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Wykaz czesciej uzywanych skrotow
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bFGF
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FGF
G-CSF
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H,0;
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kDa
MMP
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PECAM

PCR
PBMC

PPR
pz
RNA
ROS
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Antimicrobal Peptides - peptydy o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym
Basic Fibroblast Growth Factor - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
Cluster of Differentiation - czasteczka réznicowania komorek
Deoxyribonucleic Acid - kwas deoksyrybonukleinowy

Erythematoteleangiectatic Rosacea - odmiana rumieniowo-teleangiektatyczna tragdziku
rézowatego

Fibroblast Growth Factor - czynnik wzrostu fibroblastow

Granulocyte Colony Stimulating Factor - czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytow

Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor - czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow

Hydrogen Peroxide - nadtlenek wodoru

Intracellular Adhesion Molecule - czasteczka adhezji migdzykomorkowe;j
Interleukina

Immunoglobulina

kilo Dalton

Matrix Metalloproteinase - metaloproteinaza tkankowa

liczba badanych

Nitric Oxide - tlenek azotu

Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule - ptytkowo-$rodbtonkowe
molekuly adhezyjne

Polymerase Chain Reaction - reakcja tancuchowa polimerazy

Peripheral Blood Mononuclear Cells - komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej

Papulopustular Rosacea - odmiana grudkowo-krostkowa tradziku rézowatego
pary zasad

Ribonucleic Acid - kwas rybonukleinowy

Reactive Oxygen Species - reaktywne formy tlenu

Standardized Skin Surface Biopsy - metoda standaryzowanej biopsji
powierzchni skory



Th
TNF
TLR
VEGF
uv
WHO

T helper - limfocyty T pomocnicze

Tumor Necrosis Factor - czynnik martwicy guza

Toll Like Receptor - receptor toll-like

Vascular Endothelial Growth Factor - czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn
Ultraviolet - ultrafiolet

World Health Organization - Swiatowa Organizacja Zdrowia



1. Wstep

1.1. Definicja tradziku rozowatego

Tradzik roézowaty (rosacea) jest przewlekla, wielofazowa choroba zapalng skory
twarzy, przebiegajacg czesto z okresami zaostrzen i remisji (Wilkin i wsp. 2002). Wykwity
skorne sg u pacjentow zlokalizowane w obrebie wystajacych czesci twarzy: na policzkach,
nosie, brodzie oraz na czole (Powell 2005, Burgdorf i wsp. 2010). Pierwszym i podstawowym
objawem tradziku rézowatego jest rumien, poczatkowo o charakterze przelotnym, a w
pézniejszych stadiach schorzenia utrwalony. Po réznym okresie trwania choroby na jego
podtozu zaczynaja si¢ pojawia¢ wykwity wtorne, takie jak teleangiektazje, grudki i krosty,
obrzgk, a niekiedy takze zmiany przerostowe, tzw. phyma (Crawford i wsp. 2004). Objawom
skornym ze zmienng cz¢sto$cig mogg towarzyszy¢ dolegliwosci oczne, dotykajace najczgsciej
obojga oczu i mogace przybiera¢ rézne nasilenie — od tagodnego uczucia wzmozonego

pieczenia oczu az do powaznych uszkodzen rogoéwki (Quarterman i wsp. 1997).
1.2. Rys historyczny schorzenia

Wspotczesnie tradzik rézowaty jest choroba dos¢ dobrze znang 1 rozpoznawang przez
lekarzy roznych specjalnosci (Robak 1 wsp. 2010). Historycznie, wraz z tradzikiem
pospolitym, byt on zaliczany do chordb lojotokowych skory. Nawigzania do tradziku
rézowatego odnalez¢é mozna w licznych dzietach literatury i sztuki, gdzie czesto stanowit
inspiracj¢ dla artystow 1 pisarzy (Robak 1 wsp. 2010).

W literaturze medycznej pierwsze wzmianki na temat tradziku rozowatego pojawiaja
si¢ u arabskich autorow medycznych, takich jak Rhazes i Avicenna, ktdrzy nastgpnie wiedzg
o jednostce chorobowej zwanej przez nich ,,albedsanem” przekazywali lekarzom z wtoskich
uniwersytetow (de Bersaques 1995). Pierwszego medycznego opisu trgdziku rézowatego
dokonat w dziele ,,La Grande Chirurgie”, zyjacy w XIV wieku, francuski chirurg Guy de
Chauliac (1300-1368). Pojawiajacy si¢ na skorze policzkow, nosa i czota rumien okreslal on
terminem ,,goutterose”, czyli rézowe kropkowanie (Robak i wsp. 2010). Innymi
historycznymi okresleniami tradziku rézowatego byly: tacinska nazwa ,gutta rosa” czy
angielskie okreslenie ,,pimples of wine”, gdyz pojawianie si¢ wykwitow chorobowych byto
czesto, aczkolwiek niestusznie, kojarzone z naduzywaniem alkoholu (de Bersaques 1995).
Paryski chirurg Ambroise Pare (1510-1590) w leczeniu rosacea jako pierwszy zalecat
unikanie picia wina, stosowania ostrych przypraw oraz nagtych zmian temperatury. Pisat on,
ze objawy tradziku rézowatego ulegaja zaostrzeniu zimg, poniewaz chtodne powietrze
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powoduje zamknigcie uj$¢ mieszkow wlosowych, a pozostata pod skora ich zawartosé
prowokuje powstawanic wykwitow skornych (de Bersaques 1995). Na podstawie
charakterystycznych cech klinicznych, w 1891 roku Henri G. Piffard (1842-1919) po raz
pierwszy odroznit tradzik rézowaty od tradziku zwyklego, traktujac obie jednostki jako
odmienne schorzenia (Robak i wsp. 2010). Na przestrzeni wiekéw zmieniato si¢ podejscie w
kwestii leczenia tradziku rozowatego. Poczawszy od XVI wieku w terapii miejscowej
schorzenia zaczeto stosowac¢ masci. Wczesniejszymi sposobami leczenia rosacea byly upusty
krwi z zyl ramiennych oraz z okolic skory twarzy objetych procesem chorobowym (de
Bersaques 1995). Stosowano takze terapi¢ Z uzyciem pijawek, ktore przystawiano pacjentom

do chorobowo zmienionych obszaréw skory twarzy (Robak 1 wsp. 2010).
1.3. Epidemiologia tradziku rézowatego

Tradzik roézowaty jest dos¢ czgsta dermatozg. Na podstawie badan populacyjnych
okresla si¢ czgstos¢ jego wystgpowania w przedziale od 2% w Niemczech (Schaefer i wsp.
2008) do 10% w Szwecji (Berg 1 wsp. 1989). Najczesciej obserwowang odmiang rosacea jest
posta¢ rumieniowo-teleangiektatyczna, wystgpujaca u 81% osob badanych (Berg i wsp.
1989). Badania oparte na analizie skierowan pacjentow do leczenia szpitalnego w réznych
osrodkach dermatologicznych wykazaty, ze czgsto$¢ wystepowania tradziku roézowatego
wynosi od 0,5 do 3% (Powell 1998, Gupta i Chaudhry 2005, Kyriakis i wsp. 2005).

Wedtug niektorych autorow, obie ptcie w podobnym stopniu sg dotknigte przez tradzik
rézowaty (Schaefer i wsp. 2008, Kyriakis i wsp. 2005), za$ wedlug innych dotyka on gtéwnie
kobiety (Berg i wsp. 1989, Jansen i Plewig 1997, Burgdorf i wsp. 2010), u ktorych chorobg
rozpoznaje si¢ nawet trzy razy czesciej niz u me¢zczyzn (Berg 1 wsp. 1989). Mozna to
wytlumaczy¢ w ten sposdb, ze kobiety czeSciej niz mezczyzni korzystaja z konsultacji
dermatologicznych (Feldman 1 wsp. 2001). Sam przebieg schorzenia jest natomiast ci¢zszy u
mezcezyzn, u ktorych czesciej dochodzi do rozwoju zmian guzowatych typu phyma (Kyriakis i
wsp. 2005).

Mimo ze tradzik rézowaty moze rozwing¢ si¢ u przedstawicieli wszystkich ras, to
zdecydowanie czgsciej jest spotykany u ludzi rasy biatej, z jasnym I lub II fototypem skory
wedtug Fitzpatricka (Del Rosso 2006). Rzadkie sg natomiast przypadki wystgpowania rosacea
u 0s6b o ciemnej karnacji (Rosen i Stone 1987).

Poczatek pojawiania si¢ objawow rosacea zwykle przypada na 30-50 rok zycia
(Powell 2005). W populacji mozna wyrdzni¢ trzy grupy wiekowe wystepowania schorzenia.

W grupie pierwszej, obejmujacej osoby w wieku ponizej 35 lat, liczba przypadkow rosacea
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wsrod przedstawicieli obu pici ksztattuje si¢ na podobnym, niewysokim poziomie. W
przedziale wiekowym 35-50 lat zaobserwowa¢ mozna znaczny wzrost zachorowalnosci na
tradzik rozowaty, szczegoOlnie wsrdd kobiet. Natomiast w trzecim przedziale wiekowym, u
0sOb powyzej 50 roku zycia, zachorowalno$¢ na tradzik rozowaty jest najwigksza, ze zblizona
liczba nowych przypadkéw choroby u obojga pici (Kyriakis i wsp. 2005).

Tradzik r6zowaty jest schorzeniem 0so6b dorostych, ale moze réwniez wystgpowac u
dzieci (Kroshinsky i Glick 2006), zwlaszcza z jasng karnacjg. Charakteryzuje sie
wystepowaniem na skorze wypuktych czesci twarzy wykwitow grudkowo-krostkowych, na
podtozu rumieniowym. W odroznieniu od tradziku rézowatego wystepujacego u o0sob
dorostych, do postawienia rozpoznania odmiany dziecigcej rosacea musi by¢ spelnione wiecej
niz jedno kryterium diagnostyczne (Kroshinsky i Glick 2006, Chamaillard i wsp. 2008,
Frieden i wsp. 1989).

Dolegliwosci oczne, towarzyszace objawom skornym tradziku rézowatego, wystepuja
u wielu pacjentéw, cho¢ czgsto bywaja nierozpoznane (Kligman 1997). Zmiany w narzadzie
wzroku stwierdza si¢ nawet u 58% pacjentdow z rosacea - dotycza one zwykle obojga oczu 1
wystepuja w réznym nasileniu (Quarterman i wsp. 1997). Objawy oczne pojawiajg si¢ jako
pierwsze, przed wystgpieniem zmian skornych, u okoto 20% pacjentow z tradzikiem
rézowatym; u 27% chorych zmiany skoérne 1 dolegliwosci oczne pojawiaja si¢ rownolegle; a u
53% chorych jako pierwsze wystgpuja objawy skorne (Borrie 1953).

Mimo ze tradzik rézowaty nie nalezy do schorzen zagrazajacych zyciu, to jednak
moze negatywnie wptywa¢ na stan psychiczny 1 spoteczne funkcjonowanie pacjentow
(Chodkiewicz i wsp. 2007, Tyc-Zdrojewska i wsp. 2011). U chorych na tradzik r6zowaty
czesto stwierdza si¢ wystgpowanie zaburzen Igkowych i depresyjnych, spowodowanych
koniecznos$cia unikania czynnikow i sytuacji mogacych prowadzi¢ do zaostrzenia zmian
skornych na tak eksponowanej cze$ci ciata, jaka jest twarz (Chodkiewicz i wsp. 2007).
Pacjenci z rosacea deklarujg tez mniejsze zadowolenie ze swojego zycia, zanizone poczucie
wlasnej wartos$ci i1 czesto uskarzaja si¢ na problemy w zyciu osobistym (Chodkiewicz 1 wsp.

2007, Abram i wsp. 2009, Tyc-Zdrojewska i wsp. 2011).
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1.4. Klasyfikacja i kryteria rozpoznania tradziku rézowatego

Rozpoznanie trgdziku rozowatego jest oparte na przeprowadzonym przez lekarza
badaniu podmiotowym 1 przedmiotowym pacjenta oraz na dokladnej ocenie objawow
klinicznych (Powell 2005). Z uwagi na duzg r6znorodno$¢ w zakresie dolegliwosci i objawow
skornych prezentowanych przez chorych, w roku 2002 Miedzynarodowe Towarzystwo
Tradziku Roézowatego (National Rosacea Society) powotato specjalng komisje, ktora
opracowata standardowy system klasyfikacji tradziku rézowatego (Wilkin 1 wsp. 2002).
Stanowi on dokument systematyzujacy kryteria diagnostyczne schorzenia i dzielacy tradzik
r6zowaty na postacie:

- rumieniowq z teleangiektazjami (erythematoteleangiectatic rosacea, ETR),

- grudkowo-krostkowa (papulopustular rosacea, PPR),

- posta¢ z dominacjg zmian przerostowych (phymatous rosacea),

- posta¢ oczng (ocular rosacea) oraz wariant schorzenia

- ziarniniakowaty tradzik rézowaty (granulomatous rosacea, GR) (Wilkin i wsp. 2002,
Wilkin i wsp. 2004).

Kryteria diagnostyczne tradziku rozowatego zostaly natomiast podzielone na:

- pierwszorzgdowe (rumien przelotny, tzw. flushing, rumien trwaty, grudki, krosty i
teleangiektazje), ktorych obecno$¢ na wypuktych czgéciach okolicy $rodkowej twarzy
upowaznia do rozpoznania tradziku rézowatego;

- drugorzedowe (uczucie pieczenia lub szczypania, obrze¢k, obecno$¢ tarczek, uczucie
wysuszenia skory, objawy oczne, objawy zlokalizowane pozatwarzowo i zmiany
przerostowe), wspomagajace proces stawiania diagnozy (Wilkin i wsp. 2002).

Autorzy raportu stwierdzili, ze u chorego cierpigcego na jedng z odmian rosacea moga
réwniez wystepowac objawy charakterystyczne dla innej postaci tego schorzenia, np. rumien i
teleangiektazje, charakterystyczne dla postaci rumieniowej, moga by¢ obecne na skoérze u
pacjentow z odmiang grudkowo-krostkowa oraz guzowg rosacea (Wilkin 1 wsp. 2002).
Niezaleznie od obecnosci lub braku objawow skornych, w kazdej postaci tradziku rozowatego
moga réwniez pojawi¢ si¢ dolegliwo$ci oczne. Stwierdzono tez, Ze nie nast¢puje przemiana
jednego podtypu tradziku réozowatego w inny, cho¢ mozliwa jest progresja cigzKiej postaci
grudkowo-krostkowej lub ziarniniakowej do postaci z dominacjg zmian przerostowych
(Wilkin i wsp. 2002).

