznic w sktadzie
mikrobiomu jelitowego w ME/CFS, w poréwnaniu do zdrowych kontroli, uwzgledniajgc
zroznicowanie porownywanych grup z uwagi na wiek lub pte¢. W badaniu witasnym
przeprowadzono taka analize, jednak nie wykazano réznic w sktadzie mikrobiomu z uwagi na
ptec czy wiek, co moze wynikac z matej liczebnosci grupy badanej i kontrolnej. Problem tez z
pewnoscig stanowi ciekawy kierunek do kontynuowania w dalszych badaniach naukowych.

Analizowane w badaniu wtasnym grupy — ME/CFS i grupa kontrolna — nie rdznity sie
rowniez istotnie pod wzgledem takich parametréw jak masa ciata, BMI, czy procent tkanki
ttuszczowej. Masa ciata i BMI sg bardzo istotnymi czynnikami wptywajgcymi na sktad
mikrobioty jelitowe]. Wyzsze BMI jest zwigzane z mniejszg liczbg rodzajéw bakterii nalezgcych
do rodzin Rikenellaceae oraz gatunkdw bakterii Alistipes finegoldii i Alistipes senegalensis
[335, 341]. Zauwazono, ze ilos¢ bakterii Akkermansia jest odwrotnie proporcjonalna do
czynnikdw ryzyka insulinoopornosci, tj. BMI i stezenia trigliceryddéw [356].

W poréwnywanych w niniejszym badaniu grupach (ME/CFS i kontrola) nie
przeprowadzono analizy czynnikéw Srodowiskowych, takich jak np. dieta, aktywno$¢é fizyczna,

palenie tytoniu, stosowanie niektdorych lekdw czy narazenie na stres, ktére réwniez w sposob
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istotny wptywajg na modulowanie sktadu mikrobioty. Moze by¢ to ciekawym i potrzebnym
kierunkiem rozszerzenia badan w przysztosci.

W niniejszym badaniu, po raz pierwszy na swiecie, podjeto sie poréwnania mikrobiomu
jelitowego pacjentéw z ME/CFS i zdrowej grupy kontrolnej na podstawie analizy sieciowej dla
sieci utworzonej na podstawie ASV mikrobiomu jelitowego analizowanych grup. Pojawienie
sie badan mikrobiomu na duzg skale, wymagato pojawienia sie réwniez nowych mozliwosci
analitycznych, aby sprébowaé lepiej zrozumie¢ wzajemne powigzania i dziatanie
drobnoustrojow. Analiza sieciowa daje ogromne mozliwosci analizy i modelowania danych
dotyczacych mikrobiomu oraz integracje tych danych z danymi z analiz omicznych w celu
rozpoznania ich powigzan funkcjonalnych [357]. Z przeprowadzonej w niniejszym badaniu
analizy sieciowej wynika, ze w obu analizowanych grupach, kontrolnej i badanej, istniejg
pozytywne zaleznosci pomiedzy ASV4 i ASV 18 (Agathobacter i Fusicatenibacter), ASV 17 i ASV
18 (Faecalibacterium i Fusicatenibacter) oraz ASV 18 i ASV 5 (Fusicatenibacter i Blautia).
Zaleznoscig rdéznicujacyg analizowane grupy jest pozytywna zaleznos¢ pomiedzy ASV10 i ASV
13 w grupie ME/CFS (im wiecej bakterii z rodzaju Alistipes, tym wiecej bakterii
Subdoligranulum pojawia sie w mikrobiomie jelitowym w grupie ME/CFS, w grupie kontrolnej
jest to korelacja negatywna). Co ciekawe, w zadnej grupie nie znaleziono silnych negatywnych
zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi ASV.

W niniejszym badaniu dokonano takze analizy mikrobiomu jelitowego u pacjentdéw z
ME/CFS, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, w zaleznosci od funkcjonowania autonomicznego
uktadu nerwowego, funkcjonowania poznawczego oraz stopnia nasilenia objawéw ME/CFS.
Takie analizy nie byly wczesniej przeprowadzane. Za wskaznik funkcjonowania AUN w
analizowanych grupach uznano parametr parametru LF/HF-RRI, ktory obrazuje stopien
napiecia wspotczulnego. Parametr LF/HF-RRI jest powszechnie uznawanym wskaznikiem
czynnosciowej réwnowagi wspotczulno-przywspodtczulnej [141]. W nieniejszym badaniu
zaobserwowano istotng statystycznie zaleznos¢ miedzy funkcjonowaniem AUN, wyrazonym
jako parametr LF/HF-RRI, a sktadem mikrobioty stolca.

Za badania, ktére czesciowo oceniajg funkcjonowanie AUN u pacjentéw z ME/CFS
mozna uznac badania Giloteaux i wsp. [211] na parze monozygotycznych bliznigt (jedna osoba
z ME/CFS, a druga zdrowa), gdzie badani pacjenci wykonywali dwudniowg probe
ergospirometryczng (CPET) z oznaczeniem progu maksymalnego wysitku (VO2 max). U

pacjenta z ME/CFS stwierdzono nizszy wyjsciowy VO, max niz u osoby zdrowej. U pacjenta z
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ME/CFS VO2 max w drugim dniu testu CPET byta nizsza o 13% niz w pierwszym dniu badania
[211]. Jednocze$nie u pacjentéw tych wykazano istotne rdéznice z skfadzie mikrobiomu
jelitowego: wykazano mniejszg réznorodnos$¢ mikrobiomu w pacjenta z ME/CFS, bakterie
nalezgce do typow Bacteroidetes i Firmicutes byty bardziej licznie reprezentowane u pacjenta
z ME/CFS, a bakterie Proteobacteria u osoby zdrowej, na poziomie rodzin, bakterie z rodziny
Rikenellaceae, Ruminococcaceae i Prevotellaceae byty bardziej licznie reprezentowane u
osoby zdrowej, a bakterie z rodziny Bacteroidaceae byty bardziej obfite u pacjenta z ME/CFS,
bakterie z rodzajéw Faecalibacterium i Bifidobacterium byty mniej liczne u pacjenta z ME/CFS,
jednak prébki stolca do sekwencjonowania byty pobierane tylko raz, przed prébami CPET
[211].

W badaniu witasnym wykazano istotng zaleznos¢ miedzy mikrobiomem stolca a
funkcjonowaniem poznawczym pacjentdw, rozumianym jako punktacja uzyskana przez
pacjentéw z testu TMT A. Do oceny funkcji poznawczych w niniejszym badaniu uzyto testu
faczenia punktéw A i B (ang. Trail Making Test A and B), stuzgcego do oceny pamieci
operacyjnej. Jedynym badaniem, w ktérym oceniano mikrobiom u pacjentéw z ME/CFS oraz
jednoczesnie oceniano funkcjonowanie poznawcze pacjentdw, jest badanie przeprowadzone
przez Kitami i wsp. [215]. W badaniu tym do oceny funkcji poznawczych wykorzystano
matematyczny test dodawania do siebie réznych liczb i oceny czasu potrzebnego pacjentowi
dla rozwigzania tego zadania matematycznego (nie oceniano ilosci prawidiowych
odpowiedzi). Wykazano, ze stopien nasilenia dysfunkcji poznawczej u pacjentéw z ME/CFS
najsilniej korelowat ze wzrostem bakterii z rodzaju Coprobacillus w mikrobiomie jelitowym, w
poréwnaniu do grupy kontrolnej [215]. Wykazano takze pozytywng korelacje pomiedzy
nasileniem zaburzen funkcji poznawczych, a kombinacjg specyficznych genéw oznaczonych w
badaniach transkryptomicznych [215]. Co ciekawe w badaniu tym oceniano réwniez korelacje
ocenianych markeréw molekularnych z zaburzeniami snu u pacjentéw z ME/CFS i wykazano,
ze zaburzenia snu sg najsilniej powigzane ze zmniejszeniem obfitosci Faecalibacterium w
mikrobiomie jelitowym oraz ze zmianami w profili lipoprotein, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej [215].

Nastepnie w niniejszym badaniu, oceniono zwigzek miedzy mikrobiomem stolca
pacjentdow z grupy badanej i grupy kontrolnej, z stopniem nasilenia objawéw ME/CFS,
wyrazonych jako wysokos¢ punktacji uzyskanej przez pacjentéw w skalach oceny zmeczenia

FISiFSS, i zaobserwowano istotng zaleznosé. W niektdérych z przytoczonych badan naukowych
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poréwnujacych sktad mikrobioty jelitowej u pacjentéw z ME/CFS i u 0s6b zdrowych oceniano
réwniez nasilenie objawéw ME/CFS [210,212,215]. Shukla i wsp. oceniali nasilenie objawéw
ME/CFS wg skali CDC (ang. Centers for Disease Control Symptom Inventory), Skale Oceny Bdlu
wg McGilla (ang. McGill Pain Questionnaire, MPQ), Skale Oceny Nastroju (ang. Profile Mood
States, POMS), Analogowo-Wzrokowa Skale Oceny Zmeczenia (ang. Fatigue Visual Analog
Scale, FVAS), i Wielowymiarowa Skale Oceny Zmeczenia (ang. Multidimensional Fatigue
Inventory, MFI1) [210]. Na poczatku badania oraz od razu po, 48 godzin i 72 godziny po prébie
maksymalnego wysitku fizycznego. Ocena nasilenia objawdéw wg wymienionych skal w grupie
ME/CFS pokazata nasilenie objawéw w 48. godzinie po wysitku fizycznym, co jest
charakterystyczne dla powysitkowego nasilenia zmeczenia (PEM) [210]. Byto to skorelowane
ze zmianami w sktadzie mikrobiomu jelitowego, mikrobiom pacjentéw z ME/CFS okazat sie
bardziej niestabilny i na maksymalny wysitek fizyczny odpowiedziat wzrostem obfitosci
bakterii w 7 z 9 gtéwnych typow bakterii, a dla poréwnania w grupie kontrolnejw 2 z 9 [210].
Co ciekawe, po 72. godzinach od wysitku fizycznego, obfitos¢ bakterii z 9 gtéwnych typéw w
grupie ME/CFS zaczeta sie obnizaé, co moze oznacza¢ ze wzrost obfitosci bakterii w
mikrobiomie jelitowym jest tymczasowg odpowiedzig organizmu na prébe maksymalnego
wysitku fizycznego, sprzezong z nasileniem objawoéw takich jak PEM [210]. Giletaux i wsp. [212]
w swoich badaniach oceniali nasilenie objawéw ME/CFS w skalach Chadlera, Skali
Niepetnosprawnosci Bella (ang. Bell Disability Scale, BDS) oraz skale SF-36. Nasilenie objawéw
wg tych skal oceniano u 2 badanych oséb — brata blizniaka z ME/CFS i brata bez ME/CFS. W
poczgtkowej ocenie blizniak z ME/CFS uzyskat 10 pkt w skali Chadlera (mozna uzyska¢ od 0 do
11 punktéw, 11 to wynik maksymalny, oznaczajacy najwieksze nasilenie objawéw), 40 pkt w
skali Bella (maksymalny wynik, oznaczajacy brak objawdw fizycznej niepetnosprawnosci to
100pkt) oraz nizsze niz zdrowy brat wyniki w skali oceny jakosci zycia wg skali SF-36 [212]. Byto
to skorelowane z wykazanymi zmianami w sktadzie mikrobiomu jelitowego, u brata z ME/CFS
wykazano mniejszg réznorodnos¢ mikrobiomu oraz mniejszg obfitos¢ bakterii
Faecalibacterium i Bifidobacterium [212]. W badaniu Kitami i wsp. [215] nasilenie objawdéw
ME/CFS oceniano wg skali Chadlera, wykazano, ze markery molekularne, ktére zostaty
zidentyfikowane przez badaczy jako moggce pomdéc w odrdznieniu pacjentéw z ME/CFS od
0sob zdrowych (poziom monocytow we krwi obwodowej, zmiany sktadu mikrobiomu

jelitowego oraz profil lipoprotein) sg niezalezne od nasilenia objawéw oraz dtugosci trwania

148



objawéw ME/CFS (wg badaczy tak samo réznicujg pacjentow z krétkim, jak i dtugim czasem
trwania objawow).

Badanie wtasne, podejmujgc temat analizy sktadu mikrobiomu jelitowego u pacjentow
z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, miato na celu zidentyfikowanie ewentualnego
markera molekularnego dla ME/CFS, ale takze znalezienie punktu uchwytu dla terapii
przyczynowej tej choroby. Wyjasnienie potencjalnego zwigzku pomiedzy dysbiozg jelitowa, a
rozwojem i patogenezg ME/CFS, niesie ze sobg duzy potencjat dla opracowania nowych metod
leczenia ME/CFS. Modyfikacja mikroflory jelitowej moze staé sie w przysztosci metoda
precyzyjnej terapii przyczynowej. Najprostszg i najpowszechniejszg metodg modyfikacji sktadu
gatunkowego mikrobiomu przewodu pokarmowego jest interwencja dietetyczna.

Rodzaj i sktad pozywienia wptywajg na mikrobiote jelitowa juz od pierwszych dni zycia
cztowieka. Zaobserwowano, ze wptyw btonnika pochodzacego z warzyw i owocoéw oraz
petnych ziaren zbdz, silniej zmienia sktad mikrobioty jelitowej u kobiet, niz u mezczyzn.
Natomiast btonnik z roslin strgczkowych silniej koreluje z mikrobiotg mezczyzn. Spozywanie
btonnika z warzyw i owocéw zwieksza ilo$¢ bakterii Clostridium, btonnika pochodzacego z
roslin strgczkowych — ilo$¢ bakterii typu Actinobacteria, w tym Bifidobacterium, natomiast
btonnika z ziaren zb6z moze zwiekszac ilo$¢ bakterii Faecalibacterium prausnitzii, Prevotella
copri i Clostridiales oraz zmniejsza¢ ilos¢ bakterii Bacteroides thetaiotaomicron [358].
Oddziatywanie btonnika na mikrobiote jelitowg moze odbywac sie na kilka sposobéw. W
przypadku btonnika nierozpuszczalnego, ktdry jest odporny na enzymy trawienne i przechodzi
w postaci niezmienionej do jelita grubego (np. arabinogalaktan), ulega on fermentacji w
Swietle jelita i wptywa na zwiekszenie syntezy SCFA, w tym kwasu mastowego [359].
Dodatkowo btonnik przyspiesza motoryke przewodu pokarmowego, determinuje
konsystencje stolca i oddziatuje na rytm wyprdznien [358], a czas przejscia tresci pokarmowe;j
przez przewdd pokarmowy ma duze znaczenie dla sktadu mikrobioty jelitowej [356].

Na podstawie badania Zhernakovej i wsp. wykazano, ze dieta bogata w ttuste mleko,
weglowodany, biatko roslinne i pikantne przekaski wigze sie ze zmniejszeniem réznorodnosci
mikrobioty jelitowej [354]. Wykazano, ze u oséb na diecie wegetarianskiej lub weganskiej
obserwuje sie zmniejszenie ilosci bakterii Bacteroides, Bifidobacterium, Escherichia coli oraz
enterobakterii [353]. Jednak dieta bezmiesna nie wptywa na stopien réznorodnosci mikrobioty
(liczbe gatunkéw mikroorganizmow), a jedynie na ilo$¢ poszczegdlnych bakterii jg budujgcych

[353]. U osdb na diecie zachodniej (bogatej w cukry proste, biatka i ttuszcz zwierzecy) dominuja
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bakterie Bacteroides, podczas gdy u oséb pozostajacych na diecie bogatej w warzywa i owoce
przewazajg bakterie Prevotella [353]. Dieta bogata w biatka pochodzenia zwierzecego skutkuje
zwiekszeniem ilosci bakterii Bacteroidetes i Alistipes putredinis, ktére potrafig rozktadaé
biatka. Obecno$¢ w diecie biatek z aminokwasami zawierajgcymi siarke powoduje wzrost
bakterii z rodzajow Firmicutes i Proteobacteria, a obecnos¢ aminokwaséw aromatycznych
skutkuje zwiekszong iloscig bakterii Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides, Clostridium,
enterobakterii [353].

Zmniejszenie réznorodnosci diety powoduje zmniejszenie réznorodnosci mikrobioty
jelitowej, a w nastepstwie zwiekszenie ilosci markeréw stanu zapalnego [360]. Z kolei zmiana
nawykow zywieniowych jest szybkim, powtarzalnym i bezposrednim sposobem modyfikacji
mikrobioty jelitowej [285]. Dieta, poza udowodnionym udziatem w patofizjologii niektérych
chordb, jezeli jest odpowiednia, moze zréownowazyc sktad mikrobioty i tagodzi¢ stany zapalne,
podobnie do prebiotykdéw [285]. 1l0s¢, rodzaj i rwnowaga trzech gtdwnych sktadnikéw diety,
tj. biatka, weglowodanéw i ttuszczdw, majg ogromny wptyw na mikrobiote jelitowa.
Krétkotarnicuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA), gtdéwnie maslan, propionian i octan, sg gtdwnymi
produktami koncowymi mikrobiologicznej degradacji weglowodandw i biatek w jelitach. SCFA
majg roznorodny pozytywny wpltyw na funkcjonowanie przewodu pokarmowego oraz na
mikrobiote jelitowg, m.in. stanowig Zrédto energii dla drobnoustrojow, wptywaja pozytywnie
na motoryke jelit, pobudzajg regeneracje nabtonka jelitowego oraz odzywienie komoérek.
Substancje wytwarzane przez bakterie jelitowe (takie jak SCFA), ktéore pozytywnie
oddziatywujg na organizm gospodarza, nazywamy postbiotykami [160].

W badaniu przeprowadzonym przez Turnbaugh i wsp. [361] badano myszy, ktore
zostaty przestawione z diety niskottuszczowej, bogatej w polisacharydy pochodzenia
rodlinnego, na diete wysokottuszczowq (ang. high fat diet, HFD) i bogata w proste
weglowodany, ktéra miata przypominac¢ diete ,zachodnig”. Wykazano, ze myszy karmione
dietg ,zachodnig” miaty znacznie nizszy poziom réznorodnosci bakteryjnej, , a dodatkowo
myszy te charakteryzowaty sie istotnie wyzszym wzglednym odsetkiem Firmicutes i nizszym
wzglednym odsetkiem Bacteroidetes w porodwnaniu z grupg kontrolng, pozostajgcg na diecie
roslinnej i niskottuszczowej [361].

Ditugoterminowe diety oparte na glukozie/fruktozie i biatku roslinnym zostaty
skorelowane 1z dysbiozg, wzrostem przepuszczalnosci bariery jelitowej, nasilonym

ogolnoustrojowym stanem zapalnym i podwyzszonym poziomem endotoksyn w osoczu
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[362,363]. Sugeruje sie, ze dieta bezglutenowa, z obnizong zawartoscig skrobi i sacharozy,
stosowana w schemacie majgcym na celu obnizenie ilosci spozywanych kalorii, moze wptywac
pozytywnie na przewdd pokarmowy, powodowaé wzrost szczelnosci bariery jelitowej,
tagodzenie objawodw zotgdkowo-jelitowych, obnizenie poziomu CRP i biatka wigzgcego LPS we
krwi i przeciwdziata¢ IBS i otytosci [364,365]. Wykazano réwniez, ze u ludzi ktorych dieta opiera
sie gtéwnie o biatko pochodzenia zwierzecego mikrobiota jelitowa jest bardziej zréznicowana,
a takze obserwuje sie zwiekszenie ilosci Bacteroides, a zmniejszenie ilosci Firmicutes [366].
Mikrobiota u tych osdb zwigzana jest z enterotypem bogatym w bakterie Bacteroides [367].
Mikrobiota osdb, ktérych dieta bogata byta w polisacharydy pochodzenia roslinnego wigzata
sie natomiast z enterotypem bogatym w bakterie Prevotella [367].

Jak do tej pory przeprowadzono tylko nieliczne badania oceniajgce skutecznos¢
interwencji dietetycznych w ME/CFS. Istniejg doniesienia, ze kwas eikozapentaenowy, ktory
znajduje sie w oleju rybim bogatym w kwasy omega-3, podawany w wysokich dawkach przez
12 tygodni, moze tagodzi¢ objawy w przypadkach ME/CFS [368,369].

Maes i wsp., ktérzy wykazali wczedniej wzmozong translokacje Gram ujemnych bakterii
przez $ciane jelit, endotoksemie i wzrost odpowiedzi zapalnej u pacjentow z ME/CFS,
przeprowadzili kolejne badanie kliniczne, w ktérym udziat wzieto 41 pacjentéw z ME/CFS. Mieli
oni przez 10-14 miesiecy stosowac diete przeciwzaplng (,leaky gut diet”), czyli diete bez
glutenu, bez nabiatu i niskoweglowodanowg oraz dodatkowo stosowac suplementy diety o
potencjale antyoksydacyjnym: cynk, glutamine i N-acetylocysteine [370]. Oznaczano u nich
poziom LPS, przeciwciat przeciwko LPS, LBP i parametréw stanu zapalnego przed diete i po jej
zakonczeniu i wykazano, ze po zastosowaniu takiej diety, u badanych pacjentéw istotnie
obnizyty sie poziomy przeciwciat IgA i IgM przeciw LPS, a takie obnizyly sie poziomy
parametréow stanu zapalnego, dodatkowo u badanych pacjentow wykazano istotng
statystycznie remisje objawdw klinicznych ME/CFS [370]. Uzyskane wyniki byty wyrazniej
zaznaczone u pacjentéw w mtodszym wieku i tych z chorobg trwajacg krécej niz 5 lat [370].
Doniesienia te wymagajg potwierdzenia w kolejnych badaniach naukowych, jednak sg
obiecujgcym kierunkiem poszukiwania skutecznych interwencji terapeutycznych dla ME/CFS.

Sktad mikrobiomu jelitowego moze by¢é modyfikowany poprzez stosowanie
probiotykdw i prebiotykéw. Probiotyki sg to zywe drobnoustroje, ktore podawane w
odpowiednich ilosciach wywierajg korzystny efekt zdrowotny na organizm gospodarza.

Prebiotyki sg sktadnikami zywnosci, ktére nie podlegajg trawieniu, pozostajg w przewodzie
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pokarmowym i selektywnie stymulujg rozwdj lub aktywnos$é¢ metaboliczng okreslonych
bakterii w jelicie grubym. Synbiotyk jest to pofgczenie probiotyku i prebiotyku. Wtasciwosci
probiotykdw sg szczepozalezne, co oznacza ze kazdy ze szczepdw wymaga oddzielnych badan
w celu okreslenia jego wiasciwosci i skutecznosci w konkretnej sytuacji klinicznej. [160,285]

Mechanizmy dziatania probiotykdéw wcigz pozostajg przedmiotem badan, jednak
mozna wyrézni¢ trzy zasadnicze kierunki ich aktywnosci: mechanizmy powszechnie
wystepujgce i wspdlne dla wielu rodzajéw probiotykdw, jak na przyktad wytwarzanie
krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA), mechanizmy czeste, wspdlne dla
poszczegdlnych gatunkdw, jak na przyktad wptyw na metabolizm soli kwaséw zétciowych oraz
mechanizmy rzadkie, swoiste tylko dla poszczegdlnych szczepdw, jak np. produkcja czynnikéw
bioaktywnych, dziatanie endokrynne i neurogenne, czy wptyw na odpowiedz immunologiczng.

