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WSTEP

W koncu XVIII wieku liczne epidemie zatrucia jadem kietbasianym (botulizmu), ktore
wystapily na terenie Wiirtenbergii zainspirowaty kilku przedstawicieli 0wczesnego $wiata
nauki i medycyny do rozpoczecia badan dotyczacych tej tajemniczej choroby. Justinus
Kerner, lekarz i poeta romantyczny, opublikowat w 1820 roku monografi¢ poswigcona
zatruciu jadem kietbasianym, w ktorej zawarl doktadny opis 76 zachorowan. W nastep-
nych latach przeprowadzit szereg doswiadczen na sobie i zwierzgtach z uzyciem ekstraktu
z zatrutych kietbas. Stwierdzil, ze jad kietbasiany, nazywany przez niego rowniez jadem
thuszczowym lub kwasem tluszczowym, powstaje w warunkach beztlenowych, jest substancja
biologiczna, wykazuje silne dziatanie w matych dawkach i powoduje przerwanie transmisji
w obwodowym i autonomicznym uktadzie nerwowym. Kerner zalecat w celu zapobiega-
nia zatruciu dtugotrwale gotowanie kietbas i przechowywanie ich w suchych, tlenowych
warunkach. Wnioski te zawarl w drugiej monografii wydanej w 1822 roku. Dalszy postep
w badaniach zostal dokonany przez mikrobiologa Emile Pierre Marie Van Ermengem,
ktéry wykryt drobnoustroj bedacy przyczyna epidemii zatrucia jadem kietbasianym w 1895
roku w Ellezelles. Nazwat go Bacillus botulinus, a wyniki badan opublikowat w 1897 roku.
W nastepnych latach nazwe ta zmieniono na Clostridium botulinum (1).

CZYNNIKI ETIOLOGICZNE ZATRUCIA JADEM KIELBASIANYM

Laseczka jadu kietbasianego, Clostridium botulinum (C. botulinum), jest beztlenow-
cem zdolnym do wytwarzania zarodnikow 1 neurotoksyny botulinowej (BoNT). Roznice
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antygenowe wykryte miedzy izolatami C. botulinum oraz migdzy produkowanymi przez nie
neurotoksynami staly si¢ podstawa do wyodrebnienia 7 serotypow C. botulinum oznaczonych
literami od A do G. W obrgbie C. botulinum typu C wyrdzniono nastgpnie dwa serotypy: Co
wytwarzajacy neurotoksyne botulinowa typu C1 (BoNT/C1) i Cp odpowiedzialny za syntezg
toksyny C2, ktéra nie posiada wlasno$ci neurotoksyny. Zachorowania ludzi spowodowane
sa najczesciej neurotoksyna botulinowa typu A (BoNT/A), B (BoNT/B), E (BoNT/E), rza-
dziej F (BoNT/F). Wsrdd zwierzat botulizm wywotany jest toksyna typu C (BoNT/C) lub D
(BoNT/D) (2). Zwiazek neurotoksyny botulinowej typu G (BoNT/G) z patologia cztowieka
nie zostal do konca wyjasniony, nalezy jednak wspomnie¢, ze Sonnabend i wsp. opubliko-
wali w 1981 roku opis pigciu zachorowan ludzi zakonczonych zgonem spowodowanych
przez C. botulinum typu G (2,3). Ostatnio prowadzone badania filogenetyczne w obrgbie
rodzaju Clostridium doprowadzity do zakwalifikowania laseczek jadu kietbasianego typu
G do nowego gatunku Clostridium argentinense (2).

Wyizolowane zostaly szczepy C. botulinum produkujace dwa typy neurotoksyny.
Barash 1 wsp. opisali szczep 93-197, ktéry w temperaturze 30°C produkowat gltéwnie
BoNT/F, w temperaturze 37°C — BoNT/B, a w temperaturze 35°C oba typy neurotoksyny.
Poniewaz ilo§¢ powstajacej BONT/B byta czterokrotnie wigksza niz BoNT/F, szczep zostal
zaklasyfikowany do podtypu Bf (4). Franciosa i wsp. opisali laseczki jadu kietbasianego
podtypu Ab. Autorzy za pomoca polimerazowej reakcji fancuchowej (PCR) wykazali takze
obecno$¢ niepodlegajacych ekspresji gendow BoNT/B w licznych szczepach C. botulinum
typu A (5). W ostatnich dziesigcioleciach wykryto rowniez laseczki jadu kietbasianego
podtypu Afi Ba (6).