Z grupy tradziku roézowatego wytaczono takie schorzenia, jak: tradzik rézowaty

piorunujgcy (rosacea fulminans), indukowane steroidami trgdzikopodobne zmiany skorne
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(steroid-induced acneiform eruption) oraz zapalenie okoloustne skory (perioral dermatitis)
(Wilkin i wsp. 2002).

W celu obiektywnego monitorowania procesu leczenia pacjentow, grupa ekspertow z
National Rosacea Society zaproponowata (w 2004 roku) uzyteczny w praktyce klinicznej
system oceny stopnia nasilenia objawéw tradziku rézowatego. W systemie tym objawy
pierwszorzgdowe podlegajag ocenie: od wartosci 0 (brak objawow), poprzez 1 (tagodne
nasilenie), 2 (umiarkowane nasilenie) az do 3 (znaczne nasilenie objawow); za§ w przypadku

objawow drugorzedowych stwierdza si¢ ich obecnos$¢ lub brak (Wilkin i wsp. 2004).
1.5. Postacie tradziku rozowatego

Posta¢ rumieniowa z teleangiektazjami charakteryzuje si¢ wystepowaniem na
skorze centralnych partii twarzy objawu rumienia, okreslanego jako przelotny (jesli trwa do
10 minut) lub utrwalony (jesli utrzymuje si¢ przez trzy miesigce lub dtuzej) (Crawford i wsp.
2004). W poczatkowym okresie choroby epizody pojawiania si¢ rumienia trwajg krotko i sg
najczesciej wywotane przez okreslone czynniki zewngtrzne. Stopniowo czas trwania i
czestotliwo$¢ pojawiania si¢ rumienia rosnie, az do rozwoju rumienia trwatego i pojawienia
si¢ rozszerzonych naczyn krwiono$nych — teleangiektazji (Crawford i wsp. 2004). Objawami
towarzyszacymi rumieniowi moze by¢ obrzek 1 ztuszczanie naskorka, za§ sam rumien moze
si¢ rozszerza¢ na okolice pozatwarzowe skory oraz obejmowac swym zasiggiem skore szyi i
dekoltu (Marks i Jones 1969). Czynnikami wywotujacymi pojawienie si¢ rumienia u chorych
mogg by¢: ekspozycja na sytuacje stresowe, spozycie gorgcego napoju, positku lub alkoholu,
stosowanie ostrych przypraw, wykonywanie intensywnych ¢wiczen fizycznych oraz narazenie
skory twarzy na oddzialywanie goracego lub zimnego powietrza (Crawford i wsp. 2004). U
pacjentow czesto stwierdza si¢ zwickszong wrazliwos$¢ skory na skladniki kosmetykow
(Lonne-Rahm i wsp. 1999). Szczegolnie wazne jest, aby w codziennej praktyce klinicznej
roznicowacé rumien wystepujacy na twarzy osob z tradzikiem rézowatym ze zmianami o typie
rumienia, obecnymi na skorze twarzy w innych jednostkach dermatologicznych (lzikson i
wsp. 2006).

Posta¢ grudkowo-krostkowa tradziku rézowatego jest tez nazywana jego klasyczna
odmiang 1 charakteryzuje si¢ wystepowaniem na skorze Srodkowej czesci twarzy
symetrycznie rozmieszczonych wykwitow grudkowych 1 krostkowych, lezacych na podiozu
utrwalonego rumienia (Crawford i wsp. 2004). W tej odmianie rosacea obserwuje si¢ rOwniez
- wywotany przewlektym stanem zapalnym - obrzgk i zgrubienie skory twarzy oraz delikatne

zhuszczanie naskorka. W odréznieniu od odmiany rumieniowej rosacea, rzadziej stwierdza si¢
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wystepowanie na skorze twarzy teleangiektazji i epizodoéw rumienia napadowego (Powell
2005). Ta odmiana tradziku r6zowatego wymaga réznicowania z zapaleniem okoloustnym
oraz tojotokowym zapaleniem skory. Moze tez klinicznie przypominaé tradzik pospolity, ale
od acne vulgaris r6zni si¢ brakiem zaskornikow (Crawford i wsp. 2004).

Posta¢ z dominacja zmian przerostowych jest rzadko wystepujaca odmiang tradziku
rozowatego, charakteryzujacg si¢ obecnoscig w roznych czgsciach twarzy oraz pozatwarzowo
niebolesnych wykwitow guzowatych (Powell 2004, Powell 2005). Obecnos¢ zmian
guzowatych jest spowodowana nasilonym procesem przerostu gruczotow tojowych i
elementow tkanki tacznej oraz pogrubieniem skory, powodujacym widoczne znieksztatcenia
roznych fragmentow twarzy (Crawford i wsp. 2004). Zmiany przerostowe moga byc
zlokalizowane na nosie (rhinophyma), na brodzie (gnathophyma), na czole (glabellophyma),
na powiekach (blepharophyma) lub w obrgbie matzowin usznych (otophyma). Pokrywajaca
zmiany guzowate skora jest l$nigca i zawiera wyraznie rozszerzone uj$cia gruczotéw
lojowych. Najczestsza odmiang choroby jest guzowaty przerost nosa, ktéry okoto
dwudziestokrotnie czgsciej wystepuje u mezczyzn 1 tylko w pojedynczych przypadkach jest
opisywany u kobiet (Roberts i Ward 1985, Bogdanowski i wsp. 1996). Rhinophyma stanowi
dla pacjentdow nie tylko defekt natury estetycznej, ale moze réwniez utrudnia¢ swobodne
oddychanie (Szymanska-Skrzypek i wsp. 2005). Rhinophyma moze wystepowaé jako
izolowana manifestacja rosacea i wowczas wymaga réznicowania z takimi chorobami
obejmujacymi okolice nosa jak sarkoidoza, rak podstawnokomorkowy i kolczystokomorkowy
oraz chloniak ztosliwy (Murphy i wsp. 1998). Czasami dopiero badanie histopatologiczne
pozwala na postawienie wiasciwej diagnozy (Murphy i wsp. 1998).

Posta¢ oczna tradziku rézowatego moze wystepowac jako odmiana izolowana lub tez
zmiany oczne moga towarzyszy¢ kazdej innej odmianie tradziku roézowatego i - wediug
danych z literatury - moga by¢ obecne u 3% do 58% chorych na rosacea (Starr i Macdonald
1969, Quarterman i wsp. 1997, Katuzna 2004, Oltz i Check 2011). Oczny tradzik rézowaty
charakteryzuje si¢ wystgpowaniem raczej nieswoistych objawow i dolegliwosci, takich jak
uczucie swedzenia, pieczenia lub suchos$ci oczu. Dodatkowo moze wystepowac swiatlowstret,
obnizona ostro$¢ wzroku, uczucie obecnosci ciala obcego w oku, zwigkszone tzawienie oraz
przekrwienie spojowek (Katuzna 2004). U pacjentOw z ocznym tradzikiem rézowatym czesto
dochodzi do rozwoju zapalen spojowek, zapalen brzegéw powiek oraz nawracajacych
gradoéwek 1 jeczmieni, majacych zwiazek z wystepujaca nawet u 78% pacjentow dysfunkcja

gruczotow Meiboma (Akpek E 1 wsp. 1997). Mimo przeprowadzenia wielu badan,

14



etiopatogeneza zmian ocznych w tradziku r6zowatym nadal nie zostata wyjasniona (Raszeja-
Kotelba i wsp. 2004, Stone i Chodosh 2004).

Ziarniniakowaty tradzik rézowaty stanowi nietypowa odmian¢ rosacea i zostat
przez eckspertéw wyrozniony jako tzw. wariant tego schorzenia. Charakteryzuje si¢
obecno$cig réznej wielkosci twardych, zottych, brazowych lub czerwonych grudek lub
guzkow, wykazujacych niekiedy tendencje do rozpadu i bliznowacenia (Wilkin 1 wsp. 2002).
Zmiany chorobowe mogg wystepowaé zardwno na podlozu zapalnym, jak i w skorze
niezmienionej. Lokalizuja si¢ najczesciej na bocznych powierzchniach policzkéw, dolnych
powiekach, wokot otwordéw naturalnych lub poza twarza (Helm i wsp. 1991). W przypadku
tej odmiany tradziku rézowatego do postawienia rozpoznania wymagany jest wynik badania
histopatologicznego skory uzyskanej ze zmian, a nie - jedynie obraz kliniczny (Jaworek i wsp.
2006).

Eksperci z National Rosacea Society wylaczyli z grupy schorzen nalezacych do

tradziku rozowatego i jako osobne jednostki chorobowe wyodrebnili nastepujace:

Tradzik rézowaty piorunujacy (rosacea fulminans) nazywany rowniez pyoderma
faciale, stanowi jednostke chorobowsg o nicustalonej przyczynie. Rozpoczyna si¢ nagle: od
wykwitow skornych w postaci skupionych grudek, guzow i krost oraz od wystgpienia
rumienia i obrzeku twarzy (O’Leary i Kierland 1940, Sielska i Saneczko 2003). W przebiegu
schorzenia nie stwierdza si¢ wystepowania dolegliwosci ocznych. Objawom miejscowym
czgsto towarzyszg objawy ogoOlne 1 gorgczka (Romiti 1 wsp. 2000). Zmiany chorobowe
najczesciej lokalizuja si¢ na policzkach 1 brodzie, a w przypadkach o cigzszym przebiegu
moga zajmowac nawet calg powierzchni¢ twarzy (Massa i Su 1982). Wykwity maja tendencje
do stopniowego, trwajacego do kilku miesigcy ustepowania i czgstego pozostawiania blizn.
Rosacea fulminans najczgséciej dotyka miode kobiety w wieku od 20 do 40 lat (Sielska i
Saneczko 2003) i stanowi jedng z dwodch postaci rosacea, w schemacie leczenia ktorych
dopuszcza si¢ stosowanie preparatow steroidowych w polgczeniu z izotretinoing oraz dapsonu
(Firooz i wsp. 2001).

Tradzik rézowaty posteroidowy (rosacea poststeroidea) jest choroba wywolang
dtugotrwatym stosowaniem miejscowych preparatow steroidowych, szczegdlnie odmian
fluorowanych (Sielska i Saneczko 2003). Charakteryzuje si¢ obecnoscig licznych wykwitow
krostkowych wystepujacych na podtozu rumieniowym, $cienczeniem grubosci naskoérka oraz
pojawieniem si¢ teleangiektazji 1 rozszerzonych naczyn krwiono$nych. Leczenie tej
dermatozy jest trudne, a pierwszym etapem terapii jest zaprzestanie miejscowego aplikowania

steroidu (Sielska i Saneczko 2003).
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Zapalenie okoloustne (dermatitis perioralis) charakteryzuje si¢ wystgpowaniem na
skorze niewielkich, czerwonobrunatnych grudek z krosta na szczycie, lezacych na podiozu
rumieniowym (Sielska i Saneczko 2003). Wykwity te lokalizujg si¢ wokot ust i miedzy
fatdami nosowo-policzkowymi. Nie pojawiaja si¢ natomiast w strefie 5-7mm w poblizu
czerwieni wargowej. Zmianom skornym moze towarzyszy¢ subiektywne odczucie pieczenia

skory twarzy (Sielska i Saneczko 2003, Burgdorf i wsp. 2010, Kaszuba i Adamski 2011).
1.6. Etiopatogeneza tradziku rézowatego

Mimo przeprowadzenia licznych badan naukowych, etiopatogeneza tradziku
rézowatego pozostaje wcigz niewyjasniona (Yamasaki i Gallo 2009). Nie zostaty do konca
poznane mechanizmy patogenetyczne, lezace u podstaw powstania i rozwoju zmian skornych.
Wiadomo, ze w rozwoju tej choroby odgrywaja role rézne, czgsto kontrowersyjne czynniki
(Crawford i wsp. 2004). Wymienia si¢ kilka hipotez, méwigcych o udziale w patogenezie
tego schorzenia okreslonych czynnikow, takich jak: zaburzenia naczyniowe, zaburzenia
immunologiczne, degeneracja elementéw tkanki tgcznej, zaburzenia w obrebie struktury
jednostki wlosowo-tojowej, czynniki zewngtrzne (klimatyczne), czynniki chemiczne i
zywieniowe. Z uwagi na obserwowane przypadki rodzinnego wystepowania schorzenia,
bierze si¢ takze pod uwage udziatl czynnikow genetycznych w jego patogenezie (Bamford
2001). Istnieje rowniez zyskujaca coraz wigcej zwolennikow hipoteza, ktora wskazuje na
mozliwy udzial w etiopatogenezie schorzenia niektorych czynnikow infekcyjnych (Crawford i
wsp. 2004, Szkaradkiewicz iwsp. 2012).

1.7. Hipotezy dotyczace etiopatogenezy schorzenia
1.7.1. Hipoteza o zaburzeniach naczyniowych

Wedlug tej teorii, powstawanie zmian skornych w tradziku r6zowatym jest zwigzane z
patologia skornych naczyn krwionosnych (Crawford i wsp. 2004). W poczatkowej fazie
trwania tradziku rézowatego zaburzenia naczyniowe manifestujg si¢ gtownie pod postaciag
napadowego zaczerwienienia skoéry twarzy, spowodowanego nadreaktywno$ciag naczyn
krwiono$nych. Zjawisko to okresla si¢ mianem ,,flushing” (Wilkin 1994), a wystepuje ono
najczesciej wraz z ekspozycja na sytuacje stresowe, ze spozyciem alkoholu lub ostrych
przypraw, z narazeniem na wptyw wysokiej temperatury, a u kobiet - dodatkowo w okresie
menopauzy (Buechner 2005). Flushing, ktore jest spowodowane naglym rozszerzeniem

naczyn krwiono$nych skory twarzy, moze by¢ wyzwolone w wyniku stymulacji nerwowej (za
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posrednictwem bodzcow z ukladu nerwowego) oraz w efekcie uruchomienia mechanizmu
humoralnego (poprzez oddziatywanie na miesnidowke gtadkg naczyn) (Crawford i wsp. 2004).
Mierzac wielkos¢ skornego przeptywu naczyniowego w reakcji na pobudzenie dwoma
rodzajami bodzcéw: na drodze stymulacji nerwowej (podwyzszenie temperatury w jamie
ustnej) oraz bezposrednig stymulacje migsni gladkich naczyn (test z kwasem nikotynowym) w
dwoch réznych okolicach ciata (tj. w okolicy przedramienia i na twarzy) u pacjentow z
tradzikiem rézowatym, uzyskano - proporcjonalny do pobudzenia - wzrost przeptywu krwi w
naczyniach krwiono$nych obu okolic ciata, cho¢ wystgpienie objawu rumienia odnotowano
jedynie w obrebie skory twarzy (Wilkin 1988). Ograniczenie wystepowania objawu flushing
do obszaru skory twarzy wyjasniono wowczas faktem istnienia tam wigkszej liczby naczyn
krwionosnych oraz ich bardziej powierzchownym umiejscowieniem (Wilkin 1981, Wilkin
1988).