Wyniki randomizowanych badai naukowych, wykazaty skuteczno$é specyficznych
probiotykdw w leczeniu ostrej biegunki infekcyjnej u dzieci i dorostych [371] oraz zapobieganie
biegunce poantybiotykowej [372,373]. Potwierdzono tez skuteczno$é probiotykoterapii w
eradykacji Helicobacter pylori, a najlepiej udokumentowane dziatanie w tym zakresie
wykazano dla drozdzy Saccharomyces boulardii [374].

Modyfikacja mikrobioty za pomocg stosowania probiotykow jest takze
wykorzystywana w terapii choréb czynnosciowych przewodu pokarmowego, a zwtaszcza w
zespole jelita drazliwego (ZJD; ang. irritable bowel syndrome, IBS). Wyniki przegladu
systematycznego z metaanalizg z lat 1989-2013 wykazaty u chorych z IBS zmniejszenie
nasilenia objawodw, uczucia wzdecia i czestosci ewakuacji gazéw jelitowych w wyniku terapii
probiotykami [375]. Kolejny opublikowany niedawno przeglad systematyczny wykazat korzysé
ze stosowania probiotykow w zakresie wielu objawdéw IBS: objawdw ogdélnych choroby,
objawdéw bélowych, objawdéw wzdecia i rozdecia, ale nie zmniejsza dolegliwosci w postaci
nadmiernych gazéw. Autorzy sugerujg potrzebe podawania probiotykow u pacjentow z IBS
przynajmniej przez okres 4 tygodni [376]. Wsrdd potencjalnie skutecznych szczepdw wymienia
sie Bifidobacterium infantis 35624 i Lactobacillus plantarum 299v, a u dzieci rowniez
Lactobacillus GG [377-379].

Prebiotyki, czyli substancje nie podlegajgce trawieniu i wptywajgce na rozwdj
mikrobioty w jelicie grubym, wykazano, Zze pobudzaty do wzrostu Lactobacillus lub
Bifidobacterium, wykorzystujgc inuline, oligofruktoze lub fruktooligosacharydy [380].

Wykazano, ze arabinogalaktan (uzyskiwany z kory modrzewia zachodniego), niestrawiony w
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zofadku i jelicie cienkim, moze nastepnie w jelicie grubym zwieksza¢ ilos¢ Lactobacillus i
Bifidobacterium, zwieksza¢ produkcje SCFA, uszczelniajgcych bariere jelitowg i
zapobiegajacych translokacji bakteryjnej, zmniejsza¢ wytwarzanie amoniaku w jelicie grubym,
wzmacniac uktad immunologiczny poprzez stymulacje cytotoksycznosci komérek NK, a takze
regulowad rytm wyprdznien [160]. Udowodniono skutecznos¢ niektorych oligosacharydéw w
odwracaniu dysbiozy jelitowej poprzez promocje wzrostu Lactobacillus, redukcje
proteobakterii i obnizenie stosunku Firmicutes do Bacteroidetes na modelach zwierzecych
[381—-383]. Dotychczasowe badania naukowe sugerujg, ze prebiotyki mogg byé pomocne w
przypadkach ME/CFS, jednak badania kliniczne w tym zakresie nie byty jak dotgd prowadzone.

Do tej pory opublikowano niewiele badan naukowych dotyczacych probiotykoterapii
w ME/CFS. Sullivan i wsp. [384] przebadali 15 pacjentow spetniajgcych kryteria Fukudy i
wykazujgcych ciezki stopien nasilenia objawdw choroby, co zostato ocenione za pomoca skali
analogowo-wzrokowej (ang. visual analoge scale, VAS) oraz protokotu SF-12 Health Survey.
Pacjenci przyjmowali przez 30 dni, dwa razy dziennie probiotyk zawierajacy tacznie 1078
CFU/ml bakterii Lactobacillus paracasei spp. paracasei F19, Lactobacillus acidophilus NSFB
1748 oraz Bifidobacterium lactis Bb12. Nie wykazano redukcji ogdlnego uczucia zmeczenia,
stwierdzono natomiast poprawe funkcji poznawczych (zdolnosci do koncentracji i
zapamietywania) oraz zmniejszenie leku, niepokoju i depresji [384]. Rao i wsp. [385]
przebadali 39 pacjentow z ME/CFS, ktérzy przez 8 tygodni przyjmowali doustnie 3 razy
dziennie (po kazdym gtéwnym positku) probiotyk zawierajgcy 8 bilionow CFU bakterii
Lactobacillus casei szczep Shirota (LcS) albo placebo. U pacjentéw przyjmujacych probiotyk w
porédwnaniu z pacjentami otrzymujgcymi placebo odnotowano znaczgca redukcje objawow
lekowych oraz depresyjnych. Dodatkowo w grupie pacjentdow przyjmujacych probiotyk
stwierdzono wzrost populacji Bifidobacterium oraz Lactobacillus w poréwnaniu do kontroli
[385]. Istniejg doniesienia naukowe sugerujgce, ze stosowanie L. casei, L. acidophilus i B. lactis
moze powodowac poprawe funkcji kognitywnych u pacjentéw w ME/CFS [386].

W opublikowanym w 2018 roku przegladzie systematycznym, dotyczagcym
skutecznosci probiotykoterapii w IBS lub ME/CFS, obejmujgcym tgcznie 25 badan klinicznych
powstatych pomiedzy 2003 a 2016 rokiem, nie zaobserwowano, aby probiotyki w monoterapii
mogty spowodowaé statg poprawe w tych jednostkach chorobowych [387]. Jednakze
zauwazono tez, ze pozytywne dziatanie probiotykdw byto zwigzane najczesciej ze

stosowaniem preparatow z bakteriami Lactobacilli spp., ktére istotnie zmniejszaty nasilenie
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objawéw dyspeptycznych, nawet jezeli nie wykazano jednoczesnie ogdlnej poprawy u
pacjentéow [378,388-391]. Zauwazono réwniez, ze zastosowanie Saccharomyces spp.
powodowato tylko nieznaczng poprawe w stosunku do wyjsciowych objawéw [390,392]
jednak odnotowano poprawe jakosci zycia [392] i zmniejszenie stezenia w surowicy poziomu
cytokin prozapalnych [393], co moze oznaczac ze Saccharomyces spp. moze odgrywac istotng
role w terapii zaréwno w IBS, jak i ME/CFS.

Wallis i wsp. w 2018 opublikowali badanie kliniczne, w ktérym poréwnywali wptyw
leczenia erytromycyng i wieloszczepowym probiotykiem stosowanymi 2 razy dziennie przez 4
tygodnie na objawy kliniczne u 44 pacjentéow z ME/CFS (w tym 27 kobiet), poréwnujgc ich do
zdrowej grupy kontrolnej [394]. Wykazano istotng redukcje bakterii Streptococcus w kale
pacjentow z ME/CFS oraz znaczng poprawe parametrow klinicznych, przede wszystkim
poprawe jakosci snu (mniej przebudzeni nocnych), poprawe parametrow poznawczych
(uwagi, szybkosci przetwarzania informacji, elastycznosci poznawczej, pamieci i ptynnosci
werbalnej) [394]. Nastréj, zmeczenie i poziom mleczandw w moczu pozostawaty podobne.
Wieksze zmiany w sktadzie mikrobioty zaobserwowano w grupie mezczyzn z ME/CFS, niz
kobiet [394].

Venturini i wsp. w 2019r. opublikowali wyniki pilotazowego badania, w ktérym
pacjentow z ME/CFS leczono 4 réznymi kombinacjami probiotykdw przez tgcznie 8 tygodni i
wykazano obnizenie pozioméw markeréw zapalnych (cytokin, kalprotektyny katowej,
immunoglobulin) oraz poprawe ogdlnego samopoczucia pacjentéw i redukcje nasilenia
objawdow ME/CFS ocenianych za pomocg Skali Chadlera, Skali Depresji Becka i kwestionariusza
oceny jakosci zycia SF-36 [395]. W innym badaniu wykazano, ze stosowanie Bifidobacterium
infantis 35624 u 48 pacjentéw z ME/CFS spowodowato obnizanie markeréw stanu zapalnego,
takich jak CRP, TNF-a i IL-6 [396].

Wyniki badan jak dotad sugerujg, ze probiotyki, same lub w skojarzeniu z innymi
preparatami, mogg by¢ skuteczne w leczeniu ME/CFS, jednak nalezy kontynuowac badania
nad ich skutecznoscig w zespole przewlektego zmeczenia, na wiekszych grupach pacjentéw i
w diuzszych okresach czasu. Nie przeprowadzono jak dotad badan nad wptywem
suplementacji prebiotykdow na nasilenie objawéw ME/CFS.

Z uwagi na doniesienia naukowe sugerujgce obnizenie stanu zapalnego, zwiekszenie

produkcji SCFA, zmniejszenie przepuszczalnosci jelit i przywrdcenie eubiozy, transplantacja
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mikrobioty jelitowej (ang. fecal microbiota transplantation, FMT) stanowi bardzo obiecujgca
metode modyfikacji mikrobioty jelitowe;.

Przeszczepienie (transplantacja) mikrobioty jelitowej (ang. fecal microbiota
transplantation, FMT), zwane réwniez potocznie przeszczepieniem katu, ,transferem flory
jelitowej”, czy bakterioterapig, jest to proces przeszczepiania stolca od zdrowego dawcy do
pacjenta [285]. Celem takiej terapii jest przywrdcenie eubiozy poprzez podaz zbilansowanej i
zdrowej populacji mikrobioty bezposrednio do jelita biorcy [285]. W wiekszosci przypadkdw
transplantacja odbywa sie za pomoca endoskopii, ale dostepne sg réwniez lewatywy lub
kapsutki podawane doustnie [285].

Pierwsze udokumentowane FMT dotyczylo postepowania terapeutycznego w
przebiegu nawracajgcego zakazenia Clostridium difficile i miato miejsce w Europie w 1983 roku
[397]. Obecnie wiadomo, ze FMT jako metoda leczenia nawrotowego (drugi nawroét wedtug
wytycznych koreanskich, trzeci — wedtug amerykanskich) lub opornego na leczenie zakazenia
C. difficile (ang. Clostridioides difficile infection, CDI), stanowi doskonale udokumentowang i
potwierdzong co do skutecznosci droge postepowania [398].

Mechanizm dziatania FMT jest wieloczynnikowy i obejmuje pojawienie sie dzieki
transferowi od zdrowego dawcy nowych pozadanych szczepow bakteryjnych w mikrobiocie
biorcy, jak tez zwiekszenia liczby bakterii reprezentowanych w zbyt matych ilosciach, odnowe
kluczowych Firmicutes i Bacteroidetes oraz spadek niekorzystnych Proteobacteria, wypieranie
z niszy i konkurencje o sktadniki odzywcze z C. difficile, a takze wzrost stezenia wtérnych
kwaséw zétciowych niesprzyjajagcych namnazaniu tych patogennych drobnoustrojéw
[399,400]. Zastosowanie FMT w innych chorobach niz CDI obejmuje NChZJ, IBS, jest rozwazane
w cukrzycy typu 2, zespole metabolicznym, otytosci, insulinoopornosci, czynnosciowym
zaparciu stolca, fibromialgii, astmie oskrzelowej, chorobach ze spektrum autyzmu,
stwardnieniu rozsianym czy chorobie Parkinsona, cho¢ te ostatnie tylko na etapie
eksperymentalnym [285,400].

Jak na razie istnieje wiele ograniczen, jednak pojawiajgce sie dane naukowe sugeruja,
ze zastosowanie FMT w wielu chorobach zwigzanych z dysbiozg jelitowg jest korzystne i moze
wkrétce stanowié nowe podejscie terapeutyczne do réznych chordb. Wyniki badan dotyczgce
zastosowania FMT w fagodzeniu objawéw ME/CFS s3 bardzo nieliczne. W badaniu Borody i
wsp. na 34 pacjentach z ME/CFS, u ktérych wykonano FMT, wykazano, ze u 41% doszto do

trwatej redukcji nasilenia objawdéw po 11-28 miesiecy po interwencji terapeutycznej, jednak
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35% pacjentéw zgtosito tylko niewielkg lub pding ulge [401]. W innym badaniu,
przeprowadzonym na 60 pacjentach z ME/CFS, ktérym podano 13 bakterii niepatogennych za
pomocg kolonoskopii, uzyskano redukcje objawéw u 70% pacjentéw, a w wyodrebnionej
grupie pacjentow w wieku 15-20 lat - 58% przypadkéw zgtaszato utrzymywanie sie
pozytywnego efektu terapeutycznego bez nawrotu [402]. Kenyon i wsp. retrospektywnie
ocenili 42 pacjentow z ME/CFS rozpoznanym na podstawie kryteriéw ICC, wsrdd ktérych u 30
pacjentéw dodatkowo postawiono rozpoznanie IBS [403]. Grupe te podzielili na 2 podgrupy,
21 pacjentéw leczonych byto kombinacjg lekéw doustnych o przewidywanym korzystnym
wptywie na objawy ME/CFS (suplementy diety, probiotyki, prebiotyki, zmiana stylu zycia), a
pozostatych 21 pacjentéw zostato poddanych FMT od zdrowego dawcy [403]. W badaniu tym
oceniono, Zze poprawa, rozumiana jako ztagodzenie nasilenia objawdéw, w grupie pacjentéw
po FMT byta istotnie wyzsza i dtuzej sie utrzymywata [403]. Jak na razie istnieje wiele
ograniczen, jednak pojawiajgce sie dane naukowe sugeruja, ze zastosowanie FMT w wielu
chorobach zwigzanych z dysbiozg jelitowg, w tym w ME/CFS, moze wkrétce stanowi¢ nowe
podejscie terapeutyczne. FMT jest bardzo obiecujgcg metodg terapeutyczng, wymaga jednak
jeszcze wiele badan naukowych, w tym na populacji pacjentéw z ME/CFS.

Badanie wtasne jest jednym z nielicznych badan naukowych na temat réznic sktadzie
ilosciowym i jakosciowym mikrobiomu jelitowego, a takze na temat zwigzku mikrobiomu z
poszczegdlnymi objawami ME/CFS. Badanie to w sposdb istotny uzupetnia wspdtczesng
wiedze na temat dysbiozy jelitowej w ME/CFS. Nalezy jednak zauwazy¢, ze badanie wtasne nie
wyczerpuje tematu zaburzen w sktadzie mikrobioty jelitowej w patogenezie ME/CFS. Badanie
to mozna rozszerzyé na wiekszg grupe badang i kontrolng, poréwnaé czynniki zewnetrzne
(takie jak wysitek fizyczny, dieta, leki czy stres) i ich zwigzek ze zmianami sktadu mikrobioty,
ponadto mozna dodatkowo rozszerzyé niniejsze badanie o bardziej zaawansowane metody
oznaczania organizmow eukariotycznych w mikrobiomie jelitowym lub o oznaczenie wiromu
u tych pacjentéw, w kofncu mozna rozszerzy¢ badania o nowe gatezie naukowe, takie jak
metabolomika, proteomika czy trasnskryptomika. Ciekawym zagadnieniem jest rowniez
okreslenie zwigzku wykrytych zaburzen w skfadzie mikrobiomu jelitowego ze zmiang funkgc;ji
molekularnej mikrobiomu. Dalsze badania powinny réwniez poza dazeniem do jeszcze
bardziej precyzyjnego okreslenia zmian w sktadzie mikrobiomu, podjg¢ probe identyfikacji

markera biologicznego oraz metod leczenia zidentyfikowanych zaburzen.
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Wyniki przeprowadzonego badania naukowego mogg przyczyni¢ sie do lepszego
zrozumienia zaburzen w sktadzie mikrobiomu jelitowego, wystepujgcych u pacjentéw z
ME/CFS, co moze w przysztosci przyczyni¢ sie do zmodyfikowania dotychczasowych metod
diagnostycznych oraz algorytmow leczenia ME/CFS, na przyktad poprzez ustalenie w
przysztosci wskazan do zindywidualizowanej probiotykoterapii u pacjentéw z ME/CFS.
Konieczne jest jednak dalsze kontynuowanie badan celem doktadnego ustalenia sktadu

mikrobiomu w populacji objetej tym schorzeniem.
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VI. WNIOSKI

1. Wykazano istotnie statystycznie wyzszg alfa-réznorodnos¢ mikrobiomu stolca w grupie
pacjentow z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, rozumiang jako wyzszg liczebnos$é
jednostek OTU. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zakresie wspotczynnikéw

réznorodnosci oraz rwnomiernosci mikrobiomu stolca miedzy grupg badang, a kontrolna.

2. Wykazano istotne statystycznie réznice w zakresie beta-réznorodnosci mikrobiomu stolca

miedzy pacjentami z ME/CFS, a grupg kontrolng, przy wykorzystaniu PERMANOVY.

3. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w zakresie sktadu mikrobiomu stolca, w

zaleznosci od pfci i wieku, miedzy grupg badang i kontrolna.

4. Zaobserwowano istotng zaleznos¢ funkcjonowania autonomicznego uktadu nerwowego,
funkcjonowania poznawczego oraz nasilenia zmeczenia ze sktadem mikrobiomu stolca

poréwnywanych grup.
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VIl. PODSUMOWANIE | OGRANICZENIA PRACY

Zespot przewlektego zmeczenia stanowi istotny problem kliniczny, jednak nadal nie
zostata wyjasniona etiologia tej choroby, ani nie zostaty opracowane metody leczenia
przyczynowego. Jedng z hipotez dotyczacg patogenezy ME/CFS jest zaburzenie homeostazy
mikrobiomu  jelitowego, prowadzace do nieprawidiowej odpowiedzi uktadu
immunologicznego, endokrynologicznego i nerwowego, uposledzenia metabolizmu
organizmu i rozwoju objawéw ME/CFS.

Dotychczas przeprowadzono stosunkowo niewiele badaid naukowych dotyczacych
zaburzen w skfadzie mikrobiomu jelitowego w ME/CFS. Przeprowadzone badanie jest
innowacyjne i w sposéb istotny prébuje uzupetni¢ luki w wiedzy na temat dysbiozy jelitowej u
pacjentow z ME/CFS, w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej. Niewatpliwym atutem
badania jest to, ze kryteria wtgczenia do badania zostaty opracowane w rygorystyczny sposob
i obejmujg rozpoznanie ME/CFS na podstawie az dwdch rodzajow kryteriow diagnostycznych
(kryteriow Fukudy i kryteribw ME/ICC). Jest to zgodne z najnowszymi doniesieniami
naukowymi na temat ME/CFS i istotnie zwieksza prawdopodobienstwo zakwalifikowania do
grupy badanej wytacznie pacjentéw z prawidtowo postawiong diagnozg. Grupa badanai grupa
kontrolna nie rdéznity sie istotnie pod wzgledem takich czynnikéw jak wiek, pte¢, masa ciata,
BMI czy procent tkanki ttuszczowej, ktére moga wptywac na zmiany w sktadzie mikrobioty
jelitowej. W niniejszym badaniu do sekwencjonowania mikrobioty uzyto najnowszej
technologii 16S rRNA, co pozwala na bardzo doktadng identyfikacje wiekszosci
drobnoustrojow z probek stolca, az do poziomu wariancji sekwencji ASV.

Pomimo wielu mocnych stron, przeprowadzone badanie wtasne ma réwniez pewne
ograniczenia. Mozna do nich zaliczyé przede wszystkim matg liczebnos¢ grupy, zwtaszcza grupy
kontrolnej. Dodatkowo z uwagi na obraz kliniczny ME/CFS, gtéwnie na powysitkowe nasilenie
zmeczenia (PEM) u pacjentéw, nie byto mozliwe, aby pacjenci z ciezkim stopniem nasilenia
objawéw wykonali protokdt badania, w zwigzku z czym do badania rekrutowano tylko
pacjentéw z lekkim i umiarkowanym stopniem nasilenia dolegliwosci. Niniejsze badanie nie
wyczerpuje analizowanego tematu i moze zosta¢ rozszerzone o kolejne analizy, m.in. o
poréwnanie analizowanych grup pod katem czynnikéw mogacych wptywaé na sktad
mikrobiomu (jak np. dieta, ruch, leki czy stres), oznaczenie skfadu organizmow
eukariotycznych czy wirusdw w analizowanym mikrobiomie, czy o przeprowadzenie analizy

metabolomicznej i okreslenie zwigzku wykrytych zaburzen w sktadzie mikrobiomu jelitowego
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ze zmiang funkcji danego mikrobiomu. Kontynuowanie badan naukowych w tym temacie
powinno przede wszystkim dazy¢ do precyzyjnego okreslenia zmian w sktadzie mikrobiomu, a
nastepnie podjac¢ probe identyfikacji markera biologicznego oraz metod leczenia ME/CFS na
drodze zindywidualizowanej modyfikacji sktadu mikrobioty jelitowej. Zwiekszenie liczebnosci
grupy badanej i kontrolnej, uwzglednienie w analizie réwniez pacjentéw z ciezkim stopniem
nasilenia objawoéw, a takze przeanalizowanie dodatkowych czynnikéw, mogacych wptywac na
funkcje i oddziatywanie mikrobioty, z pewnoscig poprawitoby wiarygodnos¢ niniejszego
badania.

Na podstawie przegladu literatury dokonanego w tej rozprawie mozna zauwazy¢, ze
pomiedzy wieloma pracami naukowymi powstajgcymi na temat dysbiozy jelitowej w ME/CFS
nie ma konsekwencji w zastosowanych kryteriach diagnostycznych stuzgcych do postawienia
rozpoznania ME/CFS, badane grupy pacjentéw zwykle s3 mate, a przeprowadzone badania
réznig sie miedzy sobg metodologia wykorzystang do sekwencjonowania mikrobiomu.
Wszystko to powoduje, ze mozliwo$é porownywania tych badan ze sobg w celu wyciggniecia
wspolnych wnioskéw sg bardzo ograniczone.

Stosunkowo mata ilos¢ badan naukowych na temat dysbiozy jelitowej w ME/CFS caty
czas nie umozliwia réwniez na wyciaggniecie wnioskdw, czy wykazane zmiany skfadu
drobnoustrojéw przewodu pokarmowego stanowig przyczyne czy konsekwencje wystgpienia
ME/CFS i czy sg zwigzane z ktérymkolwiek z kilku objawdéw wtdrnych.