Istnienie neurotoksyny botulinowej o mozaikowej budowie zostato potwierdzone u kilku
szczepoéw C. botulinum. Laseczki jadu kietbasianego typu C 6813 wytwarzaja BoNT, ktora
zbudowana jest z tancucha lekkiego o wtasnosciach antygenowych i sktadzie aminokwaso-
wym podobnych do tancucha lekkiego BoNT/C1 oraz tancucha cigzkiego, antygenowo i pod
wzgledem sktadu aminokwasowego zblizonego do tancucha cigzkiego BoNT/D (6,7).

W 1980 roku zostal zidentyfikowany drugi czynnik etiologiczny botulizmu, neurotoksy-
kogenny szczep Clostridium barati (C. barati), ktory wyhodowano wraz z potwierdzeniem
obecnosci neurotoksyny typu F ze stolca niemowlecia (8). Zachorowania spowodowane
szczepami C. barati produkujacymi neurotoksyng typu F wystepuja rzadko. Barash i wsp.
wykryli w 2005 roku piaty potwierdzony przypadek botulizmu niemowlat wywolany ta
bakteria (9). McCroskey i wsp. opisali zachorowanie 54-letniego me¢zczyzny, sugerujac
mozliwo$¢ kolonizacji jelita przez neurotoksykogenny szczep C. barati (10). Wigkszos¢
zachorowan spowodowanych przez neurotoksykogenne szczepy C. barati wystapita u no-
worodkow lub niemowlat, u ktorych doszto do kolonizacji jelita grubego.

Lancuch lekki neurotoksyny typu F C. barati wykazuje 64,2% zgodno$ci sekwencji
aminokwasow z tancuchem lekkim BoNT/F i 55,2% z tancuchem lekkim BoNT/E. Ho-
mologia w zakresie lancucha cigzkiego wynosi odpowiednio 73,6% z BoNT/F 1 68,8%
z BoNT/E. Neurotoksyna typu F C. barati jest neutralizowana zaréwno przez przeciwciata
anty-BoNT/F, jak i anty-BoNT/E (10,11).

W 1986 roku Mc Croskey 1 wsp. opisali kolejny czynnik etiologiczny botulizmu — neu-
rotoksykogenny szczep Clostridium butyricum (C. butyricum) wytwarzajacy neurotoksyne
typu E (12). Nieliczne wykryte do tej pory zachorowania wystapily na terenie Eurazji: we
Wtoszech, Chinach i prawdopodobnie Indiach (12-16). Przypadki stwierdzone we Wloszech
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dotyczyly trojga niemowlat, 9-letniego chlopca i 19-letniej kobiety. Charakterystyczna ich
cecha byto czgste wystgpowanie dolegliwosci ze strony przewodu pokarmowego, w tym
silnych bolow brzucha, ktore lacznie z narastajacym wodobrzuszem spowodowaty lapa-
rotomi¢ u 3 chorych, w tym u dwdch rozpoznano zapalenie uchyltka Meckela. U jednego
z noworodkow objawom botulizmu towarzyszyta intensywna biegunka spowodowana
wspolistnieniem zapalenia jelita grubego wywolanym przez Clostridium difficile (13-15).

Poréwnanie sekwencji aminokwasow tancucha lekkiego neurotoksyny typu E Clostri-
dium butyricum z sekwencja tancucha lekkiego BoONT/E wykazato 96,0% homologig, ktora
dla tancucha cigzkiego wyniosta 98,1% (11). Neurotoksyna typu E Clostridium butyricum
jest podatna na neutralizacjg przez przeciwciata anty-BoNT/E (12).

WYBRANE ZAGADNIENIA EPIDEMIOLOGICZNE ZATRUCIA JADEM
KIELBASIANYM

Epidemie zatrucia jadem kietbasianym opisane w XVIII wieku wywotane byly spo-
zyciem kietbasy lub szynki. Wykrycie jadu kielbasianego w konserwowej fasoli w czasie
epidemii w Darmstadt w 1904 roku udowodnito, ze botulizm moze by¢ spowodowany
spozyciem konserw warzywnych. Oprocz produktéw migsnych i jarzynowych zrodtem
BoNT moga by¢ takze ryby (1,2).