U chorych z rosacea wykazano tez zwigkszong w stosunku do oséb zdrowych warto$¢
wielko$ci przeptywu naczyniowego w obszarach skory twarzy, objetych zmianami
chorobowymi (Sibenge i Gawkrodger 1992, Guzman-Sanchez i wsp. 2007) oraz stwierdzono
- spowodowane prawdopodobnie nadreaktywno$ciag naczyn skory twarzy - zjawisko
ustepowania rumienia na skorze twarzy po miejscowej aplikacji preparatow zawierajacych
agonistow receptora aj-adrenergicznego (Shanler i Ondo 2007). Sugerowano, ze przyczyna
wystepowania objawu rumienia na skorze twarzy moze by¢ dysregulacja dotyczaca
mechanizméw termoregulacji (Brinnel i wsp. 1989). W warunkach fizjologicznych, w
przypadku hipertermii - dla zachowania odpowiedniego schlodzenia  struktur
wewnatrzczaszkowych - obserwuje si¢ odruchowy wzrost iloSci przeptywajacej krwi z
obszarow twarzy do mozgu (Crawford i wsp. 2004). Zbadano, w jaki sposob hipertermia
wplywa na wzrost przeptywu krwi w uktadzie zyt katowych twarzy, odprowadzajacych krew
z obszaréw skory twarzy najczesciej objetych procesem chorobowym. Stwierdzono, ze w
odpowiedzi na hipertermi¢ u chorych na tradzik rézowaty nie obserwuje si¢ wzrostu
przeplywu krwi w tych naczyniach, w przeciwienstwie do oséb zdrowych (Brinnel i wsp.
1989). Wykazano réwniez, ze poddani dziataniu wysokiej temperatury otoczenia, pacjenci z
tradzikiem rézowatym prezentowali szybsze niz osoby zdrowe pojawienie si¢ rumienia na
skorze twarzy (Nagasaka i wsp. 1998), a u chorych z odmiang rumieniowg stwierdzono, ze
podwyzszona temperatura w wigkszym stopniu niz kofeina wywoluje pojawienie si¢ objawu
przelotnego rumienia (Wilkin 1981). Ttumaczono to w ten sposob, ze podczas spozywania
goracego pokarmu nast¢puje wymiana ciepta pomie¢dzy jamg ustng a naczyniami szyjnymi, z

ktorych do podwzgorza przekazywany jest sygnal informujacy o wzroScie temperatury.
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Reakcja podwzgorza na ten impuls jest rozszerzenie naczyn (wazodylatacja), objawiajace si¢
wystapieniem rumienia (Wilkin 1981).

Nadmierne rozszerzenie naczyn krwionosnych skory obserwowane u chorych na
tradzik rozowaty moze mie¢ rowniez zwigzek ze zwigkszonym miejscowo stgzeniem
neuropeptydow, w szczegdlnosci substancji P (Crawford i wsp. 2004). Jej podwyzszone
stezenie stwierdzono zaréwno wokot naczyn kapilarnych zlokalizowanych w warstwie
brodawkowej skory (Kurkcuoglu i Alaybeyi 1991), jak i w surowicach chorych z rosacea
(Powell i wsp. 1993). Nalezaca do neurokinin substancja P moze by¢ uwalniana przez
obwodowe wilokna nerwowe w reakcji na bodZce zewngtrzne i moze powodowaé m.in.
rozszerzenie naczyh krwiono$nych oraz stymulowaé rozwdj reakcji zapalnej u pacjentow z
rosacea (Kurkcuoglu i Alaybeyi 1991).

U chorych na tradzik r6zowaty - poza wzmozong reaktywnos$cig naczyn - mozna takze
obserwowa¢ zjawisko nadmiernego ich powstawania (Gomaa i wsp. 2007). Porownujac
obszary skory zmienionej chorobowo oraz obszary skory zdrowej, stwierdzano istotne
zwigkszenie ekspresji markerow pobudzajacych neowaskularyzacj¢ w obszarach skory
objetych zmianami chorobowymi (Gomaa i wsp. 2007). Moze to oznaczaé, ze u tych
pacjentéow intensywno$¢ angiogenezy w chorej skorze jest wigksza w porownaniu do skory
wolnej od zmian skornych, a wzmozona proliferacja moze dotyczy¢ zaro6wno naczyn

krwionosnych, jak i limfatycznych (Gomaa i wsp. 2007).
1.7.2. Hipoteza o dysregulacji immunologicznej

Wedlug innej teorii, kluczowym elementem patogenezy tradziku rézowatego moze
by¢ nieprawidtowa, patologicznie nasilona odpowiedz wrodzonego uktadu odpornosciowego
(Yamasaki i Gallo 2009). Wrodzony uktad odpornosciowy, stanowigcy istotny element
systemu obronnego organizmu, opiera si¢ na zdolnosci do szybkiej identyfikacji i zniszczenia
czynnika obcego, a aktywacja jego elementéw nastepuje miedzy innymi w wyniku dzialania
czynnikow srodowiskowych (np. promieniowanie UV) czy mikroorganizméw 1 odbywa si¢
poprzez aktywacje receptorow toll-like (TLR) (Takeda K i wsp. 2003, Meylan i wsp. 2006).
Rezultatem ich aktywacji jest produkcja prozapalnych cytokin oraz uwalnianie czynnika
przeciwbakteryjnego — katelicydyny (Dorschner i wsp. 2001).

Katelicydyny, stanowigce grupe bialek antybakteryjnych wyzwalanych w zakazeniach
skory, posiadaja zdolno$§¢ do modyfikacji miejscowe] reakcji zapalnej oraz wywieraja
miejscowe dzialanie naczyniotworcze. Ludzka katelicydyna (LL-37) - poza dziataniem

przeciwbakteryjnym - moze rowniez indukowaé rozwdj stanu zapalnego oraz zwigkszac
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przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych (Chen i wsp. 2006). Stwierdzono, ze u chorych na
tradzik rézowaty ekspresja katelicydyny w skorze twarzy osigga poziom dziesigciokrotnie
wyzszy od poziomu prawidlowego oraz ze wyzsze sg tez poziomy specyficznych proteaz
aktywujacych katelicydyny (Yamasaki i wsp. 2007). W organizmie czlowieka enzymem
odpowiedzialnym za aktywacje Katelicydyny oraz za proces trawienia elementéw utkania
zewnatrzkomoérkowego jest kallikreina 5 (KLK 5) (Michael i wsp. 2005). Obecnos¢ tej
proteazy serynowej stwierdza si¢ w zdrowym naskorku jedynie w komodrkach jego warstwy
rogowej 1 ziarnistej, za$ u pacjentow z rosacea wystepuje ona takze w innych warstwach.
Kallikreina 5 (KLK 5) odpowiada za trawienie biatek wchodzacych w sktad polaczen
miedzykomorkowych, przez co moze prowadzi¢ do ztuszczania komorek naskorka (Caubet i
wsp. 2004, Descargues i wsp. 2006). Znaczenie kallikreiny 5 (KLK 5) w patogenezie tradziku
rézowatego nie zostato jeszcze ostatecznie zbadane, chociaz wydaje si¢, ze jej podwyzszone
poziomy tkankowe moga mie¢ wplyw na ksztaltowanie obrazu histologicznego choroby.
Moze ona bowiem przyczynia¢ si¢ do zaostrzania objawdéw tradziku rézowatego zar6wno
poprzez aktywacj¢ katelicydyn, jak i trawienie elementow budulcowych tkanki lacznej,

prowadzac w ten sposob do jej patologicznego remodelingu (Yamasaki i Gallo 2009).
1.7.3. Hipoteza o wplywie czynnikéw zewnetrznych

Przypuszczenia 0 roli czynnikow zewnetrznych (klimatycznych) w patogenezie
rosacea wzigty si¢ z obserwacji wskazujacych na to, ze choroba wystepuje czgsciej u osodb
zawodowo narazonych na wpltyw wysokiej temperatury (Soybe 1950). Wsrdd czynnikow
zewnetrznych mogacych mieé rzeczywisty wptyw na przebieg tradziku rézowatego, pierwsze
miejsce zajmuje promieniowanie ultrafioletowe (UV) (Crawford i wsp. 2004). Na jego rolg
moze wskazywaé obserwowane u wiekszoSci chorych rozmieszczenie wykwitow
chorobowych na wypuklych segmentach srodkowej czesci twarzy, czestsze wystepowanie
rosacea u osob z jasng skorg i niebieskimi oczyma, zaostrzanie si¢ objawdw chorobowych w
okresie wczesnowiosennym oraz wystepowanie zmian histologicznych o typie elastozy
postonecznej w pobranych wycinkach skérnych (Soybe 1950, Marks i Harcourt-Webster
1969). Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly jednak, Ze zaostrzenie objawow skérnych
pod wplywem dziatania promieniowania stonecznego obserwuje si¢ zaledwie u 17-31%
pacjentow z rosacea (Berg 1 wsp. 1989) .

Przypuszcza si¢, ze ekspozycja skory na promienie UV moze prowadzi¢ do nasilenia
intensywnos$ci procesu angiogenezy w skorze (Brauchle 1 wsp. 1996). Efektem dziatania

promieni UV moze by¢ uwolnienie z keratynocytow czynnikéw proangiogennych, takich jak
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VEGF (naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu) czy bFGF (zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow), ktorych znaczne zrodito stanowig komorki naskérka (Detmar 1 wsp. 1994,
Ballaun i wsp. 1995). Nastepstwem ekspozycji skory na dziatanie promieniowania UV moze
by¢ réwniez wzrost sktywnych form tlenu (ROS) w komorkach naskorka. Ich podwyzszony
poziom wykryto w biopsjach skornych pochodzacych od pacjentdéw z tradzikiem rézowatym,
a spadek ich poziomu odnotowywano po przeprowadzeniu kuracji azytromycyng (Bakar i
wsp. 2007).

Poza obserwowanym pod wptywem promieniowania UV wzrostem wytwarzania w
skérze czynnika VEGF, wzmagajacego proces angiogenezy, nawet niskie dawki UVB
przyczyniaja si¢ do aktywacji w zdrowych keratynocytach metaloproteinaz tkankowych
(MMP-1, MMP-3 i MMP-9) (Bielenberg i wsp. 1998). Enzymy te moga wptywaé na
powstawanie i zaostrzaniec zmian skornych w tradziku rozowatym. Poprzez degradacje
struktur biatkowych obecnych w przestrzeniach migdzykomodrkowych moga przyczynia¢ sig
do zmniejszania grubosci skory i rozszerzania naczyn krwionosnych (Vincent i Eris 2004).
Poprzez dostarczanie produktow degradacji tkanki tacznej, wykazujacych silne wlasciwosci

proangiogenne, moga rowniez nasila¢ rozwdj lokalnego stanu zapalnego w tkankach (Vincent
i Eris 2004, Quan i wsp. 2009).

1.7.4. Hipoteza o degeneracji tkanki lacznej

Konsekwencja wzmozonego dziatania metaloproteinaz tkankowych moze by¢
degradacja biatek waznych dla struktury tkanki tacznej, ktore stanowia podpore i
»rusztowanie” dla sieci naczyn krwionosnych (Yamasaki i Gallo 2009). Wyniki badan
wycinkéw skornych, pobranych od chorych na tradzik rézowaty, wskazuja na wspoétistnienie
w obrazie histopatologicznym réwnoczesnie dwoch zjawisk: degeneracji elementow macierzy
pozakomorkowej oraz obecnosci uszkodzonych naczyn krwionosnych (Helm i wsp. 1991,
Marks i Harcourt-Webster 1969, Neumann i Frithz 1998). Niewyjasniona jest kwestia, ktory
z procesOw zachodzi w skorze jako pierwszy. Wedlug jednej z hipotez, zjawiskiem
pierwotnym s3 zmiany w okotonaczyniowej tkance tacznej (Marks i Harcourt-Webster 1969),
a czynnikiem inicjujgcym rozwoj zmian w tkankach moze by¢ promieniowanie UV, ktére
przyczynia si¢ do niszczenia sieci okotonaczyniowych wtokien elastycznych 1 kolagenowych,
za$ obserwowane objawy kliniczne, takie jak teleangiektazje, przetrwaty rumien czy glgboki
obrzek, sg konsekwencja stabego osadzenia naczyn (Marks i Harcourt-Webster 1969).

Inna teoria, oparta o wyniki badan przeprowadzonych na modelach zwierzgcych,

zaktada, ze niszczenie naczyn krwionosnych jest procesem pierwotnym w stosunku do
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wtornie przebiegajacych zaburzen w strukturze macierzy pozakomoérkowej (Nakamura i
Johnson 1968). W tym przypadku defekt naczyniowy moéglby prowadzi¢ do odktadania sie¢ w
przestrzeni pozanaczyniowej roznych substancji (biatek osocza, mediatorow zapalenia,
produktéw przemian metabolicznych), ktorych obecno$¢ poza naczyniami powodowataby
rozwoj stanu zapalnego i wzmozong degradacje biatek macierzy pozakomoérkowej (Crawford

i wsp. 2004).
1.7.5. Hipoteza o zaburzeniach w obrebie jednostki wlosowo-lojowej

Zaburzenia w obrebie struktur jednostki wlosowo-tojowej wydaja si¢ mie¢ znaczenie
w rozwoju zmian przerostowych typu rhinophyma (Aloi i wsp. 2000). W badaniach
histopatologicznych wycinkow skory, pochodzacych od chorych z odmianami rumieniowg
oraz grudkowo-krostkows, zmiany w obrebie mieszkéw wlosowych wykazano jedynie w
20% przypadkow, a nacieki okotomieszkowe - w 51% wycinkéw. Nacieki limfohistiocytarne
w biopsjach skornych mialy czestsze umiejscowienie wokoét naczyn niz wokot mieszkow
wlosowych (Marks i Harcourt-Webster 1969). Jednak wysoka skuteczno$¢ leczenia zmian
skérnych w tradziku rézowatym - przy uzyciu preparatoéw antybiotykowych i nadtlenku
benzoilu, aktywnych wobec organizméw zasiedlajacych uj$cia mieszkéw witosowych - moze
sugerowac, ze mikroogranizmy bytujagce w obrebie rdéznych struktur budujacych jednostke

wlosowo-tojowa mogg mie¢ istotne znaczenie w patogenezie tradziku rézowatego (Crawford
i wsp. 2004).