Okreslenie jakosciowych zmian sktadu mikrobiomu jelitowego w ME/CFS stanowi
poczatek do dyskusji nad udziatem tych zmian w zaburzeniu funkcjonowania mikrobiomu,
zaburzeniu interakcji mikrobiomu z organizmem gospodarza, a w konicu w patogenezie
choroby. Wykazane zmiany sktadu jakosciowego mikrobiomu nalezatoby odnie$¢ do zdrowego
mikrobiomu, czyli takiego sktadu mikrobiomu w danym organizmie, ktory zapewnia jego
prawidtowe funkcjonowanie i oddziatywanie z gospodarzem. Obecnie nie ma wystarczajgcych
informacji w literaturze naukowej na temat definicji zdrowego mikrobiomu, nadal brakuje
informacji jakie szczepy bakterii sg kluczowe dla petnienia przez mikrobiom kluczowych funkgji
i jakie sg prawidtowe interakcje miedzy mikrobiomem a gospodarzem. Pogtebienie wiedzy na
temat funkcji metabolicznych i molekularnych mikrobiomu, a takze jego oddziatywan i
interakcji z organizmem gospodarza stanowi kluczowy kierunek dalszych badan naukowych,
ktéry umozliwi odniesienie wynikéw badan na temat dysbiozy, i pomoze na ustalenie ich

przydatnosci klinicznej.
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Mozna wiec powiedzie¢, ze przeprowadzone badanie stanowi istotne uzupetnienie
obecnego stanu wiedzy na temat zaburzen w sktadzie mikrobiomu jelitowego w zespole
przewlektego zmeczenia, jednak nadal pozostaje pole do kontynuacji i rozszerzenia dalszych
badan, przede wszystkim w celu bardziej precyzyjnego ustalenia zaburzen sktadu mikrobiomu
w populacji objetej ME/CFS, a takze wptywu tych zaburzern homeostazy mikrobiomu na
odpowiedz organizmu. Jest to wazny kierunek badan, wpisujgcy sie w dazenie do identyfikacji
markera molekularnego dla ME/CFS i utatwienia diagnostyki tej choroby, a takze ustalenie

potencjalnego punktu uchwytu dla terapii przyczynowej u pacjentéw z ME/CFS.
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VIIl. STRESZCZENIE
VIIl.1. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM
Wstep:

Zespdt przewlektego zmeczenia (ME/CFS) jest ciezka, wyniszczajacg chorobg,
przebiegajacg z okresami zaostrzen i remisji, znacznie uposledzajgcg codzienng aktywnosc i
obnizajgcg jakos¢ zycia chorego. Do objawdw osiowych choroby nalezy przewlekte zmeczenie,
powysitkowe nasilenie zmeczenia (PEM), nieregenerujacy sen, zaburzenia pamieci i
koncentracji, zaburzenia funkcji kognitywnych, objawy dysautonomii. Mimo prowadzenia
wielu badan naukowych na temat ME/CFS, nadal nie udato sie wyjasnic etiologii i patogenezy
oraz nie opracowano markera biologicznego i leczenia przyczynowego tej choroby. Jednym z
sugerowanych czynnikéw przyczynowych jest dysbioza jelitowa i ogélnoustrojowa odpowiedz
organizmu gospodarza na zaburzony skfad i funkcjonowanie mikrobiomu jelitowego. Dzieki
rozwojowi metod badawczych opierajgcych sie na rozpoznawaniu sekwencji genu 16S rRNA
stato sie mozliwe doktadniejsze poznanie ludzkiego mikrobiomu. Dotychczas przeprowadzono
stosunkowo niewiele badan dotyczacych sktadu mikrobiomu jelitowego u oséb z zespotem
przewlektego zmeczenia i nie udato sie jak dotgd jednoznacznie potwierdzi¢ zwigzku miedzy
zaburzeniami homeostazy mikrobiomu, a rozwojem ME/CFS. Istotnym zagadnieniem staje sie
zatem poszerzenie wiedzy na temat zaburzen homeostazy mikrobiomu jelitowego u
pacjentéw z ME/CFS, co ma duze znaczenie w uzupetnieniu wiedzy na temat etiologii i
patogenezy tej choroby, a takze moze przyczynic sie do poprawy jej diagnostyki oraz stac sie
potencjalnym punktem uchwytu w terapii tego schorzenia.

Cele pracy:

Celem pracy jest analiza sktadu ilosciowego i jakosciowego mikrobiomu jelitowego u
pacjentow z zespotem przewlektego zmeczenia (ME/CFS). W niniejszej pracy dokonano
rowniez oceny zaleznosci mikrobiomu jelitowego z wiekiem i ptcig pacjentéow, a takzie z
nasileniem wybranych objawéw ME/CFS, funkcjonowaniem autonomicznego uktadu
nerwowego i funkcjonowaniem poznawczym pacjentdw. Dokonano réwniez pordéwnania
mikrobiomu jelitowego pomiedzy grupg badang i kontrolng na podstawie analizy sieciowej
mikrobiomu jelitowego dla sieci stworzonej na podstawie ASV.

Materiat i metody:
Badanie zostato przeprowadzone w okresie od stycznia 2018 roku do marca 2019 roku

w Bydgoszczy. W projekcie badawczym wzieli udziat petnoletni ochotnicy w wieku miedzy 25.
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a 65. rokiem zycia. Rekrutacja do badania odbywata sie za pomoca $rodkéw masowego
przekazu. Wsréd zgtoszonych ochotnikéw przeprowadzono kwalifikacje i wyodrebniono grupe
32 pacjentéw, u ktérych potwierdzono ME/CFS. Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 18
zdrowych oséb. Ostatecznie 27 pacjentéw z grupy badanej i 15 z grupy kontrolnej wyrazito
zgode na wykonanie badania katu i dostarczyto prébki do badania. U wszystkich chorych
przeprowadzono ocene nasilenia objawdw zmeczenia, ocene funkcjonalng autonomicznego
uktadu nerwowego oraz ocene funkcji poznawczych. Do analizy mikrobiomu jelitowego
zastosowano metode sekwencjonowania genu 16S rRNA. Przeprowadzono analize
statystyczng uzyskanych parametrow.
Wyniki:

W zakresie analizy sktadu ilosciowego mikrobiomu stolca miedzy pacjentami z ME/CFS,
a grupa kontrolng, nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zakresie wskaznikow
réznorodnosci i rownomiernosci Shannona. Wykazano, ze pacjenci z ME/CFS charakteryzowali
sie istotnie wyzszym bogactwem gatunkowym mikrobiomu jelitowego (rozumianym jako
wyzsza liczebnos¢ jednostek OTU) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W zakresie sktadu
jakosciowego mikrobiomu stolca, przeanalizowano wszystkie poziomy taksonomiczne miedzy
grupg kontrolng i grupg badang, i zaobserwowano: na poziomie gromad - mniejszg obfitos¢
Firmicutes, Actinobacteria oraz Proteobacteria i gromad rzadkich u pacjentéw z ME/CFS niz w
grupie kontrolnej; na poziomie klas - wiekszg obfitos¢ Bacteroidia, a mniejszg Negativicutes,
Actinobacteria oraz klas rzadkich w grupie ME/CFS, w poréwnaniu do oséb z grupy kontrolnej;
na poziomie rzedéw - wiekszg obfitos¢ Bacteroidales, a mniejszg Selenomonadales oraz
rzedéw rzadkich, u pacjentéw z grupy badanej niz u 0séb z grupy kontrolnej ; na poziomie
rodzin - mniejszg obfitos¢ bakterii z rodziny Veillonellaceae oraz bakterii z rodzin rzadkich u
pacjentow z ME/CFS, niz u pacjentéw z grupy kontrolnej; na poziomie rodzaju - stwierdzono
wiekszg obfitos¢ bakterii z rodzaju Bacteroides, Alistipes i Ruminococcaceae u pacjentow z
ME/CFS w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Poréwnano rowniez sktad jakosSciowy stolca
miedzy grupa badang a kontrolng na podstawie sekwencji ASV i wykazano, ze najbardziej
charakterystycznymi sekwencjami dla pacjentéw z ME/CFS sg warianty sekwencji ASV121
(Alistipes), ASV147 (Odoribacter) oraz ASV180 (Ruminococcaceae), natomiast dla grupy
kontrolnej sg to ASV 135 (Lachnospiraceae), ASV155 (Christensenellaceae) oraz ASV310
(Lachnospira). Zaobserwowano istotne réznice wykazane przy uzyciu metod redukcji

ztozonosci (sPLS-DA i NMDS) pomiedzy mikrobiomem stolca w grupie pacjentéw z ME/CFS w
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porownaniu do grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic w
zakresie sktadu mikrobiomu stolca w zaleznosci od ptci i wieku miedzy grupa badang i grupa
kontrolng. Mikrobiom stolca pacjentéw z grupy badanej i kontrolnej sklasyfikowano przy
uzyciu metod uczenia maszynowego, wykorzystujgc do tego celu modele sieci neuronowej,
losowego drzewa klasyfikacyjnego oraz maszyny wektoréw nosnych, uzyskano wartosci
ponizej wartosci istotnych klinicznie. Przeprowadzono analize sieciowg dla sieci stworzonej
na podstawie ASV w grupie ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, nie zaobserwowano
jednak istotnych zaleznos$ci pomiedzy poszczegélnymi ASV. Przy uzyciu metody NMDS
poréwnano mikrobiom w grupie pacjentéw z ME/CFS i oséb z grupy kontrolnej w zaleznosci
od funkcjonowania autonomicznego uktadu nerwowego, funkcjonowania poznawczego oraz
nasilenia objawéw ME/CFS, ocenionych na podstawie skali FSS i FIS, i wykazano zaleznos¢
miedzy tymi parametrami, a mikrobiomem stolca poréwnywanych grup.

Whioski:

1. Wykazano istotnie statystycznie wyzszg alfa-réznorodnos¢ mikrobiomu stolca w grupie
pacjentow z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, rozumiang jako wyzszg liczebnos¢
jednostek OTU. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zakresie wspotczynnikéw
réznorodnosci oraz rwnomiernosci mikrobiomu stolca miedzy grupg badang, a kontrolna.

2. Wykazano istotne statystycznie réznice w zakresie beta-réznorodnosci mikrobiomu stolca
miedzy pacjentami z ME/CFS, a grupg kontrolng, przy wykorzystaniu PERMANOVY.

3. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w zakresie sktadu mikrobiomu stolca, w
zaleznosci od ptci i wieku, miedzy grupg badang i kontrolna.

4. Zaobserwowano istotng zaleznos¢ funkcjonowania autonomicznego uktadu nerwowego,
funkcjonowania poznawczego oraz nasilenia zmeczenia ze sktadem mikrobiomu stolca

poréwnywanych grup.
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VIII.2. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIEM
Introduction:

Myalgic encephalomyelitis/ chronic fatigue syndrome (ME/CFS) is a serious,
debilitating disease, with periods of remission and exacerbation, that significantly impairs
daily activity and reduces the quality of life of patients. The primary symptoms of ME/CFS
include: chronic fatigue, post-exertional malaise (PEM), unrefreshing sleep, memory and
concentration disorders, cognitive dysfunction, and symptoms of dysautonomia. Despite
conducting many scientific studies on ME/CFS, the etiology and pathogenesis have not been
elucidated yet, and there is no biological marker or causative treatment of this disease. One
of the suggested causative factors is intestinal dysbiosis and the systemic response of the host’s
organism to the abnormal composition and functioning of the gut microbiome. The
development of research methods based on the recognition of 16S rRNA gene sequences has
made it possible to learn more details about the human microbiome. Relatively few studies
on the composition of the gut microbiome of people with ME/CFS have been conducted, and
the correlation between alternations in microbiome homeostasis and the progression of
ME/CFS has not been clearly confirmed. Therefore, it becomes crucial issue to extend the
knowledge about gut microbiome alterations in ME/CFS patients, which is important for
better understanding the ME/CFS etiology and pathogenesis, and can contribute to improve
its diagnosis and also become a potential starting point in the treatment of this disease.
Aims:

The aim of the present research study is to analyse the qualitative and quantitative
composition of the gut microbiome in patients who suffer from ME/CFS. The study also assess
the relation between the gut microbiome and the age and sex of patients, as well as the
intensity of selected ME/CFS symptoms, the functioning of the autonomic nervous system and
the cognitive functioning of patients. On the basis of the network analysis of gut microbiome
for the network created on grounds of ASV, a comparison between the test and control groups
is also conducted.

Material and methods:

The study was conducted from January 2018 to March 2019 in Bydgoszcz. Adult
volunteers aged between 25 and 65 took part in the research project. Recruitment for the
study was carried out in social media. Qualification was conducted among the volunteers and

a group of 32 patients with confirmed ME/CFS was selected. 18 healthy people were included
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in the control group. Finally, 27 patients from the study group and 15 from the control group
gave their consent for stool test and delivered stool samples for testing. In all included
patients, the intensity of fatigue symptoms was assessed, moreover, functional assessment of
autonomic nervous system was carried out and cognitive functioning was evaluated. In order
to analyse the gut microbiome, method of fragment sequencing of 16S rRNA genes was used.
Statistical analysis of obtained parameters was performed.

Results:

The analysis of the quantitative composition of stool microbiome between ME/CFS and
the control group, shows no statistically significant differences in terms of Shannon’s diversity
and uniformity indexes. The study has shown that patients with ME/CFS are characterized by
a significantly higher species richness of microbiome (understood as a higher number of OTU’s
units) compared to the control group. When it comes to the qualitative composition of the
stool microbiome, the analysis at all taxonomic levels between the study and control groups
were performed, and the results show that: at the phyla level - lower abundance of Firmicutes,
Actinobacteria and Proteobacteria and rare phyla in the study group (patients with ME/CFS)
compared to control group; at the classes level - higher abundance of Bacteroidia and lower
abundance of Negativicutes, Actinobacteria and rare classes in the study group compared to
the control group; at the orders level - higher abundance of Bacteroidales, and lower
abundance of Selenomonadales and rare orders, in the ME/CFS patients compared to control
group; at the families level - lower abundance of Veillonellaceae family and bacteria from rare
families in ME/CFS patients than in control patients; at the genus level - greater abundance of
Bacteroides, Alistipes and Ruminococcaceae in ME/CFS patients compared to control group.
The qualitative composition of stool was also compared between the test and control groups
on the basis of ASV sequences and the results show that the most characteristic for ME/CFS
patients are the following variants of the ASV sequences: ASV121 (Alistipes), ASV147
(Odoribacter) and ASV180 (Ruminococcaceae), while for the control group: ASV 135
(Lachnospiraceae), ASV155 (Christensenellaceae) and ASV310 (Lachnospira). Significant
differences demonstrated by using complexity reduction methods (sPLS-DA and NMDS) were
observed between the stool microbiome in the group of ME/CFS patients compared to the
control group. There were no statistically significant differences in the composition of the
stool microbiome depending on sex and age between the test and control groups. The stool

microbiome of patients in the test and control groups was classified with the machine learning
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methods using for this purpose: neural network models, random classification tree and
support vector machine, and the obtained results were below the clinically significant values.
A network analysis was conducted for a network created on the basis of ASV sequences in the
ME/CFS group compared to the control group, but no significant relations between individual
ASVs were observed. Using the NMDS method, the microbiome in the group of patients with
ME/CFS and in the control group was compared depending on the functioning of the
autonomic nervous system, cognitive functioning and the intensity of ME/CFS symptom:s,
assessed on the basis of the FSS and FIS scales, and the correlation between these parameters
and the stool microbiome of the compared groups was demonstrated.

Conclusions:

1. A statistically significant higher alpha-diversity of the stool microbiome was demonstrated
in the group of patients with ME/CFS compared to the control group, understood as a higher
number of OUT’s units. There were no statistically significant differences in the Shannon’s
diversity and uniformity index of the stool microbiome between the study group and the
control group.

2. Statistically significant differences in the beta-diversity of the stool microbiome between
patients with ME/CFS and the control group using PERMANOVA were demonstrated.

3. There were no statistically significant differences in the composition of the stool
microbiome depending on gender and age between the study group and the control group.
4. A significant correlation between the functioning of the autonomic nervous system,
cognitive functioning and the level of fatigue with the composition of the stool microbiome of

the compared groups was observed.

167



IX. PISMIENNICTWO

1. Lupo GFD, Rocchetti G, Lucini L, Lorusso L, Manara E, Bertelli M, i in. Potential role of microbiome
in Chronic Fatigue Syndrome/Myalgic Encephalomyelits (CFS/ME). Sci Rep. 2021;11:7043.

2. Clayton EW. Beyond myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome: an IOM report on
redefining an illness. Jama. 2015;313:1101-2.

3. Shepherd C, Chaudhuri A. ME/CFS/PVFS—An Exploration of the Clinical Issues, The ME
Association’s clinical and research guide. ME Assoc. 2022;

4. Guideline NG206 N. Myalgic encephalomyelitis (or encephalopathy)/chronic fatigue syndrome:
diagnosis and management [Internet]. Methods. 2021. Pobrano z:
https://www.nice.org.uk/guidance/cg53/chapter/Introduction

5. Bested AC, Marshall LM. Review of Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome: an
evidence-based approach to diagnosis and management by clinicians. Rev Environ Health.
2015;30:223-49.

6. Sullivan PF, Evengard B, Jacks A, Pedersen NL. Twin analyses of chronic fatigue in a Swedish
national sample. Psychol Med. 2005;35:1327-36.

7. KUROWSKI M, KUNA P. Zespét przewlektego zmeczenia. Alerg Astma Immunolo.

8. Jason LA, Evans M, Brown A, Sunnquist M, Newton JL. Chronic fatigue syndrome versus sudden
onset myalgic encephalomyelitis. J Prev Interv Community. 2015;43:62-77.

9. Gilliam AG. Epidemiological study of an epidemic, diagnosed as poliomyelitis, occurring among the
personnel of the Los Angeles County General Hospital during the summer of 1934. US Government
Printing Office; 1938.

10. Hyde BM. The nightingale definition of myalgic encephalomyelitis (ME) The Nightingale Research
Foundation. Ott Ont Can. 2007;

11. Ramsay AM. 'Epidemic neuromyasthenia’1955-1978. Postgrad Med J. 1978;54:718-21.

12. Cortes Rivera M, Mastronardi C, Silva-Aldana CT, Arcos-Burgos M, Lidbury BA. Myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome: a comprehensive review. Diagnostics. 2019;9:91.

13. van der Meer JW, Lloyd AR. A controversial consensus—comment on article by Broderick et al. J
Intern Med. 2011;271:29-31.

14. Holmes GP, Kaplan JE, Gantz NM, Komaroff AL, Schonberger LB, Straus SE, i in. Chronic fatigue
syndrome: a working case definition. Ann Intern Med. 1988;108:387-9.

15. Tyrrel DA. Report from the National Task Force on Chronic Fatigue Syndrome (CFS)/Post Viral
Fatigue Syndrome (PVMS)/Myalgic Encephalomyelitis (ME): An Initiative of the Registered Charity
Westcare, Supported by the Department of Health and with Financial Assistance from the Wellcome
Trust. Westcare. 1994;96-8.

16. Fukuda K, Straus SE, Hickie I, Sharpe MC, Dobbins JG, Komaroff A, i in. The chronic fatigue
syndrome: a comprehensive approach to its definition and study. Ann Intern Med. 1994;121:953-9.

168



17. Brurberg KG, Fgnhus MS, Larun L, Flottorp S, Malterud K. Case definitions for chronic fatigue
syndrome/myalgic encephalomyelitis (CFS/ME): a systematic review. BMJ Open. 2014;4:e003973.

18. Nacul LC, Lacerda EM, Pheby D, Campion P, Molokhia M, Fayyaz S, i in. Prevalence of myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome (ME/CFS) in three regions of England: a repeated cross-
sectional study in primary care. BMC Med. 2011;9:1-12.

19. Jason LA, Richman JA, Rademaker AW, Jordan KM, Plioplys AV, Taylor RR, i in. A community-
based study of chronic fatigue syndrome. Arch Intern Med. 1999;159:2129-37.

20. Stomko J, Newton JL, Kujawski S, Tafil-Klawe M, Klawe J, Staines D, i in. Prevalence and
characteristics of chronic fatigue syndrome/myalgic encephalomyelitis (CFS/ME) in Poland: A cross-
sectional study. BMJ Open. 2019;9:e023955.

21. Walsh CM, Zainal NZ, Middleton SJ, Paykel ES. A family history study of chronic fatigue syndrome.
Psychiatr Genet. 2001;11:123-8.

22. Buchwald D, Herrell R, Ashton S, Belcourt M, Schmaling K, Sullivan P, i in. A twin study of chronic
fatigue. Psychosom Med. 2001;63:936-43.

23. Reynolds KJ, Vernon SD, Bouchery E, Reeves WC. The economic impact of chronic fatigue
syndrome. Cost Eff Resour Alloc. 2004;2:1-9.

24. Griffith JP, Zarrouf FA. A systematic review of chronic fatigue syndrome: don’t assume it’s
depression. Prim Care Companion J Clin Psychiatry. 2008;10:120.

25. Cairns R, Hotopf M. A systematic review describing the prognosis of chronic fatigue syndrome.
Occup Med. 2005;55:20-31.

26. Lewis |, Pairman J, Spickett G, Newton JL. Is chronic fatigue syndrome in older patients a different
disease?—a clinical cohort study. Eur J Clin Invest. 2013;43:302-8.

27. McManimen SL, Devendorf AR, Brown AA, Moore BC, Moore JH, Jason LA. Mortality in patients
with myalgic encephalomyelitis and chronic fatigue syndrome. Fatigue Biomed Health Behav. 2016;

28. Nacul L, O’Boyle S, Palla L, Nacul FE, Mudie K, Kingdon CC, i in. How myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome (ME/CFS) progresses: the natural history of ME/CFS.
Front Neurol. 2020;826.

29. Bitner A, Klawe JJ, Zalewski P, Tafil-Klawe M. Etiologia zespotu przewlektego zmeczenia z
uwzglednieniem zaburzen funkcjonowania autonomicznego uktadu nerwowego [Etiology of chronic
fatigue syndrome with reference to the autonomic nervous system dysfunction]. Probl Hig Epidemiol.
2013;94:6-8.

30. Smith J, Fritz EL, Kerr JR, Cleare AJ, Wessely S, Mattey DL. Association of chronic fatigue syndrome
with human leucocyte antigen class Il alleles. J Clin Pathol. 2005;58:860-3.

31. Gow JW, Hagan S, Herzyk P, Cannon C, Behan PO, Chaudhuri A. A gene signature for post-
infectious chronic fatigue syndrome. BMC Med Genomics. 2009;2:1-11.

32. Kerr JR, Petty R, Burke B, Gough J, Fear D, Sinclair LI, i in. Gene expression subtypes in patients
with chronic fatigue syndrome/myalgic encephalomyelitis. J Infect Dis. 2008;197:1171-84.

169



33. Hickie I, Davenport T, Wakefield D, Vollmer-Conna U, Cameron B, Vernon SD, i in. Post-infective
and chronic fatigue syndromes precipitated by viral and non-viral pathogens: prospective cohort
study. Bmj. 2006;333:575.

34. Katz BZ, Shiraishi Y, Mears CJ, Binns HJ, Taylor R. Chronic fatigue syndrome after infectious
mononucleosis in adolescents. Pediatrics. 2009;124:189-93.