W 2005 roku Béhnel i wsp. opisali po raz pierwszy wyst¢gpowanie BONT/B w §wiezym
mleku krowim. Zwierze oprocz objawow botulizmu cierpialo na przewlekte zapalenie
jednego z ptatéw gruczotu sutkowego, a mleko pobrane z tej czgsci wymienia zawierato
bardzo wysokie stgzenie BoNT/B wynoszace przynajmniej 10000 mysich LD, /mL. Zr6d-
fa neurotoksyny botulinowej typu B nie udato sig ustali¢, poniewaz w czasie autopsji nie
pobrano tkanek wymienia do dalszych badan (17).

Spozywanie miodu jest jedynym udowodnionym czynnikiem ryzyka botulizmu niemow-
lat. Mi6d moze by¢ zrédlem zarodnikow C. botulinum, ktore u dzieci do 1 roku zycia potrafiag
kietkowaé w jelicie i wytwarza¢ formy wegetatywne produkujace BoNT. Zachorowania na
botulizm noworodkéw wiaza si¢ ze spozyciem miodu o duzej zawarto$ci zarodnikéw C.
botulinum , od 5 do 80 spor/g (18). Badania przeprowadzone w ostatnich latach przy uzyciu
PCR wykazaty obecno$¢ spor C. botulinum w 20 (11%) probkach miodu sposrod 190 te-
stowanych. Dodatnie wyniki uzyskano w produktach pochodzacych z Argentyny, Australii,
Kuby, Finlandii, Francji, Wtoch, Hiszpanii i Wegier, a ilo§¢ wykrytych zarodnikéw byta niska
i wynosita od 18 do 60/kg. Miody zawieraly spory C. botulinum typu A, C. botulinum typu
B lub oba rodzaje rownoczesnie (19). Wedtug szacunkéw Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) w 1978 roku w USA miéd moégt by¢ przyczyna okoto 1/3 zachorowan
na botulizm niemowlat. CDC zaleca, zeby dzieci do konca 1 roku zycia nie byty karmione
miodem ani produktami spozywczymi zawierajacymi go w swoim sktadzie.

STRUKTURA I MECHANIZM DZIALANIA NEUROTOKSYNY BOTULINOWEJ

Neurotoksyny botulinowe A-G wytwarzane sa w postaci nieaktywnego biologicznie,
pojedynczego tancucha polipeptydowego o masie czasteczkowej okoto 150 kDa, ktory
ulega rozszczepieniu przez endogenne, bakteryjne (w grupie I C. botulinum) lub egzo-
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genne, tkankowe (w grupie II C. botulinum) proteazy. Powstaty tancuch cigzki o masie
czasteczkowej 100 kDa potaczony jest wigzaniem dwusiarczkowym z taficuchem lekkim
o masie czasteczkowej 50 kDa. W sklad czasteczki neurotoksyny botulinowej wchodzi
réowniez atom cynku, ktoéry zwiazany jest przez konserwatywny region tancucha lekkiego
(Zn"-binding motif). Lancuch ciezki tworzy dwie domeny: jedna odpowiedzialna za wia-
zanie z receptorem blony presynaptycznej (H., binding domain) i druga zaangazowana
w przemieszczanie tancucha lekkiego z wngtrza synaptosomu do cytoplazmy neuronu (H,
translocation domain). Lancuch lekki zawiera domeng katalityczna (L, catalytic domain)
i po rozerwaniu wigzania dwusiarczkowego wykazuje aktywno$¢ wysoce swoistej, cyn-
kowo-zaleznej endopeptydazy (20).

Wszystkie typy toksyn botulinowych produkowane sa przez C. botulinum w potaczeniu z
biatkami, jakimi sa hemaglutynina (HA) i nietoksyczna niehemaglutynina (NTNH), tworzac
kompleks nazywany prototoksyna. Geny kodujace BoNT, HA i NTNH wystepuja w formie
klasteru. Wykryto trzy formy prototoksyny: M-toksyn¢ nazywana réwniez 12S toksyna
zbudowana z BoNT i NTNH, L-toksyng (16S toksyng) ztozona z BoNT, NTNH i dwoch
HA, LL-toksyne (198 toksyng) bedaca dimerem ztozonym z dwéch L-toksyn potaczonych
prawdopodobnie jedna z podjednostek hemaglutyniny. W sktad hemaglutyniny wchodza 4
podjednostki: HA1, HA2, HA3a i HA3Db. C. botulinum typu A wytwarza wszystkie formy
prototoksyny, typu B, C, D produkuje M-toksyng i L-toksyng, typu E - wylacznie M-tok-
syng (21).