1.7.6. Hipoteza o udziale substancji chemicznych i pozywienia

Spozywanie okreslonych skiadnikéw pokarmowych moze mie¢ wplyw na przebieg
tradziku rézowatego, cho¢ i u 0s6b zdrowych moze prowadzi¢ do pojawienia si¢ wykwitow
skornych przypominajacych rosacea (Crawford i wsp. 2004). U pacjentéw z tradzikiem
rézowatym pojawianie si¢ zmian skornych o typie napadowego rumienia moze by¢
spowodowane spozyciem gorgcych pokarmow, ostrych przypraw, matych dawek alkoholu lub
niektorych preparatow farmaceutycznych (Crawford i wsp. 2004). Spozywanie wigkszych
ilosci kwasu nikotynowego moze nawet u osob zdrowych powodowaé wystapienie naglego
rumienia na skorze twarzy (Wilkin 1988). Miejscowe stosowanie preparatow steroidowych
moze skutkowac pojawieniem si¢ na skorze wykwitow tragdzikopodobnych (Guin 1981), za$
donosowe aplikowanie preparatoéw steroidowych, skutecznych w leczeniu Sezonowego
niezytu blony §luzowej nosa, moze wywolywac¢ naglte zaczerwienienia skory twarzy (Egan i

wsp. 1999). Zazywanie amiodaronu moze si¢ wigza¢ z czgstszym wystepowaniem gradowek
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(Reifler i wsp. 1987), a przyjmowanie duzych dawek witamin Bg i Bjp - prowadzi¢ do

pojawienia si¢ na skdrze zmian rumieniowych, przypominajacych rosacea (Sherertz 1991).
1.7.7. Hipoteza o udziale mikroorganizmow

Od wielu lat nie ustaje dyskusja na temat mozliwosci udzialu w etiopatogenezie
tradziku rozowatego réznych mikroorganizmoéw bytujacych na skorze cztowieka. Kwestia ta
stala si¢ przedmiotem wielu badan naukowych, cho¢ nie udato si¢ znalez¢ jednoznacznego
dowodu na ich patogenno$¢ (Lazaridou i wsp. 2011). Wsrod wymienianych
mikroorganizméw najczesciej rozwaza si¢ role dwoch drobnoustrojow: roztoczy z rodzaju

Demodex oraz bakterii Helicobacter pylori (Jarmuda i wsp. 2012).
1.7.7.1. Roztocza Demodex

Obecnos¢ roztoczy Demodex folliculorum na skorze ludzkiej wykryli Henle i Berger
w 1841 roku. Pierwszego szczegdlowego opisu tych organizmoéw dokonat w 1842 roku
niemiecki dermatolog Gustav Simon, ktéry badat pod mikroskopem wydzieling uzyskang z
gruczotow lojowych (Lacey i wsp. 2011, Jarmuda i wsp. 2012). Zaobserwowal on w
wydzielinie mikroorganizm robakowatego ksztattu, wykazujacy ruch i posiadajacy odndza w
swej przedniej czgsci (Rycina 1.) (Lacey i wsp. 2011). W 1843 roku Richard Owen
wprowadzit termin ,, Demodex” dla podkreslenia miejsca wystgpowania i obserwowanych
cech tego mikroorganizmu. Do skonstruowania jego nazwy uzyt stow zaczerpnietych z jezyka
greckiego, tj. ‘demo’ i ‘dex’, ktore mialy oznacza¢ ,,nudnego robaka zyjacego w thuszczu”
(Lacey i wsp. 2011, Jarmuda i wsp. 2012). Istnienia dwoch odrebnych gatunkdéw nuzenca
ludzkiego dowiodta w 1963 roku Akbulatova (Akbulatova 1963), zas doktadnego ich opisu
anatomicznego dokonali Desch i Nutting w 1972 roku (Desch i Nutting 1972, Desch i Nutting
1977).
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Rycina 1. Obraz mikroskopowy nuzenca ludzkiego (Demodex folliculorum), mikroskop

$wietlny, oryginalne powigkszenie 100x, preparat wlasny.

Nuzence (Demodex) sa pajeczakami, nalezacymi do rzedu roztoczy (Bielenin i
Biatczyk 1993). Obecnie znanych jest juz ponad 100 r6éznych gatunkow roztoczy Demodex.
Wszystkie sg organizmami wysoce wyspecjalizowanymi i obligatoryjnie zwigzanymi ze
swoimi gospodarzami. Na réznych rejonach skory jednego zywiciela mogg wystepowac
roézne gatunki nuzencow (Lacey i wsp. 2009). Uwaza si¢, ze na skorze czlowieka moga
bytowa¢ dwa gatunki nuzencéw (Bielenin i Biatczyk 1993). Oba majg robakowaty ksztalt i
ciato pokryte cienkim oskoérkiem. Wigkszy z nich, osiggajacy rozmiary 0,3-0,4 mm dtugosci,
to Demodex folliculorum. Ma ksztalt wydluizony i wystepuje w ujsciach mieszkoéw
wlosowych, gdzie tworzy skupiska po kilka roztoczy. Mniejszy z nuzencow, ksztaltu
wrzecionowatego, to Demodex brevis osiggajacy rozmiary 0,2-0,3 mm i posiadajacy krotsze
odnéza. Bytuje on najczesciej samotnie, umiejscowiony w glebi gruczotu tojowego w skorze
twarzy lub w gruczole Meiboma, umiejscowionym w obrebie powiek (Raszeja-Kotelba i wsp.
2004). Odzywia si¢ komorkami gruczolowymi i powoduje ich zniszczenie. Z powodu tak
glebokiego umiejscowienia, Demodex brevis jest trudny do wydobycia bez naruszenia
cigglosci tkanek i dlatego jego wptyw na organizm ludzki oraz rola w patogenezie chorob
skory jest stabiej poznana (Raszeja-Kotelba i wsp. 2004).

Wykazano, ze oba gatunki nuzenca roznig si¢ pomigdzy sobag w rozmieszczeniu na
skorze cztowieka (Bohdanowicz i Raszeja-Kotelba 2001). Mimo ze pod wzgledem liczby na
skorze, Demodex folliculorum jest wyraznie liczniejszy, to jednak Demodex brevis zajmuje
wigkszy obszar na ciele. Inna jest rowniez proporcja czestosci wystepowania Demodex brevis
do Demodex folliculorum, ktéra u m¢zczyzn wynosi 1 : 4, a u kobiet 1 : 10 (Bohdanowicz i

Raszeja-Kotelba 2001). Objawy kliniczne sg zalezne réwniez od gatunku nuzenca. Demodex
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folliculorum powoduje glownie rumien i ztuszczanie naskorka, podczas gdy Demodex brevis
jest przyczyng pojawiania si¢ umiejscowionych symetrycznie wykwitow grudkowo-
krostkowych (Akilov i wsp. 2005).

Poniewaz we wszystkich stadiach rozwojowych gtownym pozywieniem nuzencow sg
komorki naskérka oraz skladniki toju, zamieszkuja one rejony skory szczegoélnie bogate w
gruczoty lojowe — skore twarzy, tzn. nos, policzki, czolo oraz brode. Moga rowniez
wystepowaé w przewodzie stuchowym zewnetrznym, na skorze klatki piersiowej lub okolic
genitalnych (Raszeja-Kotelba i wsp. 2004). W przedniej czgséci ciala nuzencoéw znajduje si¢
gnathosoma z aparatem ggbowym, a resztg ciata stanowi podosoma i opithosoma (Jing i wsp.
2005). Na gnathosomie Demodex folliculorum posiada ostre, sztylecikowe i bardziej niz
Demodex brevis rozwinigte szczgkoczutki (chelicery), stuzace do krojenia i pobierania
pokarmu oraz nogogtaszczki (pedipalpy) stuzace do przytrzymywania pokarmu. U obu
gatunkow na podosomie znajdujg si¢ 4 pary odndzy (Jing i wsp. 2005). Za pomoca
szczgkoczutkow nuzence przecinaja komorki nabtonka skory gospodarza, a nastepnie
wydzielaja na zewnatrz enzymy lityczne w celu dokonania wstepnego trawienia pokarmu, po
czym zasysaja do przewodu pokarmowego ptynne, uprzednio rozpuszczone sktadniki (Desch
I Nutting 1977). Odzywianie si¢ roztoczy prowadzi do niszczenia komorek naskorka z
jednoczesnym naruszeniem bariery naskorkowej, co umozliwia nuzefnicom przenikanie do
glebszych warstw skory i przy tej okazji stymulowanie receptorow Toll-like (TLR) (Schauber
I wsp. 2007). Przypuszcza si¢, ze wsrdd enzymow trawiennych wydzielanych przez nuzenca
znajdujg si¢ enzymy proteolityczne (proteazy). Na powierzchni nuzencow wykryto bowiem
obecno$¢ ztogdw surowiczej immunoglobuliny IgD oraz dwdch inhibitorow surowiczych
proteaz (a-l-antytrypsyny 1 o-l-antychymotrypsyny), ktéore moga stanowi¢ swoista
odpowiedz obronng organizmu gospodarza na te roztocza (Tsutsumi 2004). Podobnego
rodzaju proteazy, produkowane przez roztocza kurzu domowego, zostaty opisane u chorych
na atopowe zapalenie skory. Uwaza si¢, ze powodujg one podraznienie skory (Deleuran i wsp.
1998).

Nuzence ludzkie na wszystkich etapach swojego rozwoju unikajg $wiatla
stonecznego. Z wnetrza mieszkow wlosowych wychodza jedynie noca, aby z predkoscia ok.
16 mm/godzing wegdrowac po powierzchni skory w poszukiwaniu partnera do rozrodu (Lacey
1 wsp. 2011). Cykl zyciowy nuzencéw sklada si¢ z pigciu stadidow rozwojowych i trwa ok. 14-
18 dni. Kopulacja odbywa si¢ przy wejsciu do mieszka wltosowego, po czym samica

przemieszcza si¢ do wnetrza gruczotu tojowego, gdzie sklada jaja, z ktorych po ok. 60
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godzinach wylegaja si¢ larwy. Kolejnymi stadiami rozwojowymi nuzencow sg protonimfy i
nimfy (Lacey i wsp. 2009, Spickett 1961).

Obecnos¢ roztoczy Demodex jest stwierdzana u przedstawicieli wszystkich ras
ludzkich oraz na réznych szerokosciach geograficznych (Lacey 1 wsp. 2009).
Prawdopodobnie do przeniesienia ich z czlowieka na cztowieka dochodzi podczas
bezposredniego kontaktu, przez stosowanie wspolnych przyborow toaletowych lub recznikow
oraz poprzez kurz. Kolonizacja skory nastepuje juz w dziecinstwie lub we wczesnej
dorostosci. Nie znaleziono ich jedynie na skérze noworodkow (Bonnar i wsp. 1993,
Borowska i wsp. 2003).

Do wykrywania roztoczy Demodex stosowane sg rozne metody diagnostyczne, lecz do
najwazniejszych naleza:

- metoda preparatu bezposredniego - z powierzchni skory pobiera si¢ zeskrobiny naskorka,
umieszcza si¢ je na szkietku podstawowym i dodaje kilka kropli 20% roztworu KOH; tak
przygotowany preparat przykrywa si¢ szkietkiem nakrywkowym i oglada w mikroskopie
$wietlnym w powigkszeniu 40x i 100x (Bohdanowicz i Raszeja-Kotelba 2001);

- metoda standaryzowanej biopsji powierzchni skéry (SSSB) - ma na celu okreslenie
gestosci pasozytow na 1 cm?® i umozliwia stwierdzenie zywych, poruszajacych sie roztoczy
Demodex; najpierw na szkietko podstawowe z oznaczong uprzednio powierzchnig 1 cm?
nanosi si¢ krople kleju cyjanoakrylatowego i tak przygotowane szkietko przyklada si¢ do
skory twarzy w miejscu obecno$ci zmian skornych; po 30 sekundach delikatnie usuwa si¢
szkietko 1 - po dodaniu kropli olejku imersyjnego oraz natozeniu szkietka nakrywkowego -
uzyskany preparat oglada si¢ pod mikroskopem $wietlnym przy uzyciu imersji (Bohdanowicz
i Raszeja-Kotelba 2001).

Odsetek 0sob, ktorych skora jest skolonizowana przez nuzenca ludzkiego, jest wysoki
i wynosi w populacji od 20% do 80% oraz wzrasta migdzy drugg a szosta dekadg zycia, po
czym utrzymuje si¢ na stalym poziomie az do 6smej dekady (Elston 2010). Co ciekawe,
odsetek o0sob ze skora skolonizowana jest niski u mtodych dorostych, u ktorych produkcja
toju - potencjalnego sktadnika pozywienia roztoczy - jest bardzo wysoka (Ozdemir i wsp.
2005).

Obecnos¢ roztoczy Demodex na skorze twarzy u wigkszo$ci ludzi nie prowadzi do
rozwoju objawow chorobowych (Akilov i Mumcuoglu 2003). Dlatego tuz po odkryciu
roztocza Demodex byly postrzegane jako organizmy zyjace w symbiozie z czlowiekiem
(Lacey i wsp. 2009). Dobrze udokumentowana zostala natomiast rola chorobotworcza

roztoczy Demodex canis, ktore u psow wywotujg nuzyce — powazng i potencjalnie $miertelng
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chorobe, zwigzang z obecnosciag wielu objawow skornych i1 ocznych, spowodowang
istnieniem u psow okreslonego defektu immunologicznego (Gortel 2006). Infestacja
nuzencami u innych ssakoéw przebiega bezobjawowo i obecnie nie wiadomo, czy przynosza
one gospodarzowi szkodg¢ czy pozytek (Lacey i wsp. 2011).

W roku 1930 opisano jednostke chorobows, zwang ,,pityriasis folliculorum”, ktorej
rozwo0j powigzano z bytowaniem nuzenca ludzkiego na skorze twarzy (Ayres 1930). Choroba
charakteryzowata si¢ wystgpowaniem na skorze twarzy niewielkich, luszczacych sig,
przymieszkowych grudek, obecnoscia uczucia suchosci skory i $wigdu. Wykwity skorne byty
zlokalizowane gtéwnie na policzkach, zazwyczaj jednostronnie, cho¢ mogly dotyczy¢ takze
powiek (Ayres 1930). W roku 1961 wyrdzniono jednostk¢ chorobowa, zwang nuzyca
(,,rosacea-like demodicidosis”), spowodowang nasilonym rozwojem Demodex folliculorum i
charakteryzujaca si¢ wystepowaniem rumienia, suchos$ci i tuszczenia przymieszkowego
(Ayres i Ayres 1961). Jak wykazaly pdzniejsze badania, ,,pityriasis folliculorum” stanowita
najtagodniejszg a zarazem najczestsza postaé nuzycy, na tyle dyskretng i mato znang, Ze
czgsto bywala niediagnozowana. Pityriasis folliculorum charakteryzuje si¢ obecnoscig objawu
dyskretnego rumienia oraz duzej ilosci nuzencéw na cm’ (nawet do 61 roztoczy), w
poréwnaniu do odmiany grudkowo-krostkowej tradziku ré6zowatego (do 36 roztoczy na sz)
(Forton i wsp. 2005, Forton 2012). Poniewaz schorzenie dotyczy zazwyczaj 0sob starszych,
sugeruje si¢, ze tak znaczny stopien proliferacji 1 zaggszczenia nuzencOw w pityriasis
folliculorum moze by¢ zwigzany z fizjologicznie obnizonym poziomem odpornosci (Forton i
wsp. 2005, Forton 2012).