35. Kerr JR, Coyle PV, DeLeys RJ, Patterson CC. Follow-up study of clinical and immunological findings
in patients presenting with acute parvovirus B19 infection. ) Med Virol. 1996;48:68-75.

36. Kerr JR, Barah F, Mattey DL, Laing I, Hopkins SJ, Hutchinson IV, i in. Circulating tumour necrosis
factor-a and interferon-y are detectable during acute and convalescent parvovirus B19 infection and
are associated with prolonged and chronic fatigue. ) Gen Virol. 2001;82:3011-9.

37. Fremont M, Metzger K, Rady H, Hulstaert J, De Meirleir K. Detection of herpesviruses and
parvovirus B19 in gastric and intestinal mucosa of chronic fatigue syndrome patients. In Vivo.
2009;23:209-13.

38. Chapenko S, Krumina A, Logina |, Rasa S, Chistjakovs M, Sultanova A, i in. Association of active
human herpesvirus-6,-7 and parvovirus b19 infection with clinical outcomes in patients with myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome. Adv Virol. 2012;2012.

39. Magnus P, Gunnes N, Tveito K, Bakken 1J, Ghaderi S, Stoltenberg C, i in. Chronic fatigue
syndrome/myalgic encephalomyelitis (CFS/ME) is associated with pandemic influenza infection, but
not with an adjuvanted pandemic influenza vaccine. Vaccine. 2015;33:6173-7.

40. Shepherd C. Post COVID-19 Fatigue, Post/Long Covid-19 Syndromes and Post-Covid ME/CFS.
2020.

41. Chu L, Valencia lJ, Garvert DW, Montoya JG. Onset patterns and course of myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome. Front Pediatr. 2019;12.

42. Heim C, Nater UM, Maloney E, Boneva R, Jones JF, Reeves WC. Childhood trauma and risk for
chronic fatigue syndrome: association with neuroendocrine dysfunction. Arch Gen Psychiatry.
2009;66:72-80.

43. Nater UM, Maloney E, Heim C, Reeves WC. Cumulative life stress in chronic fatigue syndrome.
Psychiatry Res. 2011;189:318-20.

44. Harvey SB, Wadsworth M, Wessely S, Hotopf M. The relationship between prior psychiatric
disorder and chronic fatigue: evidence from a national birth cohort study. Psychol Med.
2008;38:933-40.

45. Hotopf M, Noah N, Wessely S. Chronic fatigue and minor psychiatric morbidity after viral
meningitis: a controlled study. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 1996;60:504—9.

46. Kerr JR. Epstein-Barr Virus Induced Gene-2 Upregulation Identifies a Particular Subtype of Chronic
Fatigue Syndrome/Myalgic Encephalomyelitis. Front Pediatr. 2019;7:59.

47. Stringer EA, Baker KS, Carroll IR, Montoya JG, Chu L, Maecker HT, i in. Daily cytokine fluctuations,
driven by leptin, are associated with fatigue severity in chronic fatigue syndrome: evidence of
inflammatory pathology. J Transl Med. 2013;11:1-11.

170



48. Esfandyarpour R, Kashi A, Nemat-Gorgani M, Wilhelmy J, Davis RW. A nanoelectronics-blood-
based diagnostic biomarker for myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome (ME/CFS). Proc
Natl Acad Sci. 2019;116:10250-7.

49. Lorusso L, Mikhaylova SV, Capelli E, Ferrari D, Ngonga GK, Ricevuti G. Immunological aspects of
chronic fatigue syndrome. Autoimmun Rev. 2009;8:287-91.

50. Hornig M, Gottschalk CG, Eddy ML, Che X, Ukaigwe JE, Peterson DL, i in. Immune network analysis
of cerebrospinal fluid in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome with atypical and
classical presentations. Transl Psychiatry. 2017;7:e1080—-e1080.

51. Montoya JG, Holmes TH, Anderson JN, Maecker HT, Rosenberg-Hasson Y, Valencia lJ, i in.
Cytokine signature associated with disease severity in chronic fatigue syndrome patients. Proc Natl
Acad Sci. 2017;114:E7150-8.

52. Moneghetti KJ, Skhiri M, Contrepois K, Kobayashi Y, Maecker H, Davis M, i in. Value of circulating
cytokine profiling during submaximal exercise testing in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue
syndrome. Sci Rep. 2018;8:2779.

53. Fletcher MA, Zeng XR, Barnes Z, Levis S, Klimas NG. Plasma cytokines in women with chronic
fatigue syndrome. J Transl Med. 2009;7:1-8.

54. Russell L, Broderick G, Taylor R, Fernandes H, Harvey J, Barnes Z, i in. lliness progression in
chronic fatigue syndrome: a shifting immune baseline. BMC Immunol. 2016;17:1-11.

55. Lutz L, Rohrhofer J, Zehetmayer S, Stingl M, Untersmayr E. Evaluation of Immune Dysregulation in
an Austrian Patient Cohort Suffering from Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome.
Biomolecules. 2021;11:1359.

56. Fletcher MA, Zeng XR, Maher K, Levis S, Hurwitz B, Antoni M, i in. Biomarkers in chronic fatigue
syndrome: evaluation of natural killer cell function and dipeptidyl peptidase IV/CD26. PloS One.
2010;5:e10817.

57. Mandarano AH, Maya J, Giloteaux L, Peterson DL, Maynard M, Gottschalk CG, i in. Myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome patients exhibit altered T cell metabolism and cytokine
associations. J Clin Invest. 2020;130:1491-505.

58. Blomberg J, Gottfries C-G, Elfaitouri A, Rizwan M, Rosén A. Infection elicited autoimmunity and
myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome: an explanatory model. Front Immunol.
2018;229.

59. Chaudhuri A, Majeed T, Dinan T, Behan PO. Chronic fatigue syndrome: A disorder of central
cholinergic transmission. J Chronic Fatigue Syndr. 1997;3:3-16.

60. Chaudhuri A, Condon BR, Gow JW, Brennan D, Hadley DM. Proton magnetic resonance
spectroscopy of basal ganglia in chronic fatigue syndrome. Neuroreport. 2003;14:225-8.

61. Natelson BH, Weaver SA, Tseng C-L, Ottenweller JE. Spinal fluid abnormalities in patients with
chronic fatigue syndrome. Clin Vaccine Immunol. 2005;12:52-5.

62. Natelson BH, Vu D, Coplan JD, Mao X, Blate M, Kang G, i in. Elevations of ventricular lactate levels

occur in both chronic fatigue syndrome and fibromyalgia. Fatigue Biomed Health Behav. 2017;5:15—
20.

171



63. Hornig M, Gottschalk G, Peterson DL, Knox KK, Schultz AF, Eddy ML, i in. Cytokine network
analysis of cerebrospinal fluid in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome. Mol
Psychiatry. 2016;21:261-9.

64. Glassford JA. The neuroinflammatory etiopathology of myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue
syndrome (ME/CFS). Front Physiol. 2017;8:88.

65. Komaroff AL. Inflammation correlates with symptoms in chronic fatigue syndrome. Proc Natl
Acad Sci. 2017;114:8914-6.

66. Nakatomi Y, Mizuno K, Ishii A, Wada Y, Tanaka M, Tazawa S, i in. Neuroinflammation in patients
with chronic fatigue syndrome/myalgic encephalomyelitis: an 11C-(R)-PK11195 PET study. J Nucl
Med. 2014;55:945-50.

67. Yamamoto S, Ouchi Y, Onoe H, Yoshikawa E, Tsukada H, Takahashi H, i in. Reduction of serotonin
transporters of patients with chronic fatigue syndrome. Neuroreport. 2004;15:2571-4.

68. Yamato M, Kataoka Y. Fatigue sensation following peripheral viral infection is triggered by
neuroinflammation: who will answer these questions? Neural Regen Res. 2015;10:203.

69. Shan ZY, Kwiatek R, Burnet R, Del Fante P, Staines DR, Marshall-Gradisnik SM, i in. Progressive
brain changes in patients with chronic fatigue syndrome: a longitudinal MRI study. ] Magn Reson
Imaging. 2016;44:1301-11.

70. Shan ZY, Kwiatek R, Burnet R, Del Fante P, Staines DR, Marshall-Gradisnik SM, i in. Medial
prefrontal cortex deficits correlate with unrefreshing sleep in patients with chronic fatigue syndrome.
NMR Biomed. 2017;30:e3757.

71. Konturek S, Traczyk WZ, Trzebski A, Godlewski A. Fizjologia cztowieka z elementami fizjologii
stosowanej i klinicznej. Wydawnictwo Lekarskie PZWL; 2007.

72. Newton JL, Okonkwo O, Sutcliffe K, Seth A, Shin J, Jones DEJ. Symptoms of autonomic dysfunction
in chronic fatigue syndrome. QJM Int J Med. 2007;100:519-26.

73. Wyller VB, Godang K, Mgrkrid L, Saul JP, Thaulow E, Wallge L. Abnormal thermoregulatory
responses in adolescents with chronic fatigue syndrome: relation to clinical symptoms. Pediatrics.
2007;120:129-37.

74. Wyller VB, Saul JP, Amlie JP, Thaulow E. Sympathetic predominance of cardiovascular regulation
during mild orthostatic stress in adolescents with chronic fatigue. Clin Physiol Funct Imaging.
2007;27:231-8.

75. Wyller VB, Barbieri R, Saul JP. Blood pressure variability and closed-loop baroreflex assessment in
adolescent chronic fatigue syndrome during supine rest and orthostatic stress. Eur J Appl Physiol.
2011;111:497-507.

76. Van Cauwenbergh D, Nijs J, Kos D, Van Weijnen L, Struyf F, Meeus M. Malfunctioning of the
autonomic nervous system in patients with chronic fatigue syndrome: a systematic literature review.

Eur J Clin Invest. 2014;44:516-26.

77.Tanaka M, Tajima S, Mizuno K, Ishii A, Konishi Y, Miike T, i in. Frontier studies on fatigue,
autonomic nerve dysfunction, and sleep-rhythm disorder. J Physiol Sci. 2015;65:483-98.

172



78. Boneva RS, Decker MJ, Maloney EM, Lin J-M, Jones JF, Helgason HG, i in. Higher heart rate and
reduced heart rate variability persist during sleep in chronic fatigue syndrome: a population-based
study. Auton Neurosci. 2007;137:94-101.

79. Orjatsalo M, Alakuijala A, Partinen M. Autonomic nervous system functioning related to
nocturnal sleep in patients with chronic fatigue syndrome compared to tired controls. J Clin Sleep
Med. 2018;14:163-71.

80. Kemp J, Sunnquist M, Jason LA, Newton JL. Autonomic dysfunction in myalgic encephalomyelitis
and chronic fatigue syndrome: comparing self-report and objective measures. Clin Auton Res.
2019;29:475-7.

81. van Campen CL, Rowe PC, Verheugt FW, Visser FC. Cognitive function declines following
orthostatic stress in adults with myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome (ME/CFS). Front
Neurosci. 2020;14:688.

82. Martinez-Martinez L-A, Mora T, Vargas A, Fuentes-Iniestra M, Martinez-Lavin M. Sympathetic
nervous system dysfunction in fibromyalgia, chronic fatigue syndrome, irritable bowel syndrome, and
interstitial cystitis: a review of case-control studies. JCR J Clin Rheumatol. 2014;20:146-50.

83. Komaroff AL, Cho TA. Role of infection and neurologic dysfunction in chronic fatigue syndrome.
Semin Neurol. \copyright Thieme Medical Publishers; 2011. s. 325-37.

84. Tak LM, Cleare AJ, Ormel J, Manoharan A, Kok IC, Wessely S, i in. Meta-analysis and meta-
regression of hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity in functional somatic disorders. Biol
Psychol. 2011;87:183-94.

85. Torres-Harding S, Sorenson M, Jason L, Reynolds N, Brown M, Maher K, i in. The associations
between basal salivary cortisol and illness symptomatology in chronic fatigue syndrome. J Appl
Biobehav Res. 2008;13:157-80.

86. Nijhof SL, Rutten JM, Uiterwaal CS, Bleijenberg G, Kimpen JL, van de Putte EM. The role of
hypocortisolism in chronic fatigue syndrome. Psychoneuroendocrinology. 2014;42:199-206.

87. Morris G, Anderson G, Maes M. Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Hypofunction inMyalgic
Encephalomyelitis (ME)/Chronic Fatigue Syndrome (CFS) as a Consequence of Activated Immune-
Inflammatory and Oxidative and Nitrosative Pathways. Mol Neurobiol. 2017;54:6806—19.

88. Tanriverdi F, Karaca Z, Unluhizarci K, Kelestimur F. The hypothalamo—pituitary—adrenal axis in
chronic fatigue syndrome and fibromyalgia syndrome. Stress. 2007;10:13-25.

89. Jones DEJ, Hollingsworth KG, Taylor R, Blamire AM, Newton JL. Abnormalities in pH handling by
peripheral muscle and potential regulation by the autonomic nervous system in chronic fatigue
syndrome. J Intern Med. 2010;267:394-401.

90. Jones DEJ, Hollingsworth KG, Jakovljevic DG, Fattakhova G, Pairman J, Blamire AM, i in. Loss of
capacity to recover from acidosis on repeat exercise in chronic fatigue syndrome: a case-control
study. Eur J Clin Invest. 2012;42:186-94.

91. Fluge @, Mella O, Bruland O, Risa K, Dyrstad SE, Alme K, i in. Metabolic profiling indicates
impaired pyruvate dehydrogenase function in myalgic encephalopathy/chronic fatigue syndrome. JCI
Insight. 2016;1.

173



92. Lien K, Johansen B, Veiergd MB, Haslestad AS, Bghn SK, Melsom MN, i in. Abnormal blood lactate
accumulation during repeated exercise testing in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue
syndrome. Physiol Rep. 2019;7:e14138.

93. Tomas C, Brown A, Strassheim V, Elson J, Newton J, Manning P. Cellular bioenergetics is impaired
in patients with chronic fatigue syndrome. PLoS One. 2017;12:e0186802.

94. Lawson N, Hsieh C-H, March D, Wang X. Elevated energy production in chronic fatigue syndrome
patients. J Nat Sci. 2016;2.

95. Collin SM, Nikolaus S, Heron J, Knoop H, White PD, Crawley E. Chronic fatigue syndrome (CFS)
symptom-based phenotypes in two clinical cohorts of adult patients in the UK and The Netherlands. J
Psychosom Res. 2016;81:14-23.

96. Wilson A, Hickie |, Hadzi-Pavlovic D, Wakefield D, Parker G, Straus SE, i in. What is chronic fatigue
syndrome? Heterogeneity within an international multicentre study. Aust N Z J Psychiatry.
2001;35:520-7.

97. Stomko J, Estévez-Lépez F, Kujawski S, Zawadka-Kunikowska M, Tafil-Klawe M, Klawe JJ, i in.
Autonomic phenotypes in chronic fatigue syndrome (CFS) are associated with illness severity: a
cluster analysis. J Clin Med. 2020;9:2531.

98. Nisenbaum R, Reyes M, Unger ER, Reeves WC. Factor analysis of symptoms among subjects with
unexplained chronic fatigue. J Psychosom Res. 2004;56:171-8.

99. Brown A, Jason LA. Meta-analysis investigating post-exertional malaise between patients and
controls. J Health Psychol. 2020;25:2053-71.

100. McManimen SL, Jason LA. Post-exertional malaise in patients with ME and CFS with comorbid
fibromyalgia. SRL Neurol Neurosurg. 2017;3:22.

101. Holtzman CS, Bhatia S, Cotler J, Jason LA. Assessment of post-exertional malaise (PEM) in
patients with myalgic encephalomyelitis (ME) and chronic fatigue syndrome (CFS): a patient-driven
survey. Diagnostics. 2019;9:26.

102. Robinson LJ, Durham J, MacLachlan LL, Newton JL. Autonomic function in chronic fatigue
syndrome with and without painful temporomandibular disorder. Fatigue Biomed Health Behav.
2015;3:205-19.

103. Lewis |, Pairman J, Spickett G, Newton JL. Clinical characteristics of a novel subgroup of chronic
fatigue syndrome patients with postural orthostatic tachycardia syndrome. J Intern Med.

2013;273:501-10.

104. Capelli E, Zola R, Lorusso L, Venturini L, Sardi F, Ricevuti G. Chronic fatigue syndrome/myalgic
encephalomyelitis: an update. Int J Immunopathol Pharmacol. 2010;23:981-9.

105. Van Ness JM, Snell CR, Stevens SR, Stiles TL. Metabolic and neurocognitive responses to an
exercise challenge in CFS. Med Sci Sports Exerc. 2007;39.

106. De Becker P, McGregor N, De Meirleir K. A definition-based analysis of symptoms in a large
cohort of patients with chronic fatigue syndrome. J Intern Med. 2001;250:234—40.

174



107. Jason LA, Sunnquist M, Brown A, Evans M, Vernon SD, Furst JD, i in. Examining case definition
criteria for chronic fatigue syndrome and myalgic encephalomyelitis. Fatigue Biomed Health Behav.
2014;2:40-56.

108. Qanneta R. Obstructive sleep apnea syndrome manifested as a subset of chronic fatigue
syndrome: a comorbidity or an exclusion criterion? Rheumatol Int. 2014;34:441-2.

109. Reeves WC, Heim C, Maloney EM, Youngblood LS, Unger ER, Decker MJ, i in. Sleep
characteristics of persons with chronic fatigue syndrome and non-fatigued controls: results from a
population-based study. BMC Neurol. 2006;6:1-8.

110. Carruthers BM, van de Sande MI, De Meirleir KL, Klimas NG, Broderick G, Mitchell T, i in. Myalgic
encephalomyelitis: international consensus criteria. J Intern Med. 2011;270:327-38.

111. Nijs J, Crombez G, Meeus M, Knoop H, Van Damme S, Van Cauwenbergh D, i in. Pain in patients
with chronic fatigue syndrome: time for specific pain treatment? Pain Physician. 2012;15:E677-86.

112. Winger A, Kvarstein G, Wyller VB, Sulheim D, Fagermoen E, Smastuen MC, i in. Pain and
pressure pain thresholds in adolescents with chronic fatigue syndrome and healthy controls: a cross-
sectional study. BMJ Open. 2014;4:e005920.

113. Rowell LB. Human circulation. Regul Phys Stress. 1986;

114. Van Oosterwijck J, Marusic U, De Wandele |, Paul L, Meeus M, Moorkens G, i in. The role of
autonomic function in exercise-induced endogenous analgesia: a case-control study in myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome and healthy people. Pain Physician. 2017;20:E389-99.

115. Fondell E, Axelsson J, Franck K, Ploner A, Lekander M, Balter K, i in. Short natural sleep is
associated with higher T cell and lower NK cell activities. Brain Behav Immun. 2011;25:1367-75.

116. Burnet RB, Chatterton BE. Gastric emptying is slow in chronic fatigue syndrome. BMC
Gastroenterol. 2004;4:1-4.

117. Tran MTD, Arendt-Nielsen L, Kupers R, Elberling J. Multiple chemical sensitivity: on the scent of
central sensitization. Int J Hyg Environ Health. 2013;216:202-10.

118. Castro-Marrero J, Faro M, Aliste L, Sdez-Francas N, Calvo N, Martinez-Martinez A, i in.
Comorbidity in chronic fatigue syndrome/myalgic encephalomyelitis: a nationwide population-based
cohort study. Psychosomatics. 2017;58:533-43.

119. Asprusten TT, Fagermoen E, Sulheim D, Skovlund E, Sgrensen @, Mollnes TE, i in. Study findings
challenge the content validity of the Canadian Consensus Criteria for adolescent chronic fatigue
syndrome. Acta Paediatr. 2015;104:498-503.

120. Twisk FN. Accurate diagnosis of myalgic encephalomyelitis and chronic fatigue syndrome based
upon objective test methods for characteristic symptoms. World J Methodol. 2015;5:68.

121. Jason LA, Sunnquist M, Brown A, Evans M, Newton JL. Are Myalgic Encephalomyelitis and
chronic fatigue syndrome different illnesses? A preliminary analysis. ] Health Psychol. 2016;21:3-15.

122. Bateman L, Bested AC, Bonilla HF, Chheda BV, Chu L, Curtin JM, i in. Myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome: essentials of diagnosis and management. Mayo Clin
Proc. Elsevier; 2021. s. 2861-78.

175



123. Nacul L, Authier FJ, Scheibenbogen C, Lorusso L, Helland IB, Martin JA, i in. European Network
on Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome (EUROMENE): expert consensus on the
diagnosis, service provision, and care of people with ME/CFS in Europe. Medicina (Mex).
2021;57:510.

124. Carruthers BM, Jain AK, De Meirleir KL, Peterson DL, Klimas NG, Lerner AM, i in. Myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome: clinical working case definition, diagnostic and
treatment protocols. J Chronic Fatigue Syndr. 2003;11:7-115.

125. Abbi B, Natelson B. Is chronic fatigue syndrome the same illness as fibromyalgia: evaluating the
‘single syndrome’hypothesis. QJM Int J Med. 2013;106:3-9.

126. Wolfe F, Clauw DJ, Fitzcharles M-A, Goldenberg DL, Katz RS, Mease P, i in. The American College
of Rheumatology preliminary diagnostic criteria for fiboromyalgia and measurement of symptom
severity. Arthritis Care Res. 2010;62:600-10.

127. Wolfe F, Clauw DJ, Fitzcharles M-A, Goldenberg DL, Hauser W, Katz RS, i in. Fibromyalgia criteria
and severity scales for clinical and epidemiological studies: a modification of the ACR Preliminary
Diagnostic Criteria for Fibromyalgia. J Rheumatol. 2011;38:1113-22.

128. Stewart JM. Common syndromes of orthostatic intolerance. Pediatrics. 2013;131:968-80.

129. Nagy-Szakal D, Williams BL, Mishra N, Che X, Lee B, Bateman L, i in. Fecal metagenomic profiles
in subgroups of patients with myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome. Microbiome.
2017;5:1-17.

130. Berstad A, Hauso O, Berstad K, Berstad JE. From IBS to ME—the dysbiotic march hypothesis. Med
Hypotheses. 2020;140:109648.

131. Aaron LA, Herrell R, Ashton S, Belcourt M, Schmaling K, Goldberg J, i in. Comorbid clinical
conditions in chronic fatigue: a co-twin control study. J Gen Intern Med. 2001;16:24-31.

132. Fisk JD, Ritvo PG, Ross L, Haase DA, Marrie TJ, Schlech WF. Measuring the functional impact of
fatigue: initial validation of the fatigue impact scale. Clin Infect Dis. 1994;18:579-83.

133. Krupp LB, LaRocca NG, Muir-Nash J, Steinberg AD. The fatigue severity scale: application to
patients with multiple sclerosis and systemic lupus erythematosus. Arch Neurol. 1989;46:1121-3.

134. Garcia-Campayo J, Pascual A, Alda M, Marzo J, Magallon R, Fortes S. The Spanish version of the
FibroFatigue Scale: validation of a questionnaire for the observer’s assessment of fibromyalgia and
chronic fatigue syndrome. Gen Hosp Psychiatry. 2006;28:154-60.