Bialka polaczone z BoNT w kompleks pelnig liczne funkcje. Postuluje sig, ze chronia
neurotoksyn¢ botulinowa przed dziataniem kwasnego pH i enzymow proteolitycznych
w przewodzie pokarmowym. W przypadku doustnego zatrucia neurotoksyna botulinowa
typu B stwierdzono, ze L-toksyna ma okoto 1000 razy wigksza site dziatania niz M-toksyna,
ktora z kolei jest 20-krotnie silniejsza od czystej BoNT/B. Wykazano rowniez, ze L-toksyna
zawierajaca w swoim sktadzie BoNT/C taczy si¢ z mikrokosmkami jelita cienkiego poprzez
reszty kwasu sialowego, a L-toksyna zlozona z BoONT/A wiaze si¢ z powierzchnia komorek
jelita cienkiego za posrednictwem reszt galaktozy, co moze ulatwia¢ wnikanie neurotoksyn
botulinowych do wngtrza komorek jelita (21). Zhou i wsp. wykazali, ze hemaglutynina-33
(Hn-33) zawarta w kompleksie prototoksyny typu A wiaze si¢ z synaptotagming II, ktéra
jest domniemanym receptorem dla BoNT/A, BoNT/B i BoNT/E w uktadzie nerwowym.
Obecnos¢ Hn-33 potwierdzono wewnatrz synaptosomow, co sugeruje jej prawdopodobny
udzial w taczeniu si¢ BoNT z zakonczeniami neuronow (22).

Docelowym miejscem dzialania toksyny botulinowej sa zakonczenia presynaptyczne
w synapsach uktadu przywspolczulnego i potaczenia nerwowo-mig$niowe, w ktorych po-
woduje zahamowanie uwalniania acetylocholiny.

Lancuch cigzki BoNT faczy sig za pomoca domeny H. z receptorem biatkowym, jakim
jest prawdopodobnie synaptotagmina I i gangliozydem zlokalizowanymi na btonie presynap-
tycznej neuronu. Zaadsorbowane czasteczki BoNT ulegaja nastgpnie na drodze endocytozy
przemieszczeniu do wngtrza struktur pecherzykowych neuronu. Pod wplywem obnizenia
pH wewnatrz synaptosomoéw dochodzi do utworzenia przez domeng H kanalu w btonie
synaptosomu, czemu towarzyszy redukcja wigzania dwusiarczkowego i przemieszczenie
fancucha lekkiego do cytoplazmy neuronu. Powoduje to ujawnienie enzymatycznej aktywno-
$ci tancucha lekkiego, ktory trawi biatka biorace udzial w neuroegzocytozie i hamuje przez
to uwalnianie acetylocholiny do szczeliny synaptycznej. Stwierdzono, ze tancuchy lekkie
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BoNT/A, BoNT/C1 i BoNT/E rozszczepiaja SNAP-25 (synaptosome-associated membrane
protein of 25 kDa), BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F, BoNT/G powoduja rozpad synaptobrewiny,
a BoNT/Cl1 trawi syntaksyng (20,23).

Lancuchy lekkie BoNT sa najbardziej selektywnymi proteazami, jakie zostaty do tej
pory poznane. Wiasciwos$¢ ta spowodowana jest faczeniem si¢ z substratem zaréwno w
centrum katalitycznym, jak tez w licznych miejscach wigzania substratu zlokalizowanych
poza nim (23).

BoNT faczy si¢ z zakonczeniem presynaptycznym w sposob nieodwracalny, ale czas jej
dziatania zalezy od typu toksyny i jest najdtuzszy dla BONT/A. Foran i wsp. zmierzyli czas
potowicznego hamowania uwalniania neurotransmitera w neuronach mézdzku szczura przez
BoNT/A (powyzej 31 dni), BONT/C1 (powyzej 25 dni), BoNT/B (okoto 10 dni), BONT/F
(okoto 2 dni) i BoNT/E (okoto 0,8 dnia). Autorzy wykazali takze, ze dlugi czas dzialania
BoNT/A, BoNT/C1 i BoNT/B wynika z dlugotrwalego utrzymywania si¢ aktywnosci tych
endopeptydaz w zakonczeniach neurondéw (24).
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BOTULISM IN THE PAST AND TODAY — ETIOLOGICAL, EPIDEMIOLOGICAL AND
PATHOGENIC ASPECTS

SUMMARY

In this paper we review the most recent approach to etiology, epidemiology and pathogenesis
of botulism.
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