W innych schorzeniach takze odnotowano obecnos$¢ zwigkszonej gestosci roztoczy na
skorze twarzy, przekraczajaca pieé roztoczy na cm? (Hsu 1 wsp. 2009). Zaczeto wowczas
podejrzewaé, ze obecno$¢ roztoczy Demodex moze mie¢ zwigzek z aktualnym stanem
immunologicznym ustroju, a nadmierny ich rozwdj moze si¢ przyczynia¢ do rozwoju chordb
skory (Akilov i Mumcuoglu 2003). Stwierdzono, ze apoptoza leukocytow wzrastala
proporcjonalnie do wzrostu liczby roztoczy Demodex, co moze by¢ wynikiem lokalnej
immunosupresji, wywotanej przez nuzence i utatwiajacej im przezycie (Akilov i Mumcuoglu
2003, Akilov i Mumcuoglu 2004). Zwigkszong liczebnos¢ roztoczy Demodex na skorze
twarzy stwierdzono u 0sob z obnizonym poziomem odpornosci, np. chorych z zapaleniem
okotoustnym skory, spowodowanym dlugotrwalym stosowaniem miejscowych preparatow
steroidowych Iub immunomodulujacych (Fujiwara i wsp. 2010), u pacjentow poddawanych
terapii immunosupresyjnej, np. u otrzymujacych chemioterapi¢ dzieci chorych na biataczke

(lvy 1 wsp. 1995), u pacjentdéw zakazonych wirusem HIV i chorych z AIDS (Aquilina i wsp.
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2002, Dominey i wsp. 1989) oraz u pacjentow przewlekle dializowanych (Karincaoglu i wsp.
2005). Co ciekawe, mimo ze cigza jest zwigzana z fizjologicznie obnizonym poziomem
odpornosci, to u ci¢zarnych nie zaobserwowano ani wigkszego niz w populacji zdrowej
stopnia kolonizacji skory nuzencem ludzkim, ani tez zmiany w ilo$ci nuzencow na cm? w
zaleznoéci od trymestru cigzy (Aydingoz i wsp. 2000). Obecno$¢ roztoczy Demodex
wydawata si¢ tez nie mie¢ zwigzku z patogeneza tradziku pospolitego, poniewaz obecnosci
nuzencoOw nie stwierdzono w zawarto$ci mikrozaskornikow (Okyay i wsp. 2006).

Zwigkszona infestacja skory twarzy nuzencem ludzkim jest réwniez uznawana za
czynnik etiologiczny w patogenezie tradziku rézowatego. U chorych na te chorobg $rednie
zageszczenie nuzenca na skoérze twarzy wynosito 10,8 roztocza/cm?®, a w grupie 0sob
zdrowych - 0,7 roztocza/cm? (Forton i Seys 1993). Jednak gdy wzia¢ pod uwage wszystkie
typy tradziku r6zowatego, t0 okazuje si¢, ze istotnie statystycznie zwickszona ilo$¢ roztoczy
na cm? wystepuje jedynie w odmianie grudkowo-krostkowej rosacea (Forton i Seys 1993).
Co ciekawe, podwyzszona liczba nuzencoéw na cm? koreluje tez z obecnos$cia u pacjentow
niespecyficznych objawow skornych, takich jak §wigd twarzy z rumieniem lub bez rumienia,
obecno$¢ wykwitow grudkowo-krostkowych bez cech teleangiektazji lub zaczerwienienia, ale
bez pelnego obrazu rosacea (Karincaoglu i wsp. 2004).

Wydaje sig, ze obecnosé¢ roztoczy Demodex na powierzchni skory nie jest tak istotna,
jak ich obecno$¢ w obrebie mieszkow wlosowych (Ayres i Ayres 1961). Badajac wycinki
histopatologiczne skory pobrane od osob zdrowych, roztocza Demodex stwierdzano w co
dziesigtej biopsji skory twarzy, cho¢ wewnatrz mieszkow wlosowych odsetek ten wynosit
12% (Aylesworth i wsp. 1982). Jednak w wycinkach skornych, w ktorych mieszki wlosowe
wykazywaty cechy zapalenia, obecno$¢ roztoczy Demodex folliculorum zostata wykazana w
42% i tylko w 10% mieszkéw nieobjetych stanem zapalnym. Okazato sie, ze 83% wszystkich
mieszkow zawierajgcych roztocza Demodex wykazywato cechy zapalenia (Aylesworth i wsp.
1982). Nie odpowiedziano jednak na pytanie, czy Demodex folliculorum wywotuje stan
zapalny w mieszku wlosowym, czy raczej chetniej zasiedla mieszki juz objete stanem
zapalnym (Vollmer 1996).

Zwigkszona liczba roztoczy Demodex, ktora obserwuje si¢ u chorych z tradzikiem
rézowatym, moze zatem przyczyniaé si¢ do rozwoju objawow tej choroby (Crawford i wsp.
2004). Proponowanych jest kilka mechanizmow patogennego dziatania omawianych
mikroorganizméw. Moga one prowadzi¢ do rozdecia mieszkow wlosowych poprzez
mechaniczng ich blokad¢ oraz wywotywaé rozwoéj hiperkeratozy wewnatrzmieszkowej

(Lacey 1 wsp. 2009). Obecnos¢ ich chitynowego szkieletu zewnetrznego moze si¢ przyczyniac
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do powstawania w skorze ziarniniakéw, a produkty przemiany materii roztoczy moga
aktywowa¢ elementy wrodzonego ukladu odpornosciowego lub stymulowaé uktad
immunologiczny w mechanizmie reakcji typu opoznionej nadwrazliwosci (Lacey i1 wsp.

2009).
1.7.7.2. Bacillus oleronius

Hipoteza o patogennosci nuzenca ludzkiego przewiduje, ze mikroorganizm ten moze
stanowi¢ bierny wektor dla innego drobnoustroju, wywotujacego objawy chorobowe w
przebiegu tradziku rézowatego (Hsu i wsp. 2009). Zastanawiano si¢ nad skutecznos$cig
dziatania doustnych preparatow tetracyklin, ktorych stosowanie powodowato istotng poprawe
stanu klinicznego chorych na tradzik ré6zowaty (Lacey i wsp. 2009). Te antybiotyki, znane od
1948 roku, posiadajg wiele unikalnych wtasciwosci. Za glowny mechanizm ich skutecznego
dzialania w terapii rosacea uwazano poczatkowo nieswoiste dzialanie przeciwzapalne
(Sapadin i Fleischmajer 2006, Marks 1968). Leki te nie wykazuja dziatania wobec roztoczy
Demodex folliculorum, nie redukuja ich liczebnosci na skorze, lecz rownoczesnie hamuja
chemotaksje¢ i migracje neutrofili (Esterly i wsp. 1978) oraz wptywaja na proces angiogenezy
dzieki hamowaniu aktywnos$ci metaloproteinaz tkankowych (szczegdlnie MMP-8 i MMP-9)
(Hanemaaijer i wsp. 1998).

Poniewaz jednak inne preparaty o dzialaniu przeciwzapalnym, jak preparaty
steroidowe czy takrolimus, moga prowadzi¢ do rozwoju lub zaostrzenia objawow tradziku
rézowatego (Antille i wsp. 2004), skutecznos¢ dziatania tetracyklin probowano wytlumaczyé
istnieniem nieznanego czynnika bakteryjnego, mogacego uczestniczy¢ w patogenezie rosacea.
Zastanawiano si¢ nad tym, dla jakiego mikroorganizmu roztocze Demodex moze stanowié¢
wektor. Nie udato si¢ wykaza¢ w roztoczach Demodex obecno$ci DNA Gram-ujemnej
bakterii wewnatrzkomorkowej Wolbachia pipientis, szeroko rozpowszechnionej i
wykrywanej uprzednio wewnatrz réznych gatunkdéw roztoczy i nicieni (Borgo i wsp. 2009).
Natomiast z wnetrza nuzenca ludzkiego, pobranego od jednego z czterdziestoosobowej grupy
pacjentow z odmiang grudkowo-krostkowa tradziku rozowatego, udato si¢ wyizolowaé
bakteri¢ Bacillus oleronius (Lacey i wsp. 2007). Gatunek ten jest przetrwalnikujaca laseczka
Gram-ujemna, wyodrebniong w obrebie rodzaju Bacillus, nalezacego do rodziny Bacillaceae
(Szkaradkiewicz 2011). Opisany po raz pierwszy w roku 1995, Bacillus oleronius zostat
wyizolowany z koncowego odcinka jelita termitow Reticulitermes santonensis, u ktorych

prawdopodobnie spetnia rolg symbiotyczng (Kuhnigk i wsp. 1995).
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Bacillus oleronius produkuje dwa biatka antygenowe, ktore byly zdolne do
pobudzania proliferacji obwodowych komoérek jednojadrzastych (PBMC) u 16 z 22 (73%)
pacjentow z odmiang grudkowo-krostkowg rosacea oraz jedynie u 5 z 17 (29%) pacjentow
zdrowych (Lacey 1 wsp. 2007). Znacznie wicksza czestos¢ pobudzania komorek
jednojadrzastych w grupie pacjentdow z rosacea moze wskazywa¢ na to, ze ich uktad
immunologiczny mogl mie¢ wczesniejszy kontakt z antygenami bakterii Bacillus oleronius
(Lacey i wsp. 2007). Dodatkowo, surowice krwi pochodzace od szeSciu pacjentow z odmiang
grudkowo-krostkowa  tradziku rozowatego wykazywaty reaktywno$¢ z dwoma
wyizolowanymi od bakterii biatkami (62-kDa i 83-kDa) (Lacey i wsp. 2007). W innym
doswiadczeniu badano surowice pobrane od 59 pacjentéw z rozpoznanym tradzikiem
rézowatym i Wykazano istotng statystycznie korelacj¢ migdzy dodatnig reakcjg ich surowicy z
antygenami Bacillus oleronius a obecnoscia roztoczy Demodex na rzgsach i obecnoscig zmian
skornych na twarzy (Li i wsp. 2010). Wyniki jeszcze innych badan wykazaty, ze bialka
pochodzace od Bacillus oleronius moga stanowi¢ czynnik aktywujacy neutrofile (O’Reilly i
wsp. 2012). Taka aktywacja granulocytow obojetnochtonnych moglaby mie¢ miejsce
wowecezas, gdyby uwolnione z roztoczy biatka bakterii Bacillus oleronius przedostaty si¢ poza
mieszek wlosowy do otaczajacych tkanek, co mogloby skutkowaé rozwojem miejscowego

stanu zapalnego w tkance okotomieszkowej (O’Reilly i wsp. 2012).
1.7.7.3. Helicobacter pylori

Wiele kontrowersji budzi rola bakterii Helicobacter pylori w patogenezie tradziku
rozowatego. Jest to kolonizujgca blon¢ §luzowa zotadka Gram-ujemna spiralna pateczka,
wyodrgbniona w obrgbie rodzaju Helicobacter, nalezacego do rodziny Helicobacteraceae
(Szkaradkiewicz 2011). Produkuje liczne enzymy, w tym intensywnie wytwarza ureaze,
powodujaca kataboliczny rozklad mocznika do amoniaku i CO,. W ten sposdb wytwarza
wokot siebie alkaiczne mikrosrodowisko, pozwalajace jej przezy¢ w warunkach niskiego pH
soku zotagdkowego. Naturalnym rezerwuarem Helicobacter pylori jest cztowiek, a zakazenie
tag bakterig stwierdza si¢ u 30-40% mieszkancow Europy Zachodniej oraz u 90%
mieszkancow krajow rozwijajacych si¢ (Deron i Kie¢-Swierczynska 2002). Helicobacter
pylori stanowi jedyny patogen bakteryjny, ktory zostat uznany przez WHO jako karcinogen I
klasy, zwiekszajacy ryzyko rozwoju raka zotgdka (Szkaradkiewicz 2011).

Przypuszczenie o mozliwym udziale Helicobacter pylori w patogenezie tradziku
rézowatego wysuni¢to na podstawie obserwacji klinicznych. U chorych na rosacea

stwierdzano mie¢dzy innymi rézne zaburzenia zolgdkowo-jelitowe (chorobe wrzodowa,
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zapalenie blony §luzowej zotadka), sezonowos$¢ pojawiania si¢ zaostrzen rosacea (podobnie
jak w chorobie wrzodowej) oraz skuteczno$¢ terapii metronidazolem (Marks i wsp. 1967,
Szlachcic 2002). Wyniki niektorych badan wskazaly na wyzszy niz w zdrowej populacji
stopien infekcji Helicobacter pylori u osob z tradzikiem rézowatym (Rebora i1 wsp. 1995),
cho¢ inne badania nie potwierdzity takich obserwacji (Herr i You 2000). Eradykacja
Helicobacter pylori w jednych przypadkach skutkowata poprawag w zakresie zmian skornych
(Utas i wsp. 1999), a innym razem poprawy nie obserwowano (Herr i You 2000).

Wsrod bakterii Helicobacter pylori wyizolowano szczepy roznigce si¢ poziomem
wirulencji. W zaleznos$ci od obecnosci lub braku czynnikoéw zjadliwosci dzieli si¢ je na dwa
typy. U bakterii typu I, obejmujacego 60-80% szczepoéw Helicobacter pylori, stwierdza si¢
wytwarzanie silnie immunogennego biatka CagA o aktywnosci cytotoksycznej. Ponadto typ |
produkuje cytotoksyne wakuolizujaca - VacA, ktorej sekrecja jest zsynchronizowana z
translokacja CagA do komorki nabtonka zotadka. Bakterie typu II nie wytwarzaja cytotoksyn
(Crabtree i wsp. 1995). Co wigcej, jedynie obecnos¢ szczepu typu I jest zwigzana z
uwalnianiem substancji wazoaktywnych oraz niektorych cytokin, w tym IL-8, silnego
czynnika aktywujacego i chemotaktycznego dla neutrofili. W badaniu przeprowadzonym na
60 chorych na tradzik rézowaty i wspotistniejaca infekcja Helicobacter pylori, u 67% z nich
stwierdzono obecno$¢ szczepu CagA (+) oraz podwyzszone osoczowe wartosci TNF-a 1 IL-8.
Natomiast w grupie kontrolnej obecnos¢ szczepu CagA (+) stwierdzono w 32% przypadkow
(Szlachcic i wsp. 1999). Po leczeniu eradykacyjnym Helicobacter pylori obserwowano
poprawe w zakresie objawOw tradziku rézowatego, jak réwniez normalizacje poziomow
wartosci TNF-a i IL-8 (Lazaridou i wsp. 2011). Na podstawie wynikow tych badan
spekulowano, ze zjadliwy szczep CagA (+) Helicobacter pylori moze mie¢ udziat w
wywolywaniu objawow rosacea poprzez podnoszenie osoczowych stezen wybranych cytokin
(Szlachcic i wsp. 1999).