135. Chalder T, Berelowitz G, Pawlikowska T, Watts L, Wessely S, Wright D, i in. Development of a
fatigue scale. J Psychosom Res. 1993;37:147-53.

136. Zigmond AS, Snaith RP. The hospital anxiety and depression scale. Acta Psychiatr Scand.
1983;67:361-70.

137. Beck AT, Ward CH, Mendelson M, Mock J, Erbaugh J. An inventory for measuring depression.
Arch Gen Psychiatry. 1961;4:561-71.

138. Sunnquist M, Lazarus S, Jason LA. The development of a short form of the DePaul Symptom
Questionnaire. Rehabil Psychol. 2019;64:453.

176



139. Zajaczkowski S, Zajgczkowski M, Kosinski A, Grzybiak M, Wierzba TH. Ocena zmiennosci rytmu
serca (HRV) w zaawansowanym wieku. Heart rate variability (HRV) analysis in advanced age.
Geriatria. 2014;232-9.

140. Pawlak-Bus K, Ko\lodziejczyk-Feliksik M, Czerwinski-Mazur P, Moczko J, Kramer L, others.
Zmiennos¢ rytmu zatokowego-interpretacja patofizjologiczna i metodologia pomiaréw. Folia Cardiol.
2003;10:719-26.

141. Zalewski P, Stominski K, Klawe J, Tafil-Klawe M. Ocena czynnosciowa autonomicznego uktadu
nerwowego z uzyciem systemu Task Force Monitor. Acta Bio-Opt Inform Medica Inz Biomed.
2008;14:228-34.

142. Milicevi¢ G. Low to high frequency ratio of heart rate variability spectra fails to describe
sympatho-vagal balance in cardiac patients. Coll Antropol. 2005;29:295-300.

143. van Ravenswaaij-Arts CM, Kollee LA, Hopman JC, Stoelinga GB, van Geijn HP. Heart rate
variability. Ann Intern Med. 1993;118:436—47.

144. Frith J, Zalewski P, Klawe J, Pairman J, Bitner A, Tafil-Klawe M, i in. Impaired blood pressure
variability in chronic fatigue syndrome—a potential biomarker. QJM Int J Med. 2012;105:831-8.

145. Sutcliffe K, Gray J, Tan M, Pairman J, Wilton K, Parry S, i in. Home orthostatic training in chronic
fatigue syndrome—a randomized, placebo-controlled feasibility study. Eur J Clin Invest. 2010;40:18—
24.

146. Batkowiec-Iskra E, Niewada M. Zespdt przewlektego zmeczenia-postepy leczenia. Przew Lek GPs.
2002;5:16-22.

147. Kreijkamp-Kaspers S, Brenu EW, Marshall S, Staines D, Van Driel ML. Treating chronic fatigue
syndrome: a study into the scientific evidence for pharmacological treatments. Aust Fam Physician.
2011;40:907-12.

148. Attree EA, Arroll MA, Dancey CP, Griffith C, Bansal AS. Psychosocial factors involved in memory
and cognitive failures in people with myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome. Psychol
Res Behav Manag. 2014;67-76.

149. Castro-Marrero J, Sdez-Francas N, Santillo D, Alegre J. Treatment and management of chronic
fatigue syndrome/myalgic encephalomyelitis: all roads lead to Rome. Br J Pharmacol. 2017;174:345—
69.

150. Clemons A, Vasiadi M, Kempuraj D, Kourelis T, Vandoros G, Theoharides TC. Amitriptyline and
prochlorperazine inhibit proinflammatory mediator release from human mast cells: possible
relevance to chronic fatigue syndrome. J Clin Psychopharmacol. 2011;31:385-7.

151. Thomas MA, Smith AP. An investigation of the long-term benefits of antidepressant medication
in the recovery of patients with chronic fatigue syndrome. Hum Psychopharmacol Clin Exp.
2006;21:503-9.

152. Hornig M, Montoya JG, Klimas NG, Levine S, Felsenstein D, Bateman L, i in. Distinct plasma
immune signatures in ME/CFS are present early in the course of illness. Sci Adv. 2015;1:e1400121.

153. Straus SE, Dale JK, Tobi M, Lawley T, Preble O, Blaese RM, i in. Acyclovir treatment of the chronic
fatigue syndrome. Lack of efficacy in a placebo-controlled trial. N Engl ) Med. 1988;319:1692-8.

177



154. Watt T, Oberfoell S, Balise R, Lunn MR, Kar AK, Merrihew L, i in. Response to valganciclovir in
chronic fatigue syndrome patients with human herpesvirus 6 and Epstein—Barr virus IgG antibody
titers. ) Med Virol. 2012;84:1967-74.

155. Montoya JG, Kogelnik AM, Bhangoo M, Lunn MR, Flamand L, Merrihew LE, i in. Randomized
clinical trial to evaluate the efficacy and safety of valganciclovir in a subset of patients with chronic
fatigue syndrome. J Med Virol. 2013;85:2101-9.

156. Theoharides TC, Asadi S, Weng Z, Zhang B. Serotonin-selective reuptake inhibitors and
nonsteroidal anti-inflammatory drugs-important considerations of adverse interactions especially for
the treatment of myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome. J Clin Psychopharmacol.
2011;31:403-5.

157. Degenhardt L, Gisev N, Cama E, Nielsen S, Larance B, Bruno R. The extent and correlates of
community-based pharmaceutical opioid utilisation in Australia. Pharmacoepidemiol Drug Saf.
2016;25:521-38.

158. Zou Y, Xue W, Luo G, Deng Z, Qin P, Guo R, i in. 1,520 reference genomes from cultivated human
gut bacteria enable functional microbiome analyses. Nat Biotechnol. 2019;37:179-85.

159. Rup L. The human microbiome project. Indian J Microbiol. 2012;52:315.

160. Panasiuk A, Kowalinska J. Mikrobiota przewodu pokarmowego. wyd. 1. Warszawa: PZWL
Wydawnictwo Lekarskie; 2019.

161. Sender R, Fuchs S, Milo R. Are we really vastly outnumbered? Revisiting the ratio of bacterial to
host cells in humans. Cell. 2016;164:337-40.

162. Panasiuk A. Choroby infekcyjne przewodu pokarmowego. Wydawnictwo Lekarskie PZWL; 2018.

163. D’Argenio V, Salvatore F. The role of the gut microbiome in the healthy adult status. Clin Chim
Acta. 2015;451:97-102.

164. Lederberg J, McCray AT. Ome SweetOmics—A genealogical treasury of words. The scientist.
2001;15:8-8.

165. Blaxter M, Mann J, Chapman T, Thomas F, Whitton C, Floyd R, i in. Defining operational
taxonomic units using DNA barcode data. Philos Trans R Soc B Biol Sci. 2005;360:1935-43.

166. Porter TM, Hajibabaei M. Scaling up: A guide to high-throughput genomic approaches for
biodiversity analysis. Mol Ecol. 2018;27:313-38.

167. Eren AM, Maignien L, Sul WJ, Murphy LG, Grim SL, Morrison HG, i in. Oligotyping: differentiating
between closely related microbial taxa using 16S rRNA gene data. Methods Ecol Evol. 2013;4:1111-9.

168. Callahan BJ, McMurdie PJ, Holmes SP. Exact sequence variants should replace operational
taxonomic units in marker-gene data analysis. ISME J. 2017;11:2639-43.

169. Jeske JT, Gallert C. Microbiome Analysis via OTU and ASV-Based Pipelines—A Comparative
Interpretation of Ecological Data in WWTP Systems. Bioengineering. 2022;9:146.

170. Qin J, Li R, Raes J, Arumugam M, Burgdorf KS, Manichanh C, i in. A human gut microbial gene
catalogue established by metagenomic sequencing. nature. 2010;464:59-65.

178



171. Methé BA, Nelson KE, Pop M, Creasy HH, Giglio MG, Huttenhower C, i in. A framework for
human microbiome research. Nature. 2012;486:215-21.

172. Woese CR, Fox GE, Zablen L, Uchida T, Bonen L, Pechman K, i in. Conservation of primary
structure in 16S ribosomal RNA. Nature. 1975;254:83-6.

173. Caporaso JG, Kuczynski J, Stombaugh J, Bittinger K, Bushman FD, Costello EK, i in. QIIME allows
analysis of high-throughput community sequencing data. Nat Methods. 2010;7:335—6.

174. Schloss PD, Westcott SL, Ryabin T, Hall JR, Hartmann M, Hollister EB, i in. Introducing mothur:
open-source, platform-independent, community-supported software for describing and comparing
microbial communities. Appl Environ Microbiol. 2009;75:7537-41.

175. Meyer F, Paarmann D, D’Souza M, Olson R, Glass EM, Kubal M, i in. The metagenomics RAST
server—a public resource for the automatic phylogenetic and functional analysis of metagenomes.
BMC Bioinformatics. 2008;9:1-8.

176. Palmer C, Bik EM, DiGiulio DB, Relman DA, Brown PO. Development of the human infant
intestinal microbiota. PLoS Biol. 2007;5:e177.

177. Koenig JE, Spor A, Scalfone N, Fricker AD, Stombaugh J, Knight R, i in. Succession of microbial
consortia in the developing infant gut microbiome. Proc Natl Acad Sci. 2011;108:4578—-85.

178. Sharon |, Morowitz MJ, Thomas BC, Costello EK, Relman DA, Banfield JF. Time series community
genomics analysis reveals rapid shifts in bacterial species, strains, and phage during infant gut
colonization. Genome Res. 2013;23:111-20.

179. Stewart CJ, Marrs EC, Nelson A, Lanyon C, Perry JD, Embleton ND, i in. Development of the
preterm gut microbiome in twins at risk of necrotising enterocolitis and sepsis. PloS One.
2013;8:e73465.

180. Turnbaugh PJ, Gordon JI. The core gut microbiome, energy balance and obesity. J Physiol.
2009;587:4153-8.

181. Sekirov I, Russell SL, Antunes LCM, Finlay BB. Gut microbiota in health and disease. Physiol Rev.
2010;

182. Flint HJ, Scott KP, Duncan SH, Louis P, Forano E. Microbial degradation of complex
carbohydrates in the gut. Gut Microbes. 2012;3:289-306.

183. Yamashita Y, Takeshita T. The oral microbiome and human health. J Oral Sci. 2017;59:201-6.

184. Marsh P. In sickness and in health—what does the oral microbiome mean to us? An ecological
perspective. Adv Dent Res. 2018;29:60-5.

185. Di Pilato V, Freschi G, Ringressi MN, Pallecchi L, Rossolini GM, Bechi P. The esophageal
microbiota in health and disease. Ann N Y Acad Sci. 2016;1381:21-33.

186. Yu G, Torres J, Hu N, Medrano-Guzman R, Herrera-Goepfert R, Humphrys MS, i in. Molecular

characterization of the human stomach microbiota in gastric cancer patients. Front Cell Infect
Microbiol. 2017;7:302.

179



187. Wurm P, Dorner E, Kremer C, Spranger J, Maddox C, Halwachs B, i in. Qualitative and
guantitative DNA-and RNA-based analysis of the bacterial stomach microbiota in humans, mice, and
gerbils. Msystems. 2018;3:00262-18.

188. Marteau P, Lepage P, Mangin |, Suau A, Dore J, Pochart P, i in. Gut flora and inflammatory bowel
disease. Aliment Pharmacol Ther. 2004;20:18-23.

189. DiBaise JK, Zhang H, Crowell MD, Krajmalnik-Brown R, Decker GA, Rittmann BE. Gut microbiota
and its possible relationship with obesity. Mayo Clin Proc. 2008;83:460-9.

190. Ramakrishna BS. Role of the gut microbiota in human nutrition and metabolism. J Gastroenterol
Hepatol. 2013;28:9-17.

191. Backhed F, Ding H, Wang T, Hooper LV, Koh GY, Nagy A, i in. The gut microbiota as an
environmental factor that regulates fat storage. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004;101:15718-23.

192. Térnblom H, Lindberg G, Nyberg B, Veress B. Full-thickness biopsy of the jejunum reveals
inflammation and enteric neuropathy in irritable bowel syndrome. Gastroenterology.
2002;123:1972-9.

193. Lakhan SE, Kirchgessner A. Gut inflammation in chronic fatigue syndrome. Nutr Metab.
2010;7:1-10.

194. De Giorgio R, Camilleri M. Human enteric neuropathies: morphology and molecular pathology.
Neurogastroenterol Motil. 2004;16:515-31.

195. Parthasarathy G, Chen J, Chen X, Chia N, O’Connor HM, Wolf PG, i in. Relationship between
microbiota of the colonic mucosa vs feces and symptoms, colonic transit, and methane production in
female patients with chronic constipation. Gastroenterology. 2016;150:367-79.

196. Wahlstrém A, Sayin SI, Marschall H-U, Backhed F. Intestinal crosstalk between bile acids and
microbiota and its impact on host metabolism. Cell Metab. 2016;24:41-50.

197. Wierzchanowska WM, Iwanicki T. Rola mikrobiomu jelitowego w funkcjonowaniu uk\ladu
nerwowego. Kosmos. 2020;69:301-11.

198.Qin J, LiY, Cai Z, LiS, Zhu J, Zhang F, i in. A metagenome-wide association study of gut
microbiota in type 2 diabetes. Nature. 2012;490:55-60.

199. Ridaura VK, Faith JJ, Rey FE, Cheng J, Duncan AE, Kau AL, i in. Gut microbiota from twins
discordant for obesity modulate metabolism in mice. Science. 2013;341:1241214.

200. Labus JS, Hollister EB, Jacobs J, Kirbach K, Oezguen N, Gupta A, i in. Differences in gut microbial
composition correlate with regional brain volumes in irritable bowel syndrome. Microbiome.
2017;5:49.

201. Manichanh C, Rigottier-Gois L, Bonnaud E, Gloux K, Pelletier E, Frangeul L, i in. Reduced diversity
of faecal microbiota in Crohn’s disease revealed by a metagenomic approach. Gut. 2006;55:205-11.

202. Marasco G, Di Biase AR, Schiumerini R, Eusebi LH, lughetti L, Ravaioli F, i in. Gut microbiota and
celiac disease. Dig Dis Sci. 2016;61:1461-72.

180



203. Hevia A, Milani C, Lopez P, Cuervo A, Arboleya S, Duranti S, i in. Intestinal dysbiosis associated
with systemic lupus erythematosus. MBio. 2014;5:e01548-14.

204. Wu S, Rhee K-J, Albesiano E, Rabizadeh S, Wu X, Yen H-R, i in. A human colonic commensal
promotes colon tumorigenesis via activation of T helper type 17 T cell responses. Nat Med.
2009;15:1016-22.

205. Scheperjans F, Aho V, Pereira PA, Koskinen K, Paulin L, Pekkonen E, i in. Gut microbiota are
related to Parkinson’s disease and clinical phenotype. Mov Disord. 2015;30:350-8.

206. Zhuang Z-Q, Shen L-L, Li W-W, Fu X, Zeng F, Gui L, i in. Gut microbiota is altered in patients with
Alzheimer’s disease. J Alzheimers Dis. 2018;63:1337-46.

207. Finegold SM, Dowd SE, Gontcharova V, Liu C, Henley KE, Wolcott RD, i in. Pyrosequencing study
of fecal microflora of autistic and control children. Anaerobe. 2010;16:444-53.

208. Vogt NM, Kerby RL, Dill-McFarland KA, Harding SJ, Merluzzi AP, Johnson SC, i in. Gut microbiome
alterations in Alzheimer’s disease. Sci Rep. 2017;7:13537.

209. Frémont M, Coomans D, Massart S, De Meirleir K. High-throughput 16S rRNA gene sequencing
reveals alterations of intestinal microbiota in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome
patients. Anaerobe. 2013;22:50-6.

210. Shukla SK, Cook D, Meyer J, Vernon SD, Le T, Clevidence D, i in. Changes in gut and plasma
microbiome following exercise challenge in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome
(ME/CFS). PloS One. 2015;10:e0145453.

211. Giloteaux L, Goodrich JK, Walters WA, Levine SM, Ley RE, Hanson MR. Reduced diversity and
altered composition of the gut microbiome in individuals with myalgic encephalomyelitis/chronic
fatigue syndrome. Microbiome. 2016;4:1-12.

212. Giloteaux L, Hanson MR, Keller BA. A pair of identical twins discordant for myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome differ in physiological parameters and gut microbiome
composition. Am J Case Rep. 2016;17:720.

213. WangT, Yu L, Xu C, Pan K, Mo M, Duan M, i in. Chronic fatigue syndrome patients have
alterations in their oral microbiome composition and function. PloS One. 2018;13:e0203503.

214. Mandarano AH, Giloteaux L, Keller BA, Levine SM, Hanson MR. Eukaryotes in the gut microbiota
in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome. PeerJ. 2018;6:e4282.

215. Kitami T, Fukuda S, Kato T, Yamaguti K, Nakatomi Y, Yamano E, i in. Deep phenotyping of myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome in Japanese population. Sci Rep. 2020;10:19933.

216. Varesi A, Deumer U-S, Ananth S, Ricevuti G. The emerging role of gut microbiota in Myalgic
Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome (ME/CFS): current evidence and potential therapeutic
applications. J Clin Med. 2021;10:5077.

217. Armstrong CW, McGregor NR, Lewis DP, Butt HL, Gooley PR. The association of fecal microbiota

and fecal, blood serum and urine metabolites in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue
syndrome. Metabolomics. 2017;13:1-13.

181



218. Ellis JE, Missan DS, Shabilla M, Martinez D, Fry SE. Microbial community profiling of peripheral
blood in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome. Hum Microbiome J. 2018;9:16-21.

219. Du Preez S, Corbitt M, Cabanas H, Eaton N, Staines D, Marshall-Gradisnik S. A systematic review
of enteric dysbiosis in chronic fatigue syndrome/myalgic encephalomyelitis. Syst Rev. 2018;7:1-12.

220. Sheedy JR, Wettenhall RE, Scanlon D, Gooley PR, Lewis DP, Mcgregor N, i in. Increased d-lactic
acid intestinal bacteria in patients with chronic fatigue syndrome. In Vivo. 2009;23:621-8.

221. Scully P, McKernan DP, Keohane J, Groeger D, Shanahan F, Dinan TG, i in. Plasma cytokine
profiles in females with irritable bowel syndrome and extra-intestinal co-morbidity. Off J Am Coll
Gastroenterol ACG. 2010;105:2235-43.

222. Maes M, Mihaylova I, Leunis J-C. Increased serum IgA and IgM against LPS of enterobacteria in
chronic fatigue syndrome (CFS): indication for the involvement of gram-negative enterobacteria in
the etiology of CFS and for the presence of an increased gut—intestinal permeability. J Affect Disord.
2007;99:237-40.

223. Hietbrink F, Besselink MG, Renooij W, de Smet MB, Draisma A, van der Hoeven H, i in. Systemic
inflammation increases intestinal permeability during experimental human endotoxemia. Shock.
2009;32:374-8.

224. Fasano A. Zonulin and its regulation of intestinal barrier function: the biological door to
inflammation, autoimmunity, and cancer. Physiol Rev. 2011;

225. Shen L, Weber CR, Raleigh DR, Yu D, Turner JR. Tight junction pore and leak pathways: a
dynamic duo. Annu Rev Physiol. 2011;73:283—-309.

226. Siniscalco D, Brigida AL, Antonucci N. Autism and neuro-immune-gut link. AIMS Mol Sci.
2018;5:166-72.

227. Lu R, Wang W, Uzzau S, Vigorito R, Zielke H, Fasano A. Affinity purification and partial
characterization of the zonulin/zonula occludens toxin (Zot) receptor from human brain. J
Neurochem. 2000;74:320-6.

228. Maes M, Twisk FN, Kubera M, Ringel K, Leunis J-C, Geffard M. Increased IgA responses to the LPS
of commensal bacteria is associated with inflammation and activation of cell-mediated immunity in
chronic fatigue syndrome. J Affect Disord. 2012;136:909-17.

229. Safadi JM, Quinton AM, Lennox BR, Burnet PW, Minichino A. Gut dysbiosis in severe mental
illness and chronic fatigue: a novel trans-diagnostic construct? A systematic review and meta-
analysis. Mol Psychiatry. 2022;27:141-53.

230. Navaneetharaja N, Griffiths V, Wileman T, Carding SR. A role for the intestinal microbiota and
virome in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome (ME/CFS)? J Clin Med. 2016;5:55.

231. Rivest S. Molecular insights on the cerebral innate immune system. Brain Behav Immun.
2003;17:13-9.

232.Zhu X, Han Y, Du J, Liu R, Jin K, Yi W. Microbiota-gut-brain axis and the central nervous system.
Oncotarget. 2017;8:53829.

182



233. Cryan JF, O’'Mahony SM. The microbiome-gut-brain axis: from bowel to behavior.
Neurogastroenterol Motil. 2011;23:187-92.

234. Dinan TG, Cryan JF. The impact of gut microbiota on brain and behaviour: implications for
psychiatry. Curr Opin Clin Nutr Metab Care. 2015;18:552-8.

235. Poutahidis T, Kearney SM, Levkovich T, Qi P, Varian BJ, Lakritz JR, i in. Microbial symbionts
accelerate wound healing via the neuropeptide hormone oxytocin. PloS One. 2013;8:e78898.

236. Marvel CL, Paradiso S. Cognitive and neurological impairment in mood disorders. Psychiatr Clin.
2004;27:19-36.

237. Bercik P, Denou E, Collins J, Jackson W, Lu J, Jury J, i in. The intestinal microbiota affect central
levels of brain-derived neurotropic factor and behavior in mice. Gastroenterology. 2011;141:599—
609.

238. Bercik P, Collins S, Verdu E. Microbes and the gut-brain axis. Neurogastroenterol Motil.
2012;24:405-13.

239. Bravo JA, Forsythe P, Chew MV, Escaravage E, Savignac HM, Dinan TG, i in. Ingestion of
Lactobacillus strain regulates emotional behavior and central GABA receptor expression in a mouse
via the vagus nerve. Proc Natl Acad Sci. 2011;108:16050-5.

240. Doran KS, Banerjee A, Disson O, Lecuit M. Concepts and mechanisms: crossing host barriers.
Cold Spring Harb Perspect Med. 2013;3:a010090.

241. Hawkins BT, Davis TP. The blood-brain barrier/neurovascular unit in health and disease.
Pharmacol Rev. 2005;57:173-85.

242. Braniste V, Al-Asmakh M, Kowal C, Anuar F, Abbaspour A, Toth M, i in. The gut microbiota
influences blood-brain barrier permeability in mice. Sci Transl Med. 2014;6:263ra158-263ral58.

243. lyer KR, Horslen S, Torres C, Vanderhoof J, Langnas A. Functional liver recovery parallels
autologous gut salvage in short bowel syndrome. J Pediatr Surg. 2004;39:340-4.

244. Gareau MG, Wine E, Rodrigues DM, Cho JH, Whary MT, Philpott DJ, i in. Bacterial infection
causes stress-induced memory dysfunction in mice. Gut. 2011;60:307-17.