Inna koncepcja dotyczaca patogennosci Helicobacter pylori zaktada, ze ta bakteria
posiada zdolno$¢ do zwigkszania osoczowego poziomu reaktywnych form tlenu (ROS —
reactive oxygen species) (Baz i wsp. 2004) oraz przyczynia si¢ do uwalniania cytokin
prozapalnych w mechanizmie zaleznym od aktywacji receptorow TLR2 1 TLR4 w komorkach
nabtonkowych blony §luzowej zotadka (Kawahara i wsp. 2001, Smith i wsp. 2003).
Nastepnie, reaktywne formy tlenu moga w rdézny sposob przyczynia¢ si¢ do rozwoju zmian
skornych, migdzy innymi hamujac inhibitory metaloproteinaz tkankowych (Vincent i Eris
2004).
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1.7.7.4. Chlamydia pneumoniae

Bakterig, ktorg rowniez podejrzewa si¢ o udzial w patogenezie tradziku rézowatego,
jest Chlamydia pneumoniae. Gatunek ten nalezy do rodzaju Chlamydia, rodziny
Chlamydiaceae i stanowi patogen uktadu oddechowego (Szkaradkiewicz 2011). W badaniach
przeprowadzonych na grupie dziesigciu 0sOb z rozpoznanym tradzikiem rézowatym, przez 5
do 19 tygodni uczestnikom podawano doustne preparaty azytromycyny (Fernandez-Obregon i
Patton 2007). Przed wiaczeniem leczenia u 4 na 10 pacjentow stwierdzono w biopsji
policzkowej antygeny Chlamydia pneumoniae, zas w surowicy 8 na 10 pacjentow
stwierdzono obecno$¢ przeciwcial tej bakterii. Nie udato si¢ natomiast (przy uzyciu metody
PCR) wykry¢ obecnosci DNA Chlamydia pneumoniae w jednojadrzastych komoérkach krwi
obwodowej. Jednak u wszystkich pacjentow leczonych azytromycyna odnotowano poprawe
stanu klinicznego, od umiarkowanego do znacznego stopnia (Fernandez-Obregon i Patton
2007).

1.8. Leczenie tradziku rozowatego

Z powodu roznorodnosci objawdéw 1 zlozonej etiopatogenezy, leczenie tradziku
rozowatego jest procesem dlugotrwaltym 1 trudnym. Wedlug rekomendacji ekspertow z
Rosacea International Expert Group, postepowanie terapeutyczne w tej chorobie ma charakter
glownie objawowy i powinno by¢ dostosowane do objawow indywidualnych, typowych dla
danego pacjenta (Elewski i wsp. 2011). Na kompleksowe postepowanie powinny si¢ sktadac¢
trzy elementy: edukacja pacjenta, pielggnacja skory oraz leczenie. W terapii tradziku
rézowatego stosuje si¢ preparaty podawane ogélnie i miejscowo (Elewski i wsp. 2011).
Kazdej odmianie tradziku rdézowatego zostaty przyporzadkowane okreslone algorytmy
postepowania (Pelle i wsp. 2004). Edukacja pacjenta polega na zrozumialym objasnieniu
patomechanizmu choroby oraz na wyjasnieniu jego roli w procesie leczniczym. Pacjent nie
tylko powinien stosowac si¢ do zalecen lekarskich, lecz rowniez unikaé sytuacji, w ktorych
bylby narazony na dziatanie czynnikéw wywotujacych pojawianie si¢ objawoOw na skorze

twarzy (Elewski i wsp. 2011).
1.8.1. Leczenie miejscowe

Celem terapii preparatami miejscowymi jest zmniejszenie intensywnosci
odczuwanych przez pacjenta dolegliwosci, takich jak pieczenie lub $wiad oraz uzyskanie

poprawy w zakresie stopnia nasilenia zmian skornych (Elewski i wsp. 2011). Preparatami
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zarejestrowanymi przez FDA (Food and Drug Administration) do leczenia tradziku
rozowatego s3:

- Metronidazol — najczesciej stosowany $rodek w terapii miejscowej, wykazujacy
dziatanie przeciwzapalne, antybakteryjne i prawdopodobnie immunomodulujace (Buechner
2005, Elewski 2007). Jest dobrze tolerowany i szczegolnie skuteczny w leczeniu odmiany
grudkowo-krostkowej rosacea oraz w zapobieganiu nawrotom pojawiania si¢ zmian skornych.
Posiada natomiast ograniczong skuteczno$¢ w leczeniu teleangiektazji. Wykazano, ze
zastosowany miejscowo redukuje nasilenie rumienia 1 zmian zapalnych w stopniu
poréwnywalnym do przyjmowanych doustnie preparatow tetracyklin (Nielsen 1983).

- Kwas azelainowy - posiada wlasciwosci antybakteryjne, przeciwzapalne i
keratolityczne. Jest stosowany w leczeniu tragdziku pospolitego, tradziku rézowatego oraz w
terapii przebarwien (Frampton i Wagstaff 2004). Skutecznie redukuje rumien i zmiany
zapalne, szczegdlnie u pacjentdow z odmiang grudkowo-krostkowg rosacea; a 15% kwas
azelainowy w podilozu zelowym wykazuje wigkszg skuteczno$¢ niz metronidazol w
kontrolowaniu nasilenia rumienia i zmian zapalnych (Szepietowski i Reich 2003).

- 10% sulfacetamid sodu w potaczeniu z 5% siarkag - wykazuje dziatanie
komedolityczne, keratolityczne i1 przeciwbakteryjne, a domieszka siarki zapewnia dziatanie
przeciw nuzencom. Skutecznie redukuje objaw rumienia i zmiany zapalne (Sauder i wsp.
1997), przy czym najlepsze efekty wykazuje wowczas, gdy jest stosowany jako sktadnik zelu
do mycia twarzy w terapii taczonej z preparatami miejscowymi metronidazolu (Pelle i wsp.
2004).

W miejscowej terapii tradziku rézowatego stosuje si¢ ponadto nadtlenek benzoilu,
ktory skutecznie tagodzi nasilenia objawoéw grudkowych i krostkowych, cho¢ niekiedy moze
wywotywac podraznienia skory (Pelle i wsp. 2004). Stosuje si¢ rOwniez miejscowe preparaty
antybiotykow: klindamycyny 1 erytromycyny (Gauwerky 1 wsp. 2009) oraz preparaty
retinoidow, szczegolnie - nowszej generacji, jak adapalen, ktore sg na ogot dobrze tolerowane
przez chorych (Altinyazar i wsp. 2005). Ostroznie natomiast nalezy podchodzi¢ do
stosowania preparatow inhibitorow kalcyneuryny, bowiem takrolimus i pimekrolimus - mimo
ze odznaczajg si¢ skutecznoscig w leczeniu tradziku rézowatego posteroidowego (Chu 2005) -
mogg u pacjentéw nasila¢ lub wyzwalac¢ objawy tradziku rézowatego (Antille i wsp. 2004).

W terapii tradziku rozowatego, szczeg6lnie w okresie remisji choroby, wykorzystuje
si¢ tez zabiegi z uzyciem pulsujacego lasera barwnikowego (IPL). Zabiegi te zmniejszaja
nasilenie rumienia i likwidujg teleangiektazje, przez co korzystnie wptywaja na wyglad i

samopoczucie chorych (Uszynska-Jast i May 1999).
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Istotne znaczenie w terapii tradziku ré6zowatego ma rowniez odpowiednia pielegnacja
skory twarzy, pozwalajagca unikngé kolejnych nawrotow choroby. Zaleznie od stopnia
zaawansowania choroby moze by¢ stosowana jako postepowanie gtowne (w poczatkowym
okresie) lub uzupelniajace - w okresie zaostrzenia zmian (Zegarska i Placek 2004). Na
pielegnacj¢ skory sktada si¢ mycie twarzy z uzyciem ptynéw micelarnych lub zeli do mycia
dla skory wrazliwej, stosowanie odpowiednich kreméw pielegnacyjnych i fotoprotekcyjnych
oraz unikanie narazenia skory na oddzialywanie niekorzystnych czynnikéw zewngtrznych,
takich jak wysokie lub niskie temperatury badz palenie tytoniu. Chorych nalezy
poinformowaé, iz do pielegnacji skory twarzy nie powinni uzywa¢ mydta. Preparaty
kosmetyczne przeznaczone dla chorych na tradzik rozowaty powinny by¢ przez nich dobrze
tolerowane i zawiera¢ substancje czynne, takie jak: witamina C, witamina K, witamina PP
(Zegarska i Placek 2004). Jako uzupelnienie leczenia i pielegnacji na istniejace juz zmiany
skérne wskazane jest stosowanie makijazu kamuflujacego, ktéry umozliwia szybka poprawe
wygladu skory (Gupta i Chaudhry 2005). Preparaty stosowane do makijazu korekcyjnego
powinny by¢ dostosowane do pory roku oraz zawiera¢ w swoim sktadzie substancje czynne,

istotne w pielggnacji skory chorych na tradzik rozowaty (Szpanka i wsp. 2012).
1.8.2. Leczenie ogdlne

W przypadkach braku efektu za pomoca leczenia miejscowego, stosuje si¢ terapi¢
preparatami podawanymi ogolnie. Gloéwnymi lekami stosowanymi w terapii ogolnej sa
tetracykliny (Elewski i wsp. 2011). Te antybiotyki o dziataniu bakteriostatycznym posiadaja
wyjatkowe wilasciwosci, ktore czynig je lekami niezwykle skutecznymi w terapii
przewlektych choréb zapalnych. Tetracykliny hamuja chemotaksj¢ neutrofili, redukuja
aktywno$¢ kolagenazy, fosfolipazy A2 i metaloproteinaz oraz przyczyniaja si¢ do redukcji
poziomu prozapalnych cytokin (IL-1p i TNF-a) (Sapadin i Fleischmajer 2006). Najczesciej sa
podawane w dawkach poczatkowych: tetracyklina 250-1000 mg/dobe, doksycylina 100-200
mg/dobg i - niedostgpna w Polsce - minocyklina 100-200 mg/dobe (Raszeja-Kotelba i wsp.
2004). Po 2-4 tygodniach terapii dawki nalezy zredukowac i pozostawi¢ na takim poziomie,
przy ktorym lek wykazuje juz tylko dzialanie przeciwzapalne. Tetracykliny w dawkach
minimalnych (tzw. subantimicrobal dose) i doksycylina w dawce przeciwzapalnej (2 x
20mg/dobe) powodujg znamiennie wigksza niz placebo redukcje calkowitej liczby zmian
zapalnych u chorych z rosacea (Del Rosso i wsp. 2007). Antybiotykami stosowanymi w

przypadkach braku tolerancji tetracyklin sa makrolidy: erytromycyna, klarytromycyna i
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azytromycyna, ktorych dziatanie polega na hamowaniu chemotaksji neutrofilow (Labro
1998).

Czesto w terapii rosacea stosuje si¢ tez doustne preparaty metronidazolu (Saihan i
Burton 1980). W leczeniu ci¢zszych odmian tradziku rézowatego, jak posta¢ z dominacja
zmian przerostych, w tradziku ziarniniakowatym czy w rosacea fulminans, znajduja
zastosowanie doustne preparaty retinoidow (Zaba i Grzybowski 1999). Wykazuja one
korzystny efekt leczniczy, poniewaz zmniejszaja produkcje VEGF przez keratynocyty,
dzialajac w ten sposob antyangiogennie (Weninger i wsp. 1998). Na ogo6t sa dobrze
tolerowane i powoduja dlugotrwalg reemisje objawdw, cho¢ poczatek ich dzialania jest
pOzniejszy niz preparatow antybiotykowych. Stosowana w cigzkich odmianach tradziku
rézowatego izotretinoina jest podawana w dawkach 0,2-0,3mg/kg m.c. na dzien, przez okres
od 4 do 6 miesiecy, CO przynosi poprawe w postaci ustgpienia grudek i krost obserwowang u
88% pacjentow (Zaba i Grzybowski 1999). W terapii tradziku rézowatego wykorzystuje sic
tez metody zabiegowe. Redukcje w zakresie zmian zapalnych na skérze uzyskuje si¢ stosujac
pulsacyjny laser barwnikowy, ktory dziala na powierzchownie lezace naczynia 1 przynosi
dobre efekty w terapii odmiany rumieniowej rosacea (Butterwick i wsp. 2006). Natomiast do
leczenia postaci z dominacjg zmian przerostych zarezerwowane sg metody chirurgiczne

(Redett i wsp. 2001).
1.8.3. Psychoterapia

Tradzik r6zowaty jest zaliczany do chordb psychogennych (Chodkiewicz i wsp. 2007).
Chorzy na rosacea czesto wymagaja Specjalistycznej opieki psychologicznej lub
psychiatrycznej. Niektorzy z nich powinni mie¢ mozliwos$¢ uczestnictwa w grupach wsparcia.
Natomiast ci chorzy, u ktorych stwierdza si¢ glebsze zaburzenia funkcjonowania
psychicznego, powinni by¢ kierowani na szczeg6élnie skuteczng terapi¢ poznawczo-

behawioralng (Chodkiewicz i wsp. 2007).
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2. Cele pracy

Mimo istotnego postgpu w zakresie rozumienia patomechanizmu tradziku rézowatego
oraz mimo wprowadzenia nowoczesnych metod leczenia, schorzenie to nadal stanowi
znaczny problem diagnostyczny i terapeutyczny. W badaniach wiasnych postanowiono
podda¢ ocenie udziat wybranych czynnikow etiologicznych w patogenezie schorzenia, w tym
oceni¢ w jaki sposob stan tojotokowy wptywa na liczebnosci roztoczy Demodex folliculorum
na skorze twarzy u chorych na trgdzik rézowaty oraz u oséb zdrowych. W badaniu innych
autorow z wnetrza nuzenca ludzkiego wyizolowano juz wcze$niej bakterie Bacillus oleronius
(Lacey i wsp. 2007), ale brak jest doniesien na temat porownania wyhodowanego szczepu ze
szczepem referencyjnym Bacillus oleronius (Lacey i wsp. 2007, Kuhnigk i wsp. 1995).
Dlatego tez w badaniach wtasnych chcac odpowiedzie¢ na pytanie, czy roztocza Demodex
moga stanowi¢ wektor dla bakterii Bacillus oleronius, do okreSlenia przynalezno$ci
taksonomicznej bakterii postuzono si¢ wybranymi metodami molekularnymi. Badania
moéwiace, ze istnieniu silnej korelacji pomigdzy obecno$cig roztoczy Demodex u pacjentow z
zapaleniem brzegbéw powiek a zwigkszonymi poziomami interleukiny 17 we tzach (Kim i
wsp. 2011) sklonily autora tej pracy do poddania ocenie surowiczych stezen prozapalnej
interleukiny 17, ktéra stymulujac proces angiogenezy, moze odgrywaé istotng rolg w
powstawaniu objawow naczyniowych tragdziku rézowatego. Poddano tez badaniu surowice
krwi pochodzace od oséb chorych na tradzik rézowaty i os6b zdrowych, aby ocenié, czy
biatka bakterii Bacillus oleronius zdolne sa do wywotania humoralnej odpowiedzi

immunologicznej.
Cele pracy:

1. Ocena wplywu stanu tojotokowego na liczebnos$ci roztoczy Demodex folliculorum na
skorze twarzy u chorych z grupy badanej i osob z grupy kontrolnej

2. Ocena roli roztoczy Demodex folliculorum jako potencjalnych wektorow dla bakterii
Bacillus oleronius

3. Ocena poziomo6w surowiczych stezen interleukiny 17A u pacjentow z grupy badanej i
0sob z grupy kontrolnej

4. Ocena reakcyjnosci surowic krwi z biatkami bakterii Bacillus oleronius u pacjentow z

grupy badanej i 0sob z grupy kontrolnej.
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3. Material i metody

3.1. Material
3.1.1. Grupy badane
3.1.1.1 Grupa badana

Badaniom poddano grupg¢ 100 chorych na trgdzik rézowaty, w tym 60 kobiet i 40
mezezyzn, w wieku od 20 do 83 lat, hospitalizowanych w Klinice Dermatologii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu lub leczonych ambulatoryjnie w Poradni Dermatologicznej przy
Klinice Dermatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, w okresie od 1 lutego do 16
grudnia 2011 roku. Sredni wiek chorych na tradzik rézowaty wynosit 47,13 lat, $redni wiek
kobiet z tej grupy wynosit 44,83 lat, a m¢zczyzn - 50,58 lat.

Badania zostaly zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng dzialajaca przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 546/10 z
17 czerwca 2010 roku). Przed wlaczeniem do badan wszyscy uczestnicy otrzymali
wyczerpujaca informacje¢ dotyczacg celu i1 zakresu badan oraz wyrazili na pi§mie zgode na
udziat w badaniu (zalacznik). Kryterium wiaczajacym do badan dla obu grup byt ujemny
wynik badania rzes w kierunku obecnos$ci roztoczy Demodex folliculorum. Chorzy wlaczeni
do badan - co najmniej przez miesigc przed badaniem - nie mogli by¢ leczeni ogdlnie

doustnymi preparatami antybiotykowymi, retinoidami, glikokortykosteroidami ani sulfonami.
3.1.1.1 Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowitlo 40 zdrowych ochotnikow, w tym 24 kobiety 1 16
mezczyzn, w wieku od 15 do 72 lat. Sredni wiek osob z grupy kontrolnej wynosi 30,35 lat, w

tym $redni wiek kobiet - 32,46 lat, a me¢zczyzn - 30,35 lat.
3.1.2. Zeskrobiny naskorka

Zeskrobiny naskorka uzyskiwano poprzez delikatne zeskrobywanie jalowym
skalpelem powierzchni skory twarzy (okolice skory policzkdw, nosa i1 czota). Tak uzyskany
material umieszczano na szkietku podstawowym, przykrywano szkielkiem nakrywkowym i
ogladano pod mikroskopem przy powigkszeniu 10-40x. Wynik pozytywny oznaczal obecnos¢
w badanym materiale co najmniej 5 dorostych form roztoczy Demodex folliculorum.

Przynaleznos¢ taksonomiczng roztoczy do gatunku Demodex folliculorum okres$lano
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kazdorazowo w oparciu o dane z literatury oraz na podstawie analizy obserwowanych cech

budowy anatomicznej roztocza (Desch 1 Nutting 1971, 1972; Bielenin i Biatczyk, 1993).
3.1.3. Surowica krwi do badan

Od 0s6b chorych i zdrowych jednorazowo pobrano 10 ml krwi obwodowej na skrzep,
odwirowano, a uzyskang po odwirowaniu probke surowicy rozdzielano na 3 czeSci, ktore
nastepnie przechowywano w opisanych probowkach, w temperaturze — 80°C do momentu

przeprowadzenia oznaczen.
3.2. Metody
3.2.1. Badanie podmiotowe

W badaniu podmiotowym przeprowadzano wywiad z chorymi. Uwzglgdniano migedzy

innymi wiek, czas trwania choroby oraz przebieg dotychczasowego leczenia.
3.2.2. Badanie przedmiotowe

Wszyscy pacjenci z grupy badanej zostali poddani przedmiotowemu badaniu
dermatologicznemu, w ktorym oceniano obecno$¢, lokalizacje, rodzaj i nasilenie wykwitow
skornych, takich jak: rumien, grudki, krosty, teleangiektazje oraz zmiany przerostowe.
Klinicznego podziatu tradziku réozowatego dokonano przy zastosowaniu klasyfikacji ustalonej
na podstawie Standardow Klasyfikacji Tradziku Roézowatego, wydanych pod auspicjami
National Rosacea Society. Uwzgledniajac rodzaj oraz lokalizacje wykwitow skornych
stwierdzonych u zbadanych pacjentow, wyodrgbniono nastepujace postaci tradziku
rozowatego: I — posta¢ rumieniowg z teleangiektazjami, II — posta¢ grudkowo-krostkowa, 111
— posta¢ oczng, IV — posta¢ z dominacjg zmian przerostowych.

Na koncowa ocene stanu klinicznego pacjentdéw wplywal stopien nasilenia zmian
skornych obserwowanych u chorych. Oceny stopnia nasilenia zmian skérnych u chorych na
tradzik rézowaty dokonano w oparciu o skale punktowa, zgodng ze Standardami Oceny
Stopnia Nasilenia Zmian Skoérnych w Przebiegu Tradziku Roézowatego (z 2004 roku),
wydanych pod auspicjami National Rosacea Society. Do oceny nasilenia objawéw rumienia,
teleangiektazji, zmian przerostowych i zmian ocznych przyjmowano nast¢pujace kryteria
punktowe: 0 - brak zmian chorobowych, 1 - stabe nasilenie, 2 - umiarkowane nasilenie, 3 -
znaczne nasilenie. W przypadku wykwitow grudkowych i krostkowych obliczano ich liczbe

w obrgbie potowy skory twarzy, wedtug skali punktowej: 0 - brak zmian chorobowych (brak
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wykwitow), 1 - obecno$¢ 1-5 wykwitow (stabe nasilenie), 2 - obecnos$¢ 6-10 wykwitow
(umiarkowane nasilenie), 3 - obecnos¢ powyzej 10 wykwitdéw (znaczne nasilenie) (Wilkin i
wsp. 2002, Wilkin i wsp. 2004).

3.2.3. Badania dodatkowe
3.2.3.1. Badanie metodg standaryzowanej biopsji powierzchni skory twarzy (SSSB)

W badaniu tym oceniano ilo§¢ roztoczy Demodex folliculorum na 1 cm? powierzchni
skory twarzy policzka. Na szkietko podstawowe z obrysowanym wczes$niej kwadratem o
boku 1 cm nanoszono krople kleju cyjanoakrylowego (Super Glu®), a nastepnie przyktadano
szkietko do skory twarzy i dociskano. Po 30 sekundach szkietko delikatnie usuwano,
naktadano krople olejku immersyjnego, przykrywano preparat szkietkiem nakrywkowym i
ogladano w mikroskopie $wietlnym w powigkszeniu 10x 1 40x. Oceniano liczbe pasozytéw na

1 cm? (Bohdanowicz i Raszeja-Kotelba 2001).
3.2.3.2. Badanie poziomu wydzielania loju przez skore twarzy

Badanie to polegato na pomiarze doraznego poziomu wydzielania toju skornego przy
uzyciu aparatu The Sebumeter® SM 815 Courage-Khazaka (Courage-Khazaka electronic
GmbH, Koln, Germany). Badanie przeprowadzano w warunkach zalecanych przez
producenta. Na powierzchni¢ skory policzka przyktadano na 30 sekund fragment tasmy o
grubo$ci 0,1 mm, umieszczonej na wateczku sondy zaopatrzonej w sprezyne gwarantujaca
staty nacisk na powierzchni¢ skory. Po usunigciu sondy z powierzchni skoéry i umieszczeniu
jej w sebumetrze, aparat dokonuje pomiaru ilosci wydzielanego toju. Otrzymany wynik w
mikrogramach na cm? oznaczal: ponizej 70 pg/cm® - skore sucha, 70-180 pg/em? - skore

normalna, powyzej 180 pg/cm? - skére thusta.
3.2.4. Badania mikrobiologiczne
3.2.4.1. 1zolacja bakterii i identyfikacja fenotypowa

Pobrane od pacjentéw probki zeskrobin naskorka byty inkubowane przez 24 godziny
w bulionie hodowlanym (Difco, Franklin Lakes, NJ, USA), w temperaturze 37°C. Nastepnie,
wyroste bakterie przenoszono na podtoza state: agar tryptozowo-sojowy (Difco) oraz agar z
5% krwig baranig i inkubowano w temperaturze 37°C przez 24-48 godzin. Wzrost kolonii byt
oceniany makroskopowo i mikroskopowo (preparaty barwione metodg Grama). Bakterie

Bacillus oleronius identyfikowano na podstawie nastepujgcych cech: laseczki S$redniej
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wielko$ci barwigce si¢ Gram-ujemnie, tworzace przetrwalniki, nie majace zdolnosci ruchu w
kropli wiszacej oraz nieposiadajgce Wici i rosngce w warunkach tlenowych (Kuhnigk i wsp.
1995). Do badania obecnosci wici zastosowano odczynnik BD Flagella Stain Droppers (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA). Identyfikacja byla ostatecznie potwierdzana przy uzyciu metody
PCR (Szkaradkiewicz 2011, Szkaradkiewicz iwsp. 2012).

3.2.4.2. Ekstrakcja DNA

Do izolacji DNA uzyto zestawu Sherlock AX (A&A Biotechnology). Zestaw opiera
si¢ na zdolnosci wigzania si¢ DNA do krzemionki w wysokich st¢zeniach soli
chaotropowych. Pobrane w badaniu zeskrobiny naskoérka umieszczano w 1,5 ml jatowej
proboéwce (Eppendorf), do ktérej dodawano 0,7 ml roztworu lizujacego 1 20 pl Proteinazy K.
Calo$¢ wymieszano 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 minut. Nastepnie pobierano
roztwor z probowki i nanoszono na kolumn¢ do oczyszczania DNA. Wirowano 1 min. przy
10-15 tys. rpm. Kolumne przenoszono do probowki 2 ml i dodawano 0,5 ml roztworu
ptuczacego. Wirowano 1 min. przy 10-15 tys. rpm. Kolumne¢ ponownie przenoszono do
nowej probowki 2 ml i dodawano 0,5 ml roztworu ptuczacego. Wirowano 2 min. przy 10-15
tys. rpm. Osuszong minikolumng umieszczano w nowej probowce 1,5 ml i dodawano na dno
kolumny 150 pl buforu elucyjnego (10mM TRIS.HCI, pH 8.5), uprzednio ogrzanego do
temperatury 75°C. Inkubowano 3 minuty w temperaturze pokojowej, po czym wirowano 1
min. przy 10-15 tys. rpm. Minikolumn¢ usuwano, a oczyszczone DNA znajdujace si¢ w
probowce przechowywano w temperaturze -20°C do czasu przeprowadzenia dalszych analiz
(Szkaradkiewicz iwsp. 2012).

3.2.4.3.Wykrywanie genu dla 16S rRNA Bacillus oleronius

W badaniach molekularnych wykrywano fragment genu dla 16S rybosomalnego RNA
Bacillus oleronius. Do zaprojektowania starterow reakcji PCR wykorzystano sekwencje DNA
Bacillus oleronius, dostepng w bazie NCBI Nucleotide database (AY988598.1, G1:62546254)
oraz program NCBI PRIMERBLAST (Albert R.A. 2011). Specyficznos¢ starterow okreslono
przy uzyciu programu BLAST. Analiza sekwencji genu dla 16S rRNA Bacillus oleronius
wykazata bliskie pokrewienstwo do dwoch innych gatunkow: Bacillus licheniformis i Bacillus
sporothermodurans, bedacych jednakze - w odréznieniu od Bacillus oleronius - laseczkami
Gram-dodatnimi. Startery zostaty zsyntetyzowane przez firm¢ DNA Gdansk. Zastosowano
nastepujace startery reakcji PCR:

- BO1: 5’-AACGGCTCACCAAGGCGACG-3’ (20 nukleotydow)
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- B0O2: 5’-TCCGGACAACGCTTGCCACC-3’ (20 nukleotydow).

DNA kontrolne zostalo wyizolowane ze szczepu referencyjnego Bacillus oleronius
(Kuhnigk i wsp. 1995) (ATCC 700005), zakupionego w ATCC (American Type Culture
Collection, Manassas, USA).

Na 1 probke przygotowywano nastgpujaca mieszaning reakcyjng:

- 40,5 pl buforu zawierajacego MgCl,
- 5 ul mieszaniny dNTPs

- po 1 ul starterow

- 2 ul DNA

- 0,5 pl polimerazy termostabilne;.

W przypadku kontroli pozytywnej dodawano 2 ul DNA kontrolnego. Reakcje¢ PCR
przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf), w nastepujacych
warunkach amplifikacji:

- 2 min 94°C (wstepna denaturacja)
- 30 s 94°C (denaturacja)

- 60 s 60°C (dotaczanie starterow)

- 60 s 72°C (elongacja)

- 5 min 72°C (wydluzanie koficowe).

Liczba cykli w reakcji PCR wynosita 35. Produkt PCR poddawano elektroforezie w
2% zelu agarozowym i odczytywano wynik po barwieniu bromkiem etydyny. Za wynik
pozytywny przyjmowano obecno$¢ produktu reakcji PCR o wielkosci 299 par zasad
(Szkaradkiewicz iwsp. 2012).