245. Chrobak A, Nowakowski J, Dudek D. Interactions between the gut microbiome and the central
nervous system and their role in schizophrenia, bipolar disorder and depression. Arch Psychiatry
Psychother. 2016;18.

246. Maes M, Kubera M, Leunis J-C, Berk M, Geffard M, Bosmans E. In depression, bacterial
translocation may drive inflammatory responses, oxidative and nitrosative stress (O&NS), and
autoimmune responses directed against O&NS-damaged neoepitopes. Acta Psychiatr Scand.
2013;127:344-54,

247. Ait-Belgnaoui A, Durand H, Cartier C, Chaumaz G, Eutamene H, Ferrier L, i in. Prevention of gut
leakiness by a probiotic treatment leads to attenuated HPA response to an acute psychological stress
in rats. Psychoneuroendocrinology. 2012;37:1885-95.

248. Desbonnet L, Garrett L, Clarke G, Bienenstock J, Dinan TG. The probiotic Bifidobacteria infantis:
an assessment of potential antidepressant properties in the rat. J Psychiatr Res. 2008;43:164—-74.

183



249. Schnorr SL. The diverse microbiome of the hunter-gatherer. Nature. 2015;518:514-5.

250. Gareau MG, Silva MA, Perdue MH. Pathophysiological mechanisms of stress-induced Intestina
damage. Curr Mol Med. 2008;8:274-81.

251. Kanchanatawan B, Thika S, Anderson G, Galecki P, Maes M. Affective symptoms in schizophrenia
are strongly associated with neurocognitive deficits indicating disorders in executive functions, visual
memory, attention and social cognition. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2018;80:168—
76.

252. Reitan RM. Validity of the Trail Making Test as an indicator of organic brain damage. Percept
Mot Skills. 1958;8:271-6.

253. Kujawski S, Stomko J, Godlewska BR, Cudnoch-Jedrzejewska A, Murovska M, Newton JL, i in.
Combination of whole body cryotherapy with static stretching exercises reduces fatigue and
improves functioning of the autonomic nervous system in Chronic Fatigue Syndrome. J Transl Med.
2022;20:273.

254. Crowe SF. The differential contribution of mental tracking, cognitive flexibility, visual search, and
motor speed to performance on parts A and B of the Trail Making Test. J Clin Psychol. 1998;54:585—
91.

255. Kortte KB, Horner MD, Windham WK. The trail making test, part B: cognitive flexibility or ability
to maintain set? Appl Neuropsychol. 2002;9:106-9.

256. Arbuthnott K, Frank J. Trail making test, part B as a measure of executive control: validation
using a set-switching paradigm. J Clin Exp Neuropsychol. 2000;22:518-28.

257. Thiem D, Go\lebiewski M, Hulisz P, Piernik A, Hrynkiewicz K. How does salinity shape bacterial
and fungal microbiomes of Alnus glutinosa roots? Front Microbiol. 2018;9:651.

258. R: The R Project for Statistical Computing [Internet]. [cytowane 24 kwiecien 2023]. Pobrano z:
https://www.r-project.org/

259. Callahan BJ, McMurdie PJ, Rosen MJ, Han AW, Johnson AJA, Holmes SP. DADA2: High-resolution
sample inference from lllumina amplicon data. Nat Methods. 2016;13:581-3.

260. Quast C, Pruesse E, Yilmaz P, Gerken J, Schweer T, Yarza P, i in. The SILVA ribosomal RNA gene
database project: improved data processing and web-based tools. Nucleic Acids Res. 2012;41:D590—-
6.

261. Oksanen J, Simpson GL, Blanchet FG, Kindt R, Legendre P, Minchin PR, i in. vegan: Community
Ecology Package [Internet]. 2022 [cytowane 24 kwiecieri 2023]. Pobrano z: https://cran.r-
project.org/web/packages/vegan/index.html

262. Chen J, Zhang X, Yang L. GUniFrac: Generalized UniFrac Distances, Distance-Based Multivariate
Methods and Feature-Based Univariate Methods for Microbiome Data Analysis [Internet]. 2022
[cytowane 24 kwiecier 2023]. Pobrano z: https://cran.r-
project.org/web/packages/GUniFrac/index.html

263. NMDS Tutorial in R [Internet]. sample(ECOLOGY). 2012 [cytowane 24 kwiecieri 2023]. Pobrano z:
https://jonlefcheck.net/2012/10/24/nmds-tutorial-in-r/

184



264. Lé Cao K-A, Boitard S, Besse P. Sparse PLS discriminant analysis: biologically relevant feature
selection and graphical displays for multiclass problems. BMC Bioinformatics. 2011;12:1-17.

265. Lee D, Lee W, Lee Y, Pawitan Y. Sparse partial least-squares regression and its applications to
high-throughput data analysis. Chemom Intell Lab Syst. 2011;109:1-8.

266. Demsar J, Curk T, Erjavec A, Gorup C, Ho&evar T, Milutinovi€¢ M, i in. Orange: data mining toolbox
in Python. J Mach Learn Res. 2013;14:2349-53.

267. Mandrekar JN. Receiver operating characteristic curve in diagnostic test assessment. J Thorac
Oncol. 2010;5:1315-6.

268. Peschel S, Miiller CL, von Mutius E, Boulesteix A-L, Depner M. NetCoMi: network construction
and comparison for microbiome data in R. Brief Bioinform. 2021;22:bbaa290.

269. Newman ME. Modularity and community structure in networks. Proc Natl Acad Sci.
2006;103:8577-82.

270. Costantini G, Perugini M. Generalization of clustering coefficients to signed correlation
networks. PloS One. 2014;9:e88669.

271. Ronhovde RK, Nussinov Z. An edge density definition of overlapping and weighted graph
communities. ArXiv Prepr ArXiv13013120. 2013;

272. WU Jun MB. Natural Connectivity of Complex Networks. Chin Phys Lett. 2010;27:78902-078902.
273. Gabow HN. Using expander graphs to find vertex connectivity. ] ACM JACM. 2006;53:800—-44.

274. Zhang Q, Xu L, Yang W. Reliability analysis of the augmented cubes in terms of the extra edge-
connectivity and the component edge-connectivity. J Parallel Distrib Comput. 2021;147:124-31.

275. netAnalyze: Microbiome Network Analysis in stefpeschel/NetCoMi: Network Construction and
Comparison for Microbiome Data [Internet]. [cytowane 24 kwiecier 2023]. Pobrano z:
https://rdrr.io/github/stefpeschel/NetCoMi/man/netAnalyze.html

276. Stiller B, Franco M, Killer C, Rafati S, Rodrigues B, Scheid E, i in. Communication Systems XIV.
Zirich, Switzerland: University of Zurich Department of Informatics (IFl); 2021.

277. Hansen D, Shneiderman B, Smith M, Himelboim I. Social network analysis: Measuring, mapping,
and modeling collections of connections. 2020. s. 31-51.

278.JiaY, Lu V, Hoberock J, Garland M, Hart JC. Edge v. node parallelism for graph centrality metrics.
GPU Comput Gems Jade Ed. Elsevier; 2012. s. 15-28.

279. Metcalf L, Casey W. Cybersecurity and applied mathematics. Syngress; 2016.
280. Smith MA, Shneiderman B, Milic-Frayling N, Mendes Rodrigues E, Barash V, Dunne C, i in.
Analyzing (social media) networks with NodeXL. Proc Fourth Int Conf Communities Technol. 2009. s.

255-64.

281. Agler MT, Ruhe J, Kroll S, Morhenn C, Kim S-T, Weigel D, i in. Microbial hub taxa link host and
abiotic factors to plant microbiome variation. PLoS Biol. 2016;14:1002352.

185



282. Morris G, Berk M, Galecki P, Maes M. The emerging role of autoimmunity in myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome (ME/cfs). Mol Neurobiol. 2014;49:741-56.

283. Fluge @, Bruland O, Risa K, Storstein A, Kristoffersen EK, Sapkota D, i in. Benefit from B-
lymphocyte depletion using the anti-CD20 antibody rituximab in chronic fatigue syndrome. A double-
blind and placebo-controlled study. PloS One. 2011;6:e26358.

284. Glrcan HM, Keskin DB, Stern JN, Nitzberg MA, Shekhani H, Ahmed AR. A review of the current
use of rituximab in autoimmune diseases. Int Immunopharmacol. 2009;9:10-25.

285. Skrzydto-Radomariska B, Wronecki J. Czy mikrobiote jelitowg mozna skutecznie modyfikowac?
Gastroenterol Klin Postepy Stand. 2018;10:123-34.

286. Yu RK, Usuki S, Ariga T. Ganglioside molecular mimicry and its pathological roles in Guillain-Barre
syndrome and related diseases. Infect Immun. 2006;74:6517-27.

287. Ormstad H, Simonsen CS, Broch L, Maes M, Anderson G, Celius EG. Chronic fatigue and
depression due to multiple sclerosis: Immune-inflammatory pathways, tryptophan catabolites and
the gut-brain axis as possible shared pathways. Mult Scler Relat Disord. 2020;46:102533.

288. Parker BJ, Wearsch PA, Veloo AC, Rodriguez-Palacios A. The genus Alistipes: gut bacteria with
emerging implications to inflammation, cancer, and mental health. Front Immunol. 2020;11:906.

289. Backhed F, Fraser CM, Ringel Y, Sanders ME, Sartor RB, Sherman PM, i in. Defining a healthy
human gut microbiome: current concepts, future directions, and clinical applications. Cell Host
Microbe. 2012;12:611-22.

290. Frank DN, St. Amand AL, Feldman RA, Boedeker EC, Harpaz N, Pace NR. Molecular-phylogenetic
characterization of microbial community imbalances in human inflammatory bowel diseases. Proc
Natl Acad Sci. 2007;104:13780-5.

291. Sokol H, Pigneur B, Watterlot L, Lakhdari O, Bermudez-Humaran LG, Gratadoux J-J, i in.
Faecalibacterium prausnitzii is an anti-inflammatory commensal bacterium identified by gut
microbiota analysis of Crohn disease patients. Proc Natl Acad Sci. 2008;105:16731-6.

292. Carroll IM, Ringel-Kulka T, Siddle JP, Ringel Y. Alterations in composition and diversity of the
intestinal microbiota in patients with diarrhea-predominant irritable bowel syndrome.
Neurogastroenterol Motil. 2012;24:521-e248.

293. Jeffery IB, O’toole PW, Ohman L, Claesson MJ, Deane J, Quigley EM, i in. An irritable bowel
syndrome subtype defined by species-specific alterations in faecal microbiota. Gut. 2012;61:997-
1006.

294. Giamarellos-Bourboulis E, Tang J, Pyleris E, Pistiki A, Barbatzas C, Brown J, i in. Molecular
assessment of differences in the duodenal microbiome in subjects with irritable bowel syndrome.
Scand J Gastroenterol. 2015;50:1076-87.

295. Krogsgaard LR, Lee O, Johannesen TB, Engsbro AL, Stensvold CR, Nielsen HV, i in. Characteristics
of the bacterial microbiome in association with common intestinal parasites in irritable bowel
syndrome. Clin Transl Gastroenterol. 2018;9.

296. Ponnusamy K, Choi JN, Kim J, Lee S-Y, Lee CH. Microbial community and metabolomic
comparison of irritable bowel syndrome faeces. ] Med Microbiol. 2011;60:817.

186



297. Lloyd-Price J, Abu-Ali G, Huttenhower C. The healthy human microbiome. Genome Med.
2016;8:1-11.

298. Shanahan F, Ghosh TS, O’Toole PW. The healthy microbiome—what is the definition of a healthy
gut microbiome? Gastroenterology. 2021;160:483-94.

299. Shafquat A, Joice R, Simmons SL, Huttenhower C. Functional and phylogenetic assembly of
microbial communities in the human microbiome. Trends Microbiol. 2014;22:261-6.

300. Butt H, Dunstan R, McGregor N, Roberts T. Bacterial colonosis in patients with persistent
fatigue. Proc AHMF Int Clin Sci Conf. 2001. s. 1-2.

301. Guo C, Che X, Briese T, Ranjan A, Allicock O, Yates RA, i in. Deficient butyrate-producing capacity
in the gut microbiome is associated with bacterial network disturbances and fatigue symptoms in
ME/CFS. Cell Host Microbe. 2023;31:288-304.

302. Syromyatnikov M, Nesterova E, Gladkikh M, Smirnova Y, Gryaznova M, Popov V. Characteristics
of the Gut Bacterial Composition in People of Different Nationalities and Religions. Microorganisms.
2022;10:1866.

303. Jain A, Li XH, Chen WN. Similarities and differences in gut microbiome composition correlate
with dietary patterns of Indian and Chinese adults. AMB Express. 2018;8:104.

304. Xu J, Lawley B, Wong G, Otal A, Chen L, Ying TJ, i in. Ethnic diversity in infant gut microbiota is
apparent before the introduction of complementary diets. Gut Microbes. 2020;11:1362-73.

305. Tortora SC, Bodiwala VM, Quinn A, Martello LA, Vignesh S. Microbiome and colorectal
carcinogenesis: Linked mechanisms and racial differences. World J Gastrointest Oncol. 2022;14:375—
95.

306. Gantuya B, El Serag HB, Matsumoto T, Ajami NJ, Uchida T, Oyuntsetseg K, i in. Gastric mucosal
microbiota in a Mongolian population with gastric cancer and precursor conditions. Aliment
Pharmacol Ther. 2020;51:770-80.

307. Rautio M, Eerola E, Vaisanen-Tunkelrott M-L, Molitoris D, Lawson P, Collins MD, i in.
Reclassification of Bacteroides putredinis (Weinberg et al., 1937) in a New Genus Alistipes gen. nov.,
as Alistipes putredinis comb. nov., and Description of Alistipes finegoldii sp. nov., from Human
Sources. Syst Appl Microbiol. 2003;26:182-8.

308. Shkoporov A, Chaplin A, Khokhlova E, Shcherbakova V, Motuzova O, Bozhenko V, i in.
Description of Alistipes inops sp. nov. and Coprobacter secundus sp. nov. isolated from human feces.
Int J Syst Evol Microbiol. 2015;65.

309. Rau M, Rehman A, Dittrich M, Groen AK, Hermanns HM, Seyfried F, i in. Fecal SCFAs and SCFA-
producing bacteria in gut microbiome of human NAFLD as a putative link to systemic T-cell activation
and advanced disease. United Eur Gastroenterol J. 2018;6:1496-507.

310. Moschen AR, Gerner RR, Wang J, Klepsch V, Adolph TE, Reider SJ, i in. Lipocalin 2 Protects from
Inflammation and Tumorigenesis Associated with Gut Microbiota Alterations. Cell Host Microbe.

2016;19:455-69.

311. Zuo K, LiJ, Li K, Hu C, Gao Y, Chen M, i in. Disordered gut microbiota and alterations in metabolic
patterns are associated with atrial fibrillation. GigaScience. 2019;8:giz058.

187



312. Bangsgaard Bendtsen KM, Krych L, Sgrensen DB, Pang W, Nielsen DS, Josefsen K, i in. Gut
Microbiota Composition Is Correlated to Grid Floor Induced Stress and Behavior in the BALB/c
Mouse. PLoS ONE. 2012;7:e46231.

313. Alisi A, Bedogni G, Baviera G, Giorgio V, Porro E, Paris C, i in. Randomised clinical trial: the
beneficial effects of VSL# 3 in obese children with non-alcoholic steatohepatitis. Aliment Pharmacol
Ther. 2014;39:1276-85.

314. Famouri F, Shariat Z, Hashemipour M, Keikha M, Kelishadi R. Effects of probiotics on
nonalcoholic fatty liver disease in obese children and adolescents. J Pediatr Gastroenterol Nutr.
2017;64:413-7.

315. Shao L, Ling Z, Chen D, Liu Y, Yang F, Li L. Disorganized Gut Microbiome Contributed to Liver
Cirrhosis Progression: A Meta-Omics-Based Study. Front Microbiol [Internet]. 2018 [cytowane 29 maj
2023];9. Pobrano z: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.03166

316. Sung CM, Lin Y, Chen K-F, Ke H, Huang H-Y, Gong Y-N, i in. Predicting Clinical Outcomes of
Cirrhosis Patients With Hepatic Encephalopathy From the Fecal Microbiome. Cell Mol Gastroenterol
Hepatol. 2019;8:301-318.e2.

317. Brown CT, Davis-Richardson AG, Giongo A, Gano KA, Crabb DB, Mukherjee N, i in. Gut
microbiome metagenomics analysis suggests a functional model for the development of
autoimmunity for type 1 diabetes. PloS One. 2011;6:e25792.

318. LiJ, Sung CYJ, Lee N, Ni Y, Pihlajamaki J, Panagiotou G, i in. Probiotics modulated gut microbiota
suppresses hepatocellular carcinoma growth in mice. Proc Natl Acad Sci [Internet]. 2016 [cytowane
29 maj 2023];113. Pobrano z: https://pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.1518189113

319. lida N, Dzutsev A, Stewart CA, Smith L, Bouladoux N, Weingarten RA, i in. Commensal Bacteria
Control Cancer Response to Therapy by Modulating the Tumor Microenvironment. Science.
2013;342:967-70.

320. Jie Z, Xia H, Zhong S-L, Feng Q, Li S, Liang S, i in. The gut microbiome in atherosclerotic
cardiovascular disease. Nat Commun. 2017;8:845.

321. Kim S, Goel R, Kumar A, Qi Y, Lobaton G, Hosaka K, i in. Imbalance of gut microbiome and
intestinal epithelial barrier dysfunction in patients with high blood pressure. Clin Sci Lond Engl 1979.
2018;132:701-18.

322. Naseribafrouei A, Hestad K, Avershina E, Sekelja M, Linlgkken A, Wilson R, i in. Correlation
between the human fecal microbiota and depression. Neurogastroenterol Motil Off J Eur
Gastrointest Motil Soc. 2014;26:1155-62.

323. Strati F, Cavalieri D, Albanese D, De Felice C, Donati C, Hayek J, i in. New evidences on the
altered gut microbiota in autism spectrum disorders. Microbiome. 2017;5:24.

324. De Angelis M, Piccolo M, Vannini L, Siragusa S, De Giacomo A, Serrazzanetti DI, i in. Fecal
microbiota and metabolome of children with autism and pervasive developmental disorder not
otherwise specified. PloS One. 2013;8:76993.

325. Dziarski R, Park SY, Kashyap DR, Dowd SE, Gupta D. Pglyrp-Regulated Gut Microflora Prevotella

falsenii, Parabacteroides distasonis and Bacteroides eggerthii Enhance and Alistipes finegoldii
Attenuates Colitis in Mice. PloS One. 2016;11:e0146162.

188



326. Wolf PG, Kolosslov V, Zhou Z, Ly L, Doden H, Devendran S, i in. Abstract 3342: The colorectal
cancer associated microbe Odoribacter splanchnicus produces genotoxic hydrogen sulfide via
cysteine metabolism. Cancer Res. 2020;80:3342.

327. Hiippala K, Barreto G, Burrello C, Diaz-Basabe A, Suutarinen M, Kainulainen V, i in. Novel
Odoribacter splanchnicus strain and its outer membrane vesicles exert immunoregulatory effects in
vitro. Front Microbiol. 2020;11:575455.

328. Morgan XC, Tickle TL, Sokol H, Gevers D, Devaney KL, Ward DV, i in. Dysfunction of the intestinal
microbiome in inflammatory bowel disease and treatment. Genome Biol. 2012;13:R79.

329. Wang Y, Gao X, Ghozlane A, Hu H, Li X, Xiao Y, i in. Characteristics of Faecal Microbiota in
Paediatric Crohn’s Disease and Their Dynamic Changes During Infliximab Therapy. J Crohns Colitis.
2018;12:337-46.

330. Hod K, Dekel R, Aviv Cohen N, Sperber A, Ron Y, Boaz M, i in. The effect of a multispecies
probiotic on microbiota composition in a clinical trial of patients with diarrhea-predominant irritable
bowel syndrome. Neurogastroenterol Motil Off J Eur Gastrointest Motil Soc. 2018;30:e13456.

331. Brahe LK, Le Chatelier E, Prifti E, Pons N, Kennedy S, Hansen T, i in. Specific gut microbiota
features and metabolic markers in postmenopausal women with obesity. Nutr Diabetes.
2015;5:e159.

332. Etxeberria U, Hijona E, Aguirre L, Milagro Fl, Bujanda L, Rimando AM, i in. Pterostilbene-induced
changes in gut microbiota composition in relation to obesity. Mol Nutr Food Res. 2017;61.

333. Lai Z-L, Tseng C-H, Ho HJ, Cheung CKY, Lin J-Y, Chen Y-J, i in. Fecal microbiota transplantation
confers beneficial metabolic effects of diet and exercise on diet-induced obese mice. Sci Rep.
2018;8:15625.

334. Walker A, Pfitzner B, Harir M, Schaubeck M, Calasan J, Heinzmann SS, i in. Sulfonolipids as novel
metabolite markers of Alistipes and Odoribacter affected by high-fat diets. Sci Rep. 2017;7:11047.

335. Heaver SL, Johnson EL, Ley RE. Sphingolipids in host-microbial interactions. Curr Opin Microbiol.
2018;43:92-9.

336. Park J, Kim N-E, Yoon H, Shin CM, Kim N, Lee DH, i in. Fecal Microbiota and Gut Microbe-Derived
Extracellular Vesicles in Colorectal Cancer. Front Oncol [Internet]. 2021 [cytowane 30 maj 2023];11.
Pobrano z: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fonc.2021.650026

337. Png C-W, Chua Y-K, Law J-H, Zhang Y, Tan K-K. Alterations in co-abundant bacteriome in
colorectal cancer and its persistence after surgery: a pilot study. Sci Rep. 2022;12:9829.

338. Oh BS, Choi W/, Kim J-S, Ryu SW, Yu SY, Lee J-S, i in. Cell-Free Supernatant of Odoribacter
splanchnicus Isolated From Human Feces Exhibits Anti-colorectal Cancer Activity. Front Microbiol
[Internet]. 2021 [cytowane 30 maj 2023];12. Pobrano z:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2021.736343

339. Carstens A, Dicksved J, Nelson R, Lindqvist M, Andreasson A, Bohr J, i in. The Gut Microbiota in
Collagenous Colitis Shares Characteristics With Inflammatory Bowel Disease-Associated Dysbiosis.
Clin Transl Gastroenterol. 2019;10:e00065.

189



340. Wang L, Liao Y, Yang R, Zhu Z, Zhang L, Wu Z, i in. An engineered probiotic secreting Sj16
ameliorates colitis via Ruminococcaceae/butyrate/retinoic acid axis. Bioeng Transl Med.
2021;6:e10219.

341.YuT, Ding Y, Qian D, Lin L, Tang Y. Characteristics of fecal microbiota in different constipation
subtypes and association with colon physiology, lifestyle factors, and psychological status. Ther Adv
Gastroenterol. 2023;16:17562848231154100.

342. Jiang H, Ling Z, Zhang Y, Mao H, Ma Z, Yin Y, i in. Altered fecal microbiota composition in
patients with major depressive disorder. Brain Behav Immun. 2015;48:186-94.

343. Askarova S, Umbayev B, Masoud A-R, Kaiyrlykyzy A, Safarova Y, Tsoy A, i in. The Links Between
the Gut Microbiome, Aging, Modern Lifestyle and Alzheimer’s Disease. Front Cell Infect Microbiol
[Internet]. 2020 [cytowane 31 maj 2023];10. Pobrano z:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2020.00104

344, Lee G. Distinct signatures of gut microbiome and metabolites associated with significant fibrosis
in non-obese NAFLD.

345. Safari Z, Gérard P. The links between the gut microbiome and non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD). Cell Mol Life Sci. 2019;76:1541-58.

346. Le Roy T, Llopis M, Lepage P, Bruneau A, Rabot S, Bevilacqua C, i in. Intestinal microbiota
determines development of non-alcoholic fatty liver disease in mice. Gut. 2013;62:1787-94.

347. Al-Hakeim HK, Abed AK, Moustafa SR, Almulla AF, Maes M. Tryptophan catabolites,
inflammation, and insulin resistance as determinants of chronic fatigue syndrome and affective
symptoms in Long COVID [Internet]. Psychiatry and Clinical Psychology; 2023 mar. Pobrano z:
http://medrxiv.org/lookup/doi/10.1101/2023.03.11.23287152

348. Saulnier DM, Riehle K, Mistretta T-A, Diaz M-A, Mandal D, Raza S, i in. GASTROINTESTINAL
MICROBIOME SIGNATURES OF PEDIATRIC PATIENTS WITH IRRITABLE BOWEL SYNDROME.
Gastroenterology. 2011;141:1782-91.

349. Rodifio-Janeiro BK, Vicario M, Alonso-Cotoner C, Pascua-Garcia R, Santos J. A review of
microbiota and irritable bowel syndrome: future in therapies. Adv Ther. 2018;35:289-310.

350. Halfvarson J, Brislawn CJ, Lamendella R, Vazquez-Baeza Y, Walters WA, Bramer LM, i in.
Dynamics of the human gut microbiome in Inflammatory Bowel Disease. Nat Microbiol.
2017;2:17004.

351. Kostic AD, Xavier RJ, Gevers D. The Microbiome in Inflammatory Bowel Diseases: Current Status
and the Future Ahead. Gastroenterology. 2014;146:1489—-99.

352. Minerbi A, Gonzalez E, Brereton NJB, Anjarkouchian A, Dewar K, Fitzcharles M-A, i in. Altered
microbiome composition in individuals with fibromyalgia. PAIN. 2019;160:2589.

353. Marteau P, Doré J. Gut microbiota: An organ all its own. 2017;
354. Zhernakova A, Kurilshikov A, Bonder MJ, Tigchelaar EF, Schirmer M, Vatanen T, i in. Population-

based metagenomics analysis reveals markers for gut microbiome composition and diversity.
Science. 2016;352:565-9.

190



355. Kabbani TA, Pallav K, Dowd SE, Villafuerte-Galvez J, Vanga RR, Castillo NE, i in. Prospective
randomized controlled study on the effects of Saccharomyces boulardii CNCM [-745 and amoxicillin-
clavulanate or the combination on the gut microbiota of healthy volunteers. Gut Microbes.
2017;8:17-32.

356. Falony G, Joossens M, Vieira-Silva S, Wang J, Darzi Y, Faust K, i in. Population-level analysis of gut
microbiome variation. Science. 2016;352:560-4.

357. Jiang D, Armour CR, Hu C, Mei M, Tian C, Sharpton TJ, i in. Microbiome multi-omics network
analysis: statistical considerations, limitations, and opportunities. Front Genet. 2019;10:995.

358. Dominianni C, Sinha R, Goedert JJ, Pei Z, Yang L, Hayes RB, i in. Sex, body mass index, and dietary
fiber intake influence the human gut microbiome. PloS One. 2015;10:e0124599.

359. Banasiewicz T, Paszkowski J, Borejsza-Wysocki M, Bobkiewicz A, Pietrzak A, Szczepkowski M, i in.
Efficacy of combined prophylactic therapy (rifaximine alpha+ prebiotic arabinogalactan with
lactofferin) on GUT function in patients with diagnosed symptomatic uncomplicated diverticular
disease. Pol J Surg. 2019;91:1-8.

360. Shanahan F, van Sinderen D, O’Toole PW, Stanton C. Feeding the microbiota: transducer of
nutrient signals for the host. Gut. 2017;66:1709-17.

361. Turnbaugh PJ, Backhed F, Fulton L, Gordon JI. Diet-induced obesity is linked to marked but
reversible alterations in the mouse distal gut microbiome. Cell Host Microbe. 2008;3:213-23.

362. Snelson M, Clarke RE, Nguyen T-V, Penfold SA, Forbes JM, Tan SM, i in. Long term high protein
diet feeding alters the microbiome and increases intestinal permeability, systemic inflammation and
kidney injury in mice. Mol Nutr Food Res. 2021;65:2000851.

363. Do MH, Lee E, Oh M-J, Kim Y, Park H-Y. High-glucose or-fructose diet cause changes of the gut
microbiota and metabolic disorders in mice without body weight change. Nutrients. 2018;10:761.

364. Nilholm C, Roth B, Ohlsson B. A dietary intervention with reduction of starch and sucrose leads
to reduced gastrointestinal and extra-intestinal symptoms in IBS patients. Nutrients. 2019;11:1662.

365. Ott B, Skurk T, Hastreiter L, Lagkouvardos I, Fischer S, Biittner J, i in. Effect of caloric restriction
on gut permeability, inflammation markers, and fecal microbiota in obese women. Sci Rep.
2017;7:11955.

366. David LA, Maurice CF, Carmody RN, Gootenberg DB, Button JE, Wolfe BE, i in. Diet rapidly and
reproducibly alters the human gut microbiome. Nature. 2014;505:559-63.

367. Wu GD, Chen J, Hoffmann C, Bittinger K, Chen Y-Y, Keilbaugh SA, i in. Linking long-term dietary
patterns with gut microbial enterotypes. Science. 2011;334:105-8.

368. Kaliannan K, Wang B, Li X-Y, Kim K-J, Kang JX. A host-microbiome interaction mediates the
opposing effects of omega-6 and omega-3 fatty acids on metabolic endotoxemia. Sci Rep.

2015;5:11276.

369. Puri B. The use of eicosapentaenoic acid in the treatment of chronic fatigue syndrome.
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2004;70:399-401.

191



370. Maes M, Leunis J-C. Normalization of leaky gut in chronic fatigue syndrome (CFS) is
accompanied by a clinical improvement: effects of age, duration of illness and the translocation of
LPS from gram-negative bacteria. Neuroendocrinol Lett. 2008;29:902.

371. Szajewska H, Guarino A, Hojsak |, Indrio F, Kolacek S, Shamir R, i in. Use of probiotics for
management of acute gastroenteritis: a position paper by the ESPGHAN Working Group for
Probiotics and Prebiotics. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2014;58:531-9.

372. Riddle MS, DuPont HL, Connor BA. ACG clinical guideline: diagnosis, treatment, and prevention
of acute diarrheal infections in adults. Off ] Am Coll Gastroenterol ACG. 2016;111:602-22.

373. Szajewska H, Canani RB, Guarino A, Hojsak |, Indrio F, Kolacek S, i in. Probiotics for the
Prevention of Antibiotic-Associated Diarrhea in Children. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2016;62:495—
506.

374. Malfertheiner P, Megraud F, O’'morain C, Gisbert J, Kuipers E, Axon A, i in. Management of
Helicobacter pylori infection—the Maastricht V/Florence consensus report. Gut. 2017;66:6—30.

375. Ford AC, Quigley EM, Lacy BE, Lembo AJ, Saito YA, Schiller LR, i in. Efficacy of prebiotics,
probiotics, and synbiotics in irritable bowel syndrome and chronic idiopathic constipation: systematic
review and meta-analysis. Off ] Am Coll Gastroenterol ACG. 2014;109:1547-61.

376. Hungin A, Mulligan C, Pot B, Whorwell P, Agréus L, Fracasso P, i in. Systematic review: probiotics
in the management of lower gastrointestinal symptoms in clinical practice—an evidence-based
international guide. Aliment Pharmacol Ther. 2013;38:864—86.

377. Whorwell PJ, Altringer L, Morel J, Bond Y, Charbonneau D, O’'mahony L, i in. Efficacy of an
encapsulated probiotic Bifidobacterium infantis 35624 in women with irritable bowel syndrome. Off J
Am Coll Gastroenterol ACG. 2006;101:1581-90.

378. Ducrotté P, Sawant P, Jayanthi V. Clinical trial: Lactobacillus plantarum 299v (DSM 9843)
improves symptoms of irritable bowel syndrome. World J Gastroenterol WJG. 2012;18:4012.

379. Horvath A, Dziechciarz P, Szajewska H. Meta-analysis: Lactobacillus rhamnosus GG for
abdominal pain-related functional gastrointestinal disorders in childhood. Aliment Pharmacol Ther.
2011;33:1302-10.

380. Zhang C, Li S, Yang L, Huang P, Li W, Wang S, i in. Structural modulation of gut microbiota in life-
long calorie-restricted mice. Nat Commun. 2013;4:2163.

381. Boudry G, Hamilton MK, Chichlowski M, Wickramasinghe S, Barile D, Kalanetra KM, i in. Bovine
milk oligosaccharides decrease gut permeability and improve inflammation and microbial dysbiosis in
diet-induced obese mice. J Dairy Sci. 2017;100:2471-81.

382.YuT, Wang, Chen X, Xiong W, Tang Y, Lin L. Spirulina platensis alleviates chronic inflammation
with modulation of gut microbiota and intestinal permeability in rats fed a high-fat diet. J Cell Mol
Med. 2020;24:8603—-13.

383.Zhang Z, Lin T, Meng Y, Hu M, Shu L, Jiang H, i in. FOS/GOS attenuates high-fat diet induced

bone loss via reversing microbiota dysbiosis, high intestinal permeability and systemic inflammation
in mice. Metabolism. 2021;119:154767.

192



384. Sullivan A, Nord CE, Evengard B. Effect of supplement with lactic-acid producing bacteria on
fatigue and physical activity in patients with chronic fatigue syndrome. Nutr J. 2009;8:4.

385. Rao AV, Bested AC, Beaulne TM, Katzman MA, lorio C, Berardi JM, i in. A randomized, double-
blind, placebo-controlled pilot study of a probiotic in emotional symptoms of chronic fatigue
syndrome. Gut Pathog. 2009;1:1-6.

386. Lavasani S, Dzhambazov B, Nouri M, Fak F, Buske S, Molin G, i in. A novel probiotic mixture
exerts a therapeutic effect on experimental autoimmune encephalomyelitis mediated by IL-10
producing regulatory T cells. PloS One. 2010;5:€9009.

387. Corbitt M, Campagnolo N, Staines D, Marshall-Gradisnik S. A systematic review of probiotic
interventions for gastrointestinal symptoms and irritable bowel syndrome in chronic fatigue
syndrome/myalgic encephalomyelitis (CFS/ME). Probiotics Antimicrob Proteins. 2018;10:466-77.

388. Cappello C, Tremolaterra F, Pascariello A, Ciacci C, lovino P. A randomised clinical trial (RCT) of a
symbiotic mixture in patients with irritable bowel syndrome (IBS): effects on symptoms, colonic
transit and quality of life. Int J Colorectal Dis. 2013;28:349-58.

389. Guglielmetti S, Mora D, Gschwender M, Popp K. Randomised clinical trial: Bifidobacterium
bifidum MIMBb75 significantly alleviates irritable bowel syndrome and improves quality of life—-a
double-blind, placebo-controlled study. Aliment Pharmacol Ther. 2011;33:1123-32.

390. Kajander K, Hatakka K, Poussa T, Farkkila M, Korpela R. A probiotic mixture alleviates symptoms
in irritable bowel syndrome patients: a controlled 6-month intervention. Aliment Pharmacol Ther.
2005;22:387-94.

391. Ringel-Kulka T, Palsson OS, Maier D, Carroll I, Galanko JA, Leyer G, i in. Probiotic bacteria
Lactobacillus acidophilus NCFM and Bifidobacterium lactis Bi-07 versus placebo for the symptoms of
bloating in patients with functional bowel disorders: a double-blind study. J Clin Gastroenterol.
2011;45:518-25.

392. Abbas Z, Yakoob J, Jafri W, Ahmad Z, Azam Z, Usman MW, i in. Cytokine and clinical response to
Saccharomyces boulardii therapy in diarrhea-dominant irritable bowel syndrome: a randomized trial.
Eur J Gastroenterol Hepatol. 2014;26:630-9.

393. Pineton de Chambrun G, Neut C, Chau A, Cazaubiel M, Pelerin F, Justen P, i in. A randomized
clinical trial of Saccharomyces cerevisiae versus placebo in the irritable bowel syndrome. Dig Liver
Dis. 2015;47:119-24.

394. Wallis A, Ball M, Butt H, Lewis DP, McKechnie S, Paull P, i in. Open-label pilot for treatment
targeting gut dysbiosis in myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome: neuropsychological
symptoms and sex comparisons. J Transl Med. 2018;16:1-16.

395. Venturini L, Bacchi S, Capelli E, Lorusso L, Ricevuti G, Cusa C, i in. Modification of immunological
parameters, oxidative stress markers, mood symptoms, and well-being status in CFS patients after
probiotic intake: observations from a pilot study. Oxid Med Cell Longev. 2019;2019.

396. Groeger D, O’Mahony L, Murphy EF, Bourke JF, Dinan TG, Kiely B, i in. Bifidobacterium infantis
35624 modulates host inflammatory processes beyond the gut. Gut Microbes. 2013;4:325-39.

397. Schwan A, Sjolin S, Trottestam U, Aronsson B. Relapsing Clostridium difficile enterocolitis cured
by rectal infusion of normal faeces. Scand J Infect Dis. 1984;16:211-5.

193



398. Leffler DA, Lamont JT. Clostridium difficile infection. N Engl J Med. 2015;372:1539-48.

399. Weingarden AR, Hamilton MJ, Sadowsky MJ, Khoruts A. Resolution of severe Clostridium difficile
infection following sequential fecal microbiota transplantation. J Clin Gastroenterol. 2013;47:735.

400. Kelly C, Kahn S, Kashyap P, Laine L, Rubin D, Atreja A, i in. Update on Fecal Microbiota
Transplantation 2015: Indications, Methodologies, Mechanisms, and Outlook. Gastroenterology.
2015;149:223-37.

401. Borody T. Bacteriotherapy for chronic fatigue syndrome: a long-term follow-up study. CFS Natl
Consens Conf. 1995.

402. Borody TJ, Nowak A, Finlayson S. The Gl microbiome and its role in chronic fatigue syndrome: a
summary of bacteriotherapy. J Australas Coll Nutr Environ Med. 2012;31:3-8.

403. Kenyon J, Coe S, Izadi H. A retrospective outcome study of 42 patients with Chronic Fatigue
Syndrome, 30 of whom had Irritable Bowel Syndrome. Half were treated with oral approaches, and
half were treated with Faecal Microbiome Transplantation. Hum Microbiome J. 2019;13:100061.

194



X. SPIS TABEL

Tabela 1. Przebieg naturalny ME/CFS

Tabela 2. Potencjalne czynniki infekcyjne wyzwalajgce ME/CFS

Tabela 3. Kryteria Fukudy 1994r.

Tabela 4. Kryteria ME/ICC 2011r.

Tabela 5. Kryteria the Institude of Medicine dla SEID 2015r.

Tabela 6. R6znicowanie ME/CFS

Tabela 7. Zmiany sktadu mikrobiomu jelitowego cztowieka w ciggu zycia

Tabela 8. Podsumowanie publikacji naukowych potwierdzajgcych zmiany sktadu mikrobioty
jelitowej w ME/CFS

Tabela 9. Parametry uzyte do poréwnania sieci stworzonej na podstawie zaleznosci
pomiedzy poszczegdlnymi ASV w grupie kontrolnej w poréwnaniu do grupy ME/CFS

Tabela 10. Poréwnanie grupy badanej i grupy kontrolnej

Tabela 11. Charakterystyka kliniczna pacjentéw z ME/CFS

Tabela 12. Nasilenie symptomoéw ogdétem w grupie CFS

Tabela 13. Poréwnanie wydajnosci trzech modeli klasyfikacyjnych pacjentéw z ME/CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolnej przy uzyciu metod uczenia sie maszynowego

Tabela 14. Matryca klasyfikacji pacjentéw z grupy badanej i z grupy kontrolnej dla losowego
drzewa klasyfikacyjnego

Tabela 15. Matryca klasyfikacji pacjentéw z grupy badanej i z grupy kontrolnej dla maszyny
wektoréw nosnych

Tabela 16. Matryca klasyfikacji pacjentéw i grupy kontrolnej dla sieci neuronowej

Tabela 17. Poréwnanie globalnych wtasciwosci sieci dla grupy ME/CFS w poréwnaniu do grupy
kontrolnej

Tabela 18. Poréwnanie globalnych wtasciwosci sieci ME/CFS vs. grupa kontrolna

Tabela 19. Porownanie centralnosc¢ bliskosci (wartosci nieznormalizowane)

Tabela 20. Wynik PERMANOVY dla efektu grupy i LF/HF-RRI

Tabela 21. Wynik PERMANOVY dla efektu grupy i TMT A

Tabela 22. Wynik PERMANOVY dla interakcji Grupa * FIS

Tabela 23. Wynik PERMANOVY dla interakcji Grupa * FSS

195



XI. SPIS RYCIN

Rycina 1. Hipotetyczny model patogenezy ME/CFS

Rycina 2. Warunki fizjologiczne i rozmieszczenie mikrobioty w przewodzie pokarmowym
Rycina 3. Wptyw mikrobiomu na zachowanie homeostazy organizmu cztowieka

Rycina 4. Szlaki komunikacji na drodze osi mdézgowo-jelitowej

Rycina 5. Rola dysbiozy jelitowe] i zwiekszonej przepuszczalnosci bariery jelitowej w
patogenezie ME/CFS

Rycina 6. Mechanizmy oddziatywania na szlaku osi HPA

Rycina 7. Schemat badania

Rycina 8. Wskaznik réoznorodnosci Shannona.

Rycina 9. Wskaznik rownomiernosci Shannona.

Rycina 10. Poréwnanie grupowe zaobserwowanej liczebnosci OTU

Rycina 11. llo$¢ wspdlnych (srodek wykresu) oraz ilosé réznych wariantéw sekwencji ASV w
mikrobiomie jelitowym w analizowanych grupach.

Rycina 12. A, B, C, D, E. Skfad jakosciowy mikrobiomu stolca z uwzglednieniem typdw, klas,
rzedéw, rodzin i rodzajéw

Rycina 13. Mapa ciepta

Rycina 14. Poréwnanie grupowe obfitosci ASV w mikrobiomie jelit pacjentéw z ME/CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, przy uzyciu metody sPLS-DA.

Rycina 15. Poréwnanie wag tadunkow (waznosci) poszczegdlnych wariantéw sekwencji ASC
w grupie ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Rycina 16. Wynik analizy NMDS, ktdra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsréd pacjentow z ME/CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Rycina 17. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsréd pacjentow z ME/CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na pted.

Rycina 18. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, ws$rdd pacjentéw z grupy ME/CFS w

poréwnaniu do grupy kontroli, z uwzglednieniem podziatu na wiek.

196



Rycina 19. Poréwnanie wynikow analizy sieciowej dla sieci stworzonej na podstawie zaleznosci
pomiedzy poszczegdlnymi ASV dla pacjentéw z grupy ME/CFS w pordwnaniu do grupy
kontrolnej

Rycina 20. Sie¢ rdznicujgca stworzonej na podstawie réznic w zaleznosci pomiedzy
poszczegdlnymi ASV w grupie ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej

Rycina 21. Sie¢ ukazujgca réznice w zaleznosci pomiedzy ASV w grupie ME/CFS w poréwnaniu
do grupy kontrolnej

Rycina 22. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsréd pacjentow z ME/CFS w
poréwnaniu do osdb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu z uwagi na warto$é
parametru LF/HF-RRI.

Rycina 23. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsréd pacjentow z ME/CFS w
poréwnaniu do zdrowych oséb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziaty na wynik
uzyskany przez pacjentéw w tescie TMT A.

Rycina 24. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, wsrdod pacjentéw z ME/CFS w
poréwnaniu do 0séb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na wynik uzyskany przez
pacjentéw w skali FIS.

Rycina 25. Wynik analizy NMDS, ktéra zostata przeprowadzona na niewazonej macierzy
odlegtosci UniFrac z tabeli i drzewa rozrzedzonego OTU, ws$rdd pacjentéw z grupy ME/CFS w
poréwnaniu do 0séb z grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na wynik uzyskany w skali

FSS.

197



XIl. ANEKS

XIl.1. Wykaz skrétéw

ACTH — ang. adrenocorticotropic hormone - hormon adrenokortykotropowy, in.
adrenokortykotropina

AD —ang. Alzheimer’s disease — choroba Alzheimera

AF - ang. atrial fibrillation - migotanie przedsionkow

ALT - aminotranssferaza alaninowa

APT - ang. Adaptive Pacing Therapy - terapie adaptacyjna

ASV - ang. amplicon sequence variant - wariant sekwencji amplikonu

ATP — adenozynotrifosforan

AUC - ang. Area Under The Curve - obszar pod krzywg ROC

AUN — autonomiczny uktad nerwowy

BBB - ang. blood-brain barier - bariera krew-mozg

BDI - ang. Beck Depression Inventory - Skala depresji Becka

BDS - ang. Bell Disability Scale - Skala Niepetnosprawnosci Bella

BPV - ang. blood pressure variability - zmienno$¢ cisnienia tetniczego

CBT - ang. Cognitive Behavioural Therapy - terapia poznawczo-behawioralna
CC —ang. chronic constipation — przewlekte zaparcie stolca

CCC - ang. Canadian Consenus Criteria — kryteria kanadyjskie

CDC —ang. Center for Disease Control and Prevention - Centrum Kontroli i Zapobiegania
Choréb

CD —ang. Crohn’s disease — choroba Crohna

CDI - ang. Clostridioides difficile infection - zakazenie C. difficile

CF - ang. cystic fibrosis - mukowiscydoza

CFS — ang. chronic fatigue syndrome — zespot przewlektego zmeczenia

CFU —ang. colony forming unit — jednostka tworzgca kolonie

CFQ - ang. Chadler Fatigue Questionneire — Skala Oceny Zmeczenia Chadlera
CMV — wirus cytomegalii

COMPASS-31 — ang. Composite Autonomic Symptom Score — Skala Oceny Uktadu
Autonomicznego

contBP - urzadzenie do ciggtego pomiaru cisnienia krwi

CPET — ang. cardio-pulmonary exercise test — test ergospirometryczny
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CRC - ang. colorectal cancer - rak jelita grubego

CRH — ang. corticotropin-releasin hormone - hormon uwalniajgcy kortykotroping, in.
kortykoliberyna

CRHR - ang. corticotropin-releasing hormone receptor — receptor wigzacy kortykoliberyne
CVD - ang. cardiovascular diseases - choroby sercowo-naczyniowe

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DSS - dekstran siarczanu sodu

DSQ — ang. DePaul Symptom Questionnaire — Skala Nasilenia Symptomoéw DePaul’a

ENS - ang. enteric nervous system - wewnetrzny uktad nerwowy jelit

EBV - wirus Epsteina-Barr

EKG - elektrokardiograf

FDA - ang. Food and Drug Administration - amerykarska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw
FFS — ang. FibroFatigue Scale — skala FibroFatigue

FIS — ang. Fatigue Impact Scale - Skala Oceny Wptywu Zmeczenia

FSS - ang. Fatigue Severity Scale - Skala Oceny Nasilenie Zmeczenia

FM — ang. fibromyalgy — fibromialgia

FMT - ang. fecal microbiota transplantation - przeszczepienie mikrobioty jelitowe;j

FVAS - ang. Fatigue Visual Analog Scale - Analogowo-Wzrokowg Skala Oceny Zmeczenia
GABA - kwas gamma-aminomastowy

GALT - ang. gut-associated lymphoid tissue - tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego
GBA — ang. gut-brain axis — 0$ mdzgowo-jelitowa

GES - ang. guided graded exercise self-help — terapia stopniowanym wysitkiem fizycznym
wykonywana samodzielnie w domu

GET - ang. Graded Exercise Therapy - terapia stopniowanym wysitkiem fizycznym

GHA - ang. gut-heart axis - o$ sercowo-jelitowa

GKS — glikokortykosteroidy

GLA - ang. gut-liver axis - 0$ watrobowo-jelitowa

HADS - ang. Hospital Anxiety and Depression Scale - Szpitalna Skala Leku i Depres;ji

HAV — wirus zapalenia watroby typu A

HBV - wirus zapalenia watroby typu B

HCC — ang. hepatocellular cancer - rak watrobowokomaoékorwy

HCV - wirus zapalenia watroby typu C
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HDL - ang. high density lipoprotein — lipoproteiny o wysokiej gestosci

HDV - wirus zapalenia watroby typu D

HEV - wirus zapalenia watroby typu E

HF - ang. high frequency - zakres widma wysokich czestotliwosci

HF — ang. heart failure — niewydolnosc¢ serca

HFD — ang. high-fat diet — dieta wysokottuszczowa

HHV-6, HHV-7, HHV-8 — ang. human herpesvirus 6, 7, 8 — ludzki herpeswirus typu 6, 7, 8
HLA - ang. human leucocyte antygen — ludzkie antygeny leukocytarne/ in. uktad zgodnosci
tkankowej

HMP - ang. Human Microbiome Project - projekt sekwencjonowania ludzkiego mikrobiomu
HPA - ang. hypothalamic-pituitary-adrenal — o$ podwzgdrze — przysadka — nadnercza
HR —ang. heart rate — rytm serca

HRV — ang. heart rate variability — zmiennos$¢ rytmu serca

HSV-1, HSV-2 — ang. herpes simplex virus 1, 2 - wirus opryszczki pospolitej typu 1i 2
HUT — ang. head upright tilt table test — test pionizacyjny

IBS — ang. irritable bowel syndrome — zesp6t jelita drazliwego

IBD — ang. inflammatory bowel diseases — choroby zapalne jelit

ICC/ME — ang. International Consensus Criteria for ME — miedzynarodowe kryteria
diagnostyczne dla ME

IDO - ang. indoleamine-2,3-dioxygense - enzym indoloamino-2,3,-dioksygenaza

IKG - kardiograf impedancyjny

IL - interleukina

in. —inaczej

INF-y - interferony

IOM — ang. the Institute of Medicine — Instytut Medycyny

KYNA - ang. kynurenic acid - kwas kynureninowy

LBP - ang. LPS-binding protein - biatko wigzgce lipopolisacharyd

LC - ang. liver cirrhosis - zdekompensowana marsko$¢ watroby

LDA — ang. linear discriminant analysis — liniowa analiza dyskryminacyjna

LDL - ang. low density lipoprotein — lipoproteiny o niskiej gestosci

LEfSe — ang. linear discriminant analysis effect size — efekt wielko$ci w analizie LDA

LF - ang. low frequency - zakres widma niskich czestotliwosci
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LF/HF - stosunek mocy gestosci widma niskich do wysokich czestotliwosci

LPS - lipopolisacharyd

LVWI — ang. left ventricular work index — wskaznik pracy lewej komory

Lx — luks — jednostka natezenia $wiatta

MAFLD - ang. metabolic-associated fatty liver disease - metaboliczna sttuszczeniowa choroba
watroby

MAS - ang. macrophage activation syndrome - zesp6t aktywacji makrofagéw

MCS - ang. Multiple Chemical Sensitivities - Zesp6t Chemicznej Nadwrazliwosci

ME — ang. myalgic encephalomyelitis — encefalopatia bélowa

MEA - ang. Mialgic Encephalomielitis Assosiation — Towarzystwo ds. Zespotu Przewlektego
Zmeczenia

MFI - ang. Multidimensional Fatigue Inventory - Wielowymiarowa Skala Oceny Zmeczenia
m.in. — miedzy innymi

MPQ - ang. McGill Pain Questionnaire - skala oceny bélu wg McGilla

NAFLD — ang. non-alcoholic fatty liver disease — niealkoholowa choroba sttuszczeniowa
watroby

NASH — ang. non-alcoholic steatohepatitis — niealkoholowe sttuszczeniowe zapalenie
watroby

NChZJ - nieswoiste choroby zapalne jelit

NF-kB - ang. nuclear factor-kB - czynnik jadrowy kB

NGS - ang. next-generation sequencing - sekwencjonowanie nowej generacji

NICE - ang. National Institute for Health and Clinical Excellence - Instytut Doskonatosci
Klinicznej

NMDA —receptor N-metylo-D-asparaginowy

NMDS - ang. non-metric multidimensional scaling - niemetryczne wielowymiarowe
skalowanie

np. —na przyktad

OB - odczyn Biernackiego

Ol - ang. orthostatic intolerance — nietolerancja ortostatyczna

0scBP - urzadzenie do oscylometrycznego pomiaru cisnienia krwi

OTU - ang. Operational Taxonomic Unit - operacyjna jednostka taksonomiczna

OUN - osrodkowy uktad nerwowy
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PCl — prostacykliny

PCR — ang. polymerase chain reaction — faricuchowa reakcja polimerazy

PEM — ang. post-exertional malaise - powysitkowe nasilenie zmeczenia

PENE - ang. post-exertional neuroimmune exhaustion - powysitkowe wyczerpanie
neuroimmunologiczne

PET- pozytronowa tomografia emisyjna

PGE — prostaglandyny

POMS - ang. Profile Mood States - Skala Oceny Nastroju

PoTS — ang. postural orthostatic tachycardia syndrome — zespét posturalnej tachykardii
ortostatycznej

PPS — ang. post polio syndrome — zesp6t post-polio

PSQl - ang. Pennsylvania Sleep quality Index — pensylwanska skala jakosci snu

PVFS — ang. post-viral fatigue syndrome — powirusowy zespét zmeczenia

PXR - ang. pregnane X receptor - receptor pregnanu X

RAA — uktad renina-angiotensyna-aldosteron

REE — ang. resting energy expediture - spoczynkowy wydatek energetyczny

RM - rezonans magnetyczny

RNA — kwas rybonukleinowy

rRNA — rybosomalny RNA

RNS - ang. reactive nitrogen species — reaktywne formy azotu

ROC - ang. Receiver Operating Character — krzywa ROC

ROS - ang. reactive oxygen species — reaktywne formy tlenu

RR — ci$nienie tetnicze

SARS - ang. severe acute respiratory syndrome — zesp6t ostrej niewydolnosci oddechowej
SARS-Cov-2 — ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 — koronawirus typu 2
SCFA - ang. short chain fatty acids - krotkotaficuchowe kwasy ttuszczowe

SEID — ang. systemic exertion intolerance disease — ogdlnoustrojowa nietolerancja wysitku
SF - sulfonolipidy

SF-36 — ang. Short Form Health Survey — Kwestionariusz Oceny Jako$ci Zycia SF-36

SIBO - ang. small intestine bacterial overgrowth - zesp6t rozrostu bakteryjnego w jelicie
cienkim

SMC - ang. specialist medical care — specjalistyczna opieka medyczna
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sPLS-DA -ang. sparse version of the Partial Least Squares Regression-Discriminant Analysis
SSRI - ang. selective serotonin reuptake inhibitors - inhibitory zwrotnego wychwytu
serotoniny

TCA - ang. tricyclic antidepressants - tréjcykliczne leki przeciwdepresyjne

TDA —ang. topological data analysis — topograficzna analiza danych

TFM - Task Force Monitor

tj. —tojest

TMT - ang. Trail Making Test - test taczenia punktow

TNF-a —ang. tumor necrosis factor a — czynnik martwicy nowotworow o

TP - ang. total power - catkowita moc widma

UC —ang. ulcerative colitis — wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

WHO - ang. World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia

VAS - ang. visual analoge scale — skala analogowo-wzrokowa

VLF - ang. very low frequency - pasmo bardzo niskich czestotliwosci

VO, — pobdr tlenu

VO; max — maksymalny pobér tlenu

XMRV — ang. Xenotropic murine leukemia virus-related virus — wirus XMRV

ZID- zespot jelita drazliwego

ZPZ — zespot przewlektego zmeczenia

'H NMR - magnetyczny rezonans jadrowy
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XI1.2. Skale zmeczenia

XIl.2.1. Skala Oceny Wptywu Zmeczenia

(ang. Fatigue Impact Scale, FIS) [132]

czegokolwiek, co wymaga myslenia

L.p. | Z powodu zmeczenia: Nie jest | Jestto Jest to Jest to Jest to
to dla maty Sredni duzy bardzo
mnie problem | problem | problem duzy

problem problem

1. Czuje sie mniej czujny 0 1 2 3 4

2. Czuje sie bardziej odizolowany od 0 1 2 3 4

ludzi

3. Musze zmniejszy¢ obcigzenie pracg 0 1 2 3 4

lub swoje obowigzki

4. | Jestem bardziej kaprysny 0 1 2 3 4

5. Mam trudnosci ze skupieniem uwagi 0 1 2 3 4

przez dtuzszy czas

6. Czuje, ze nie moge jasno myslec 0 1 2 3 4

7. Pracuje mniej efektywnie (w domu 0 1 2 3 4

lub poza domem)

8. Musze bardziej polegac¢ na pomocy 0 1 2 3 4

innych

9. Mam trudnosci z planowaniem 0 1 2 3 4

dziatan z wyprzedzeniem

10. | Jestem bardziej niezdarny i 0 1 2 3 4

nieskoordynowany

11. | Uwazam, ze jestem bardziej 0 1 2 3 4

zapominalski

12. | Jestem bardziej drazliwy i tatwiej sie 0 1 2 3 4

ztoszcze

13. | Musze zwolni¢ tempo mojej 0 1 2 3 4

aktywnosci fizycznej

14. | Mam mniejszg motywacje do robienia 0 1 2 3 4

czegokolwiek, co wymaga wysitku
fizycznego

15. | Mam mniejszg motywacje do 0 1 2 3 4

angazowania sie w dziatania
spoteczne

16. | Mniej podrdzuje 0 1 2 3 4

17. | Mam problem z dtuzszym 0 1 2 3 4

wykonywaniem wysitku fizycznego

18. | Trudno mi podejmowac decyzje 0 1 2 3 4

19. | Mam niewiele kontaktéow 0 1 2 3 4

towarzyskich poza wtasnym domem

20. | Normalne codzienne wydarzenia sg 0 1 2 3 4

dla mnie stresujgce

21. | Mam mniejszg motywacje do robienia 0 1 2 3 4
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22.

Unikam sytuacji, ktore sg dla mnie
stresujace

23.

Czuje, ze moje miesnie sg znacznie
stabsze niz powinny

24.

Czuje, ze moj fizyczny dyskomfort jest
zwiekszony

25.

Mam trudnosci z radzeniem sobie z
czyms nowym

26.

Jestem w stanie ukonczy¢ mniej zadan
wymagajgcych myslenia

27.

Czuje, ze nie jestem w stanie sprostac
wymaganiom, jakie stawiajg mi ludzie

28.

W mniejszym stopniu niz dotychczas
zapewniam wsparcie finansowe sobie
i rodzinie

29.

Mniej angazuje sie w aktywnos¢
seksualng

30.

Trudno mi uporzadkowaé mysli, kiedy
robie co$ w domu lub w pracy

31.

Jestem mniej zdolny do wykonywania
zadan wymagajacych wysitku
fizycznego

32.

Martwie sie, jak wyglgdam w oczach
innych ludzi

33.

Jestem mniej zdolny do radzenia
sobie z problemami emocjonalnymi

34.

Czuje spowolnienie w mysleniu

35.

Trudno mi sie skoncentrowac

36.

Mam trudnosci z petnym
uczestnictwem w zajeciach
rodzinnych

37.

Musze ograniczy¢ aktywnosc fizyczng

38.

Wymagam czestszych lub dtuzszych
okreséw odpoczynku

39.

Nie jestem w stanie zapewnié¢ mojej
rodzinie tyle wsparcia, ile powinienem

40.

Nawet drobne trudnosci wydajg sie
bardzo powazne
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X11.2.2. Skala Oceny Nasilenia Zmeczenia

(ang. Fatigue Severity Scale, FSS) [133]

W ostatnim tygodniu: Nie Nie mam Zdecydowanie
zgadzam zdania sie zgadzam
sie
catkowicie
1. Mam obnizong motywacje, 1 2 3 4 5 6 7

kiedy jestem zmeczona/-y

2. Cwiczenia fizyczne wywotuja 1 2 3 4 5 6 7

U mnie zmeczenie

3. Bywam fatwo zmeczona/-y 1 2 3 4 5 6 7

4. Zmeczenie ogranicza mojg 1 2 3 4 5 6 7

wydolnos¢ fizyczng

5. Zmeczenie jest przyczyna 1 2 3 4 5 6 7

moich czestych ktopotéw

6. Moje zmeczenie uniemozliwia 1 2 3 4 5 6 7
mi fizyczne funkcjonowanie

przez dtuzszy czas

7. Zmeczenie utrudnia mi 1 2 3 4 5 6 7
wykonywanie pewnych
obowigzkow i

odpowiedzialnosci

8. Zmeczenie jest jednym z 1 2 3 4 5 6 7
trzech moich najbardziej

dokuczliwych przypadtosci

9. Zmeczenie komplikuje moje 1 2 3 4 5 6 7
zycie zawodowe, rodzinne,

spoteczne.

206



XIl.3. Zgoda Komisji Bioetycznej

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygicra w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszez, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 660/2017 Bydgoszez, 14.11.2017r.

Dzialajac na podstawic art.29 Ustawy z dnia S grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U, 7 1997 1, Ny
28 poz. 152 (wraz z poZniejszymi zmianami), zarzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spoleeznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegdlowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji bioetycznych
(D2.U.Nr 47 poz.480) oraz Zarzgdzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pdzn. zm. w sprawie
powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikolaja Kopemika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie 2z zasadami zawartymi w ICH -~ GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(sklad podano w zalgczeniu), na posiedzeniu w dniu 14.11.2017r. przeanalizowala wniosek,
ktory zlozyl kierownik badania:

prof. dr hab. Jacek J. Klawe
Katedra Higieny, Epidemiologii i Ergonomii
Collegium Medicum w Bydgoszezy

z zespotem w skladzie:

- prof. dr hab. n. med. Malgorzata Tafil-Klawe, prof. dr hab. n. med. Jacek Klawe,
dr hab. n. med. Pawel Zalewski, dr n. o zdr. Joanna Slomko, dr n. o zdr. Monika
Zawadka-Kunikowska, dr n. med. Justyna Szrajda, dr n. med. Mariusz Kozakiewicz,
mgr Slawomir Kujawski, mgr Adam Piesik, mgr Sechastian Szyper, lek. Lukasz
Sokolowski, Anna Dobosiewicz,

w sprawie badania:

wZastosowanie Kriostymulacji ogélnoustrojowej u pacjentéw z zespolem przewleklego
zmeczenia (CFS).”

Po zapomaniu si¢ ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjela

Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
w sprawie przeprowadzenia badari, w zakresie okreglonym we wniosku pod warunkiem:

* poinformowania uczestnikéw badania w tym rowniez uczestnikow stanowiacych grupe kontrolna o celu
oraz zakresie badad i uzyskania od kazdego z nich osobnej, pisemnej, $wiadomej zgody na udzial w
badaniu, zgodnie z obowiazujacymi przepisami, datowanej najpéznicj na moment rozpoczecia badania, #
nie wezedniej niz data uzyskania z Komisji Bioetyczne) zgody na takic badanic;

* 7zapewnienia, ze osoby uczestniczace w eksperymencie badawczym nic sa ubeczwlasnowolnione, nie s4
70Mnierzami sluzby zasadniczej, nie sg osobami pozbawionymi wolnosci, nic pozostajg w zaleznodci
sluzbowej, dydaktycznej lub innej z prowadzacym badanic;

¢ UWAGA! Uczestnicy badania stanowigey grupe kontrolna nie moga byé rekrutowani sposrod studentow lub
pracownikéw podlegajacych zaleznosei stuzbowej lub dydaktycznej z badaczami.
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2
e zachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych pacjentéw, umozliwinjacych ich
identyfikacje w ewentualnych publikacjach;
*  sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacjg o badaniu, lub sporzadzenie formularza
informacii i éwiadomej zgody na udzial w badaniu na jednej kartce.
Jednoczednie informujemy, 17 ,Zgoda na udzial w badaniu™ winna zawiera¢ m.in: imi¢ i nazwisko badanej
osoby; Nr historii choroby pacjenta (L ks gl. Oddzialw/Poradni) oraz date i podpis badanej osoby, a takie
Klauzule, ze uczestnik badania wyraza zgode na przetwarzanie danych osobowych dotyczacych realizacji tematu
badawczego, z wyjatkiem publikacji danych osobowych,

Kierownik badania zobowigzany jest do przechowywania wszystkich dokumentow dotyczacych badania przez
okres dwudziestu lat.

Zgoda obowigzuje od daty posiedzenia (14.11.2017 r.) do kovica 2021 r.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego whiosku = uwzglednteniem przedstawionego projektu;
kazdo zmiana i modyfikacia wymaga wuzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawea zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, kidre moghby miec wplyw na opinig Komisji oraz poinfe ia o
zakonczeniu badania.

Od ninigjszej uchwaly podmiot zamierzafqey preeprowadszié ekspervment medyczny, kierownik zakladu
opieki zdrowoinej, w kiorej eksperyment medyczny ma byé przeprowadzony, mogq wniesé odwolanie do
Odwolawczej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za poSrednicowem Komisji Bioetycznef pray
Collegium Medicum Im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Prof. dr hab. med: Karol Sliwka

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej

v/ /
Otrzymuje:
prof. dr hab, Jacek J. Kiawe
Katedra Higieny, Epidemiologii i Ergonomii
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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Lista obecnosci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

wdniu 14.11.2017

r.

Funkeja

Lp.

Imig i nazwisko

Prof. dr hab. med. Karal $liwka

praewodnicesey

F-Ca

Prof dr hab, Adam Buecidski

przewodniczacego

Lk

Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Borod

Prof. dr hab. med. Mieczystawa Crerwionka-Szaflarska

Prof. dr hab. med. Marek Grabiec

Prof. drhab, med. Zhigniew Wiodarczyk

DOrhab. n, med. Katarryma Pawiak-Osinska, prof. UM

K. dr hab. Wojciech Szukalski, prof, AM

Dr n. med. Radostaws Staszak-Kowalska

Dr hab, n med. Maria Kiopocks

Il Mer prawa Patcycja Breezicka

Mgr prawa Joanna Foletek-#yaas

fall

Mgr piel. Hanna Fiemniarska
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszez, tel.(052) 585.35-63, fax,(052) 585-38-11

KB 660/2017 Bydgoszcz, 26.03.2019r,

Dizialajac na podstawie art.2% Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz. U, 7 1997 ¢,
Nr 28 poz. 152 (wraz z péniejszymi zmianami), zarzgdzenia Ministra Zdrowia | Opieki Spoleczne] z dnia 11
maja 1999 r. w sprawie szczegilowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz. L. Nr 47 poz 480) omz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z podEn.
zm. w sprawie powolania oraz zasad dzialanin Komisji Bicetyczne] Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w

Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydvgiera w Bydgoszezy oraz zgodnie = zasadami zawartyiml w
ICH - GCP

Komisja Bioetyezna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszery

(ktorej sklad podano w  zalaczeniu) na posiedzeniv w dniu 26032019
przeanalizowata prosbe o wyrazenie zgody na poszerzenie skladu zespotu badawezego o;
1. Monikg Prylifiskg
2. Anne Dobosiewicz
3. Eweling Litwe
4. Marcina Kozuchowskiego
5. Barttomieja Wrzesinskiego:

kit zhodyl;

prof. dr hab. Jacek J. Klawe
Katedra Higieny, Epidemiologii i Ergonomii
Collegium Medicum w Bydgoszezy

w sprawie badania:

wLastosowanie  kriostymulacji  ogélnoustrojowej u  pacjentdw z  zespolem
przewleklego rmeczenia (CFS).”

Po zapoznaniu sig ze ziozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzone] dyskusji oraz
glosowania jawnegoe Komisja preyjeta do wiadomosei podane informacje i wyraza zgode na powyisze
pod warunkami akreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 14.11.2017 1, oraz w ewentualnych
ancksach do tejre uchwaty.

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowiazuje do kofica sierpnia 2021 roku,

Prof. dr hab, med. Karol Sliwka

Preewodniczgcy Komisji Bioetycznej

Otrzymuje:

prof, dr hab. Jacek J. Klawe

Katedra Higieny, Epidemiologii | Ergonomii
Collegium Medicum w Bydposzezy
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Lista obecnofdci

na posiedzeniu Komisji

Bioetycznej

w dniu  26.03.2019 r.

Lp. Imig i nazwisko Funkcja Podpis
1. Prof. dr hab. med. Karol $liwka Przewodniczqcy
Z~ca
2 Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas
przewodniczacego
3, | Prof. dr hab. med. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska M : 47
4, Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Borof
s, Prof. dr hab. med, Marek Grabiec
6. Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk m %
7. | Drhab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifiska, prof. UMK

Dr hab. n med. Maria Kiopacka

Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof. UAM

10.

Dr n. med. Radostawa Staszak-Kowalska

Mgr prawa Patrycja Brzezicka

Mgr farm. Aleksandra Adamezyk

13.

Mgr Lidia Iwiriska-Tarczykowska
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