Badania mikrobiologiczne, w tym: izolacja bakterii, ich identyfikacja fenotypowa,
ekstrakcja DNA oraz wykrywanie genu dla 16S rRNA Bacillus oleronius, zostaty
przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Kierownikiem Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej UM w Poznaniu jest

Pan prof. dr hab. med. Andrzej Szkaradkiewicz.
3.2.5. Badanie surowiczych st¢zen interleukiny 17A

Poziomy surowiczego stezenia IL-17A badano tacznie w 140 surowicach, z czego 100
surowic pochodzito od pacjentéw z tragdzikiem rézowatym, a 40 surowic pochodzito od os6b
zdrowych z grupy kontrolnej. Badania wykonano gotowymi zestawami ,,Human IL-17
Immunoassay” (R&D, USA), przeznaczonymi do ilo$ciowej oceny surowiczego stezenia

ludzkiej IL-17, zgodnie z metodykg podang przez producenta. Zestaw zawiera
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rekombinowang ludzka IL-17, uzyskang w wyniku ekspresji tego biatka w komorkach E. coli.
W celu analizy st¢zenia IL-17 nanoszono po 100 pl roztworu Assay Diluent na kolejne dotki
plytki mikrotitracyjnej, a nastgpnie - po 100 pl standardow i1 surowic. W dalszej kolejnosci
ptytke inkubowano przez 3 h w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym ptukaniu w
zalagczonym do zestawu buforze ptuczacym, dodawano po 200 ul koniugatu (poliklonalne
przeciwciato przeciwko IL-17 sprzezone z peroksydaza chrzanowg) i ponownie inkubowano
przez 60 minut w tych samych warunkach. Po kolejnym etapie ptukania dodawano po 200 pl
substratu (woda utleniona i czterometylobenzydyna) i inkubowano - chronigc przed swiattem
- przez 30 minut w tych samych warunkach. W celu zatrzymania reakcji dodawano 50 pl
roztworu zatrzymujacego reakcje (2N kwas siarkowy). Wyniki oceniano fotometrycznie przy
dhugosci fali 450 nm, stosujac jako dtugos¢ referencyjng 540 nm, przy uzyciu czytnika do
ELISA. Do kazdej reakcji wykre$lono odpowiednie krzywe standardowe, z ktorych
odczytywano surowicze stgzenie IL-17. Oznaczenia zostaly przeprowadzone zgodnie z

wytycznymi podanymi przez producenta zestawu.
3.2.6. Badanie reaktywnosci surowic krwi z bialkami bakterii Bacillus oleronius
3.2.6.1. Przygotowanie bialek bakteryjnych do analizy

Kultura bakteryjna Bacillus oleronius zostata inkubowana w 250 ml ptynnej pozywki
hodowlanej, w temperaturze 30°C przez 48 godzin. Uzyskane - poprzez wirowanie w 4000 g
przez 20 minut - komorki bakterii zebrano i przemyto w roztworze PBS (pH 7.2). Do
komorek dodano bufor do lizy zawierajagcy 0.2% Triton-X 100 z dodanymi inhibitorami
proteaz i pozostawiono na 1 godzing w temperaturze 4 C przed sonikacja, przeprowadzong
przy uzyciu sonikatora (Sonopuls HD 2200; Bandelin, Berlin, Germany). W celu oddzielenia
preparatu biatka, zawiesina komorek zostala nastgpnie zwirowana przez 2 minuty, w 6000 g,
w temperaturze 4° C. Nastepnie (metoda Bradforda) oceniano stezenie biatka, a do probek
dodano buforu denaturujacego (1ug/ul), zgodnie z opisami (Lacey i wsp. 2007, O’Reilly i
wsp. 2012).

3.2.6.2. Wykrywanie przeciwcial w surowicy przy uzyciu metody Western blot

Biatka bakterii Bacillus oleronius (15ug/kieszonkg) byty rozdzielane na 12.5% zelu
akrylamidowym, metody przez SDS-PAGE (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis). Po elektroforezie, biatka Bacillus oleronius przeniesiono

na membrany nitrocelulozowe, ktdre pocigto na paski. Nastepnie membrany zostaty przemyte
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I na tak przygotowane membrany nalozono pojedyncze probki badanej surowicy z
przeciwcialem pierwszorz¢gdowym (rozcienczone 1/100 w buforze) oraz pozostawiono przez
noc, w temperaturze 4°C. Po przemyciu roztworem TBS-Tween, membran¢ inkubowano
przez 2 godziny w temperatrze pokojowej z przeciwciatem drugorzedowym anti-human IgG-
HRP (Sigma Aldrich Chemical Co. Ltd, Poole, U.K.), rozcienczonym 1/1000 w buforze.
Immuno-reaktywne prazki biatkowe uwidoczniono poprzez inkubacje paskéw membran
nitrocelulozowych przez 10 minut z 10 mg tetrahydrochlorku diaminobenzydyny (DAB) w 15
ml buforu Tris-HCL (pH 7) zawierajacym 15 pl nadtlenku wodoru. Nastgpnie paski
przemywano w widzie destylowanej i suszono zgodnie z opisami (Lacey i wsp. 2007,
O’Reilly 1 wsp. 2012). Analizy wykonywano uzywajac $lepych prob surowicy.

Badania zostaly przeprowadzone w National University of Ireland Maynooth, Co.

Kildare, Ireland, Department of Biology. Kierownikiem Zaktadu jest Pan dr Kevin Kavanagh.
3.2.7. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki badan klinicznych zostaly poddane analizie statystycznej
z zastosowaniem programu STATISTICA PL 9.0 firmy StatSoft. Takie parametry jak wiek,
Czas wystgpienia pierwszych objawow, poziom wydzielanego toju, liczba roztoczy Demodex
folliculorum na cm? oraz poziom stgzenia IL-17, przedstawiono za pomoca $redniej z
odchyleniem standardowym oraz warto$ci minimalnej i maksymalnej. Dla tych parametrow
sprawdzono réwniez zgodno$¢ z rozktadem normalnym za pomocg testu Shapiro-Wilka. W
przypadku wystapienia zgodno$ci z rozkladem normalnym poroéwnania dwoch grup
wykonano testem t-Studenta, natomiast w przypadku braku zgodnosci z rozkladem
normalnym - za pomoca nieparametrycznego testu Manna-Whitneya. Porownanie wigcej niz
dwoéch grup wykonano za pomocg testu Kruskala-Wallisa ze wzgledu na brak zgodnos$ci z
rozkltadem normalnym. Wystepowanie zaleznos$ci migdzy parametrami wyrazonymi w skali
nominalnej lub porzadkowej (rodzaj tradziku, nasilenie zmian, liczby probek pozytywnych i
negatywnych surowicy) sprawdzono za pomocg testu Chi-kwadrat. Pomiedzy poziomem
wydzielania loju oraz wiekiem pacjentow a liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm?
powierzchni skory sprawdzono korelacje za pomoca testu korelacji rang Spearmana. Za
istotne statystycznie uznano wyniki o poziomie istotnosci Statystycznej mniejszej od 0,05 (p <
0,05).
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4. Wyniki
4.1. Wyniki badania podmiotowego, przedmiotowego i badan dodatkowych
4.1.1. Analiza liczby, wieku i plci pacjentow z grupy badanej i osob z grupy kontrolnej

W grupie 100 pacjentow z tradzikiem rézowatym kobiety stanowilty 60% ogdtu
(n=60), za$ mezczyzni - 40% (n=40). Sredni wiek pacjentéw z grupy badanej wyniést 47,13
lat. Sredni wiek kobiet z grupy badanej wyniost 44,83 lat. Maksymalny wiek kobiet wyniost
81 lat, a minimalny - 20 lat. Sredni wiek mezczyzn z grupy badanej wyniost 50,58 lat,
maksymalny - 83 lata, zas minimalny - 21 lat. W grupie badanej nie wykazano istotnej
statystycznie roznicy pomiedzy $rednim wiekiem kobiet a §rednim wiekiem mezczyzn (test t-
Studenta, p=0,0614) (Rycina 2.). Dane méwiace o liczbie i wieku pacjentow z grupy badane;j
przedstawiono w tabeli I. W grupie badanej znajdowato si¢ 14 0sob ponizej 30 roku zycia, 41
osob w wieku 30-50 lat i 45 0sob powyzej 50 roku zycia. Dane mowigce o liczbie pacjentow
w poszczegblnych grupach wiekowych przedstawiono w tabeli IL.

W grupie kontrolnej (40 os6b zdrowych) kobiety stanowity 60% ogotu (n=24), a
mezczyzni - 40% (n=16). Sredni wiek osob z tej grupy wyniodst 30,35 lat. Sredni wiek kobiet
wynosit 32,46 lat, ich maksymalny wiek - 72 lata, a minimalny - 15 lat. Sredni wiek
mezczyzn Z grupy kontrolnej wynosit 27,19 lat, maksymalny - 47 lat, a minimalny - 19 lat. W
grupie kontrolnej nie wykazano istotnej statystycznie roéznicy pomig¢dzy Srednim wiekiem
kobiet a $rednim wiekiem mezczyzn (test Manna-Whitneya, p=0,3888) (Rycina 2.). Dane

mowigce o liczbie 1 wieku osob z grupy kontrolnej przedstawiono w tabeli III.

Tabela I. Liczba i wiek pacjentow z grupy badanej z podziatem na ptec.

LICZBA | WIEK CHORYCH NA TRADZIK ROZOWATY
N |SREDNIA | MINIMUM | MAKSIMUM g.ll?é:H
KOBIETY 60 |44,83 20,00 81,00 14,55
MEZCZYZNI |40 |50,58 21,00 83,00 15,33
RAZEM 100|47,13 20,00 83,00 15,05
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Tabela Il. Liczba pacjentow w poszczegdlnych grupach wiekowych.

PRZEDZIALY WIEKOWE W GRUPIE BADANEJ

N PONIZEJ | POMIEDZY 30 | POWYZEJ]
30 r.z. as50r.z. 50r.z.
RAZEM 100 14 41 45

Tabela 1. Liczba i wiek osob z grupy kontrolnej z podziatem na ptec.

LICZBA | WIEK CHORYCH Z GRUPY KONTROLNEJ

N [SREDNIA |MINIMUM |MAKSIMUM g'IP[?H
KOBIETY 24 132,46 15,00 72,00 15,39
MEZCZYZNI |16 |27,19 19,00 47,00 8,31
RAZEM 40 (30,35 15,00 72,00 13,16
Wiek

KONTROLA

GRUPA BADANA

BKOBIETY ®MEZCZYZNI ®RAZEM

Rycina 2. Struktura wiekowa chorych z grupy badanej i 0sob z grupy kontrolnej z podziatlem

na ptec.
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4.1.2. Analiza czestoSci wystepowania odmian tradziku ré6zowatego w grupie badanej

U 75% pacjentow (n=75) z grupy badanej stwierdzono obecno$¢ odmiany
rumieniowej tradziku rézowatego, ktora dominowata zar6wno wsrdd kobiet (70%) (n=40),
jak 1 wérod mezezyzn (82,5%) (n=33). U 21% pacjentéw z grupy badanej (n=21) stwierdzono
obecno$¢ odmiany grudkowo-krostkowej tradziku rézowatego, ktora wystepowata u 25%
kobiet (n=15) i 15% mezczyzn (N=6). Obecnos¢ odmiany ocznej stwierdzono u 3% pacjentow
(n=3), a odmiany przerostej - u 1% pacjentow (n=1) z grupy badanej (Rycina 3.). Dane
mowigce o czestosci wystepowania poszczegdlnych odmian tradziku rozowatego wsrod
pacjentow z grupy badanej przedstawiono w tabeli IV. W grupie badanej nie wykazano
istotnej statystycznie zaleznosci pomigdzy plcig pacjentdow a wystepowaniem odmian tradziku

roézowatego (test Chi-kwadrat=5,1428 przy p=0,1616) (Rycina 4.).

Tabela 1V. Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych odmian tradziku rdézowatego w grupie

badanej.
ODMIANA . .
TRADZIKU MEZCZYZNI | KOBIETY | RAZEM
Liczba 33 42 75
% z kolumny | 82,50% 70,00%
RUMIENIOWA % z wiersza | 44,00% 56,00%
% z catosci 33,00% 42 00% 75,00%
Liczba 6 15 21
GRUDKOWO- |% z kolumny |15,00% 25,00%
KROSTKOWA | % z wiersza 28,57% 71,43%
% z calosci 6,00% 15,00% 21,00%
Liczba 0 3 3
% z kolumny |0,00% 5,00%
OCZNA % z wiersza | 0,00% 100,00%
% z cato$ci 0,00% 3,00% 3,00%
Liczba 1 0 1
% z kolumny |2,50% 0,00%
PRZEROSLA % z wiersza 100,00% 0,00%
% z calosci 1,00% 0,00% 1,00%
, Liczba 40 60 100
OGOL % z catosci 40,00% 60,00%
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Odmiana tradziku

BRUMIENIOWA @®GRUDKOWO-KROSTKOWA ®mOCZNA ®PRZEROSLA

Rycina 3. Procentowy udzial poszczegdlnych odmian tragdziku rozowatego w grupie badane;j.

Odmiana tradziku

RUMIENIOW A GRUDEOWO-KROSTEOWA OCZHA PRZEROSELA

EMEZCZYZNI ®mKOBIETY

Rycina 4. Procentowy udziat kobiet i mezczyzn w poszczegdlnych odmianach tradziku

rozowatego w grupie badane;.
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4.1.3. Analiza czasu trwania objawéw tradziku r6zowatego u pacjentéw z grupy badanej

Czas trwania objawow choroby w grupie badanej wyniost srednio 6,65 lat. Czas
trwania objawow tradziku roézowatego u kobiet wynosit od 3 miesiecy do 22 lat, za$ u
mezczyzn - od pét roku do 18 lat. Srednio proces chorobowy trwat u kobiet 6,44 lat, a u
mezezyzn - 6,98 lat. Dane mowigce o czasie trwania objawow choroby u pacjentdéw z grupy
badanej przedstawiono w tabeli V.

W grupie badanej nie wykazano istotnej statystycznie réznicy pomigdzy czasem
trwania tradziku rozowatego U kobiet a czasem trwania tradziku rézowatego U mezczyzn (test
Manna-Whitneya, p =0,6615) (Rycina 5.).

Tabela V. Czas trwania objawow choroby u pacjentéw z tradzikiem rézowatym.

CZAS TRWANIA OBJAWOW TRADZIKU ROZOWATEGO
N [ SREDNIA | MINIMUM | MAKSIMUM | ODCH. STD.
KOBIETY 60 (6,44 0,25 22,00 5,10
MEZCZYZNI |40 6,98 0,50 18,00 5,28
RAZEM 100 | 6,65 0,25 22,00 5,16
Czas trwania objawow tradziku rozowatego
[lata] 14
12
10
8
6 _
4
0 _
KOBIETY MEZCZYZNI OGOLEM

Rycina 5. Czas trwania choroby u pacjentow z grupy badanej z podziatem na ptec.
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4.1.4. Analiza czestosci wystepowania poszczegélnych stopni nasilenia zmian skérnych u

pacjentow z grupy badanej

W grupie badanej pacjenci z lagodnym nasileniem zmian skornych stanowili 58%
(n=58) ogotu badanych, pacjenci z umiarkowanym nasileniem - 39% (n=39), a pacjenci ze
znacznym nasileniem - 3% (n=3) (Rycina 6). L.agodne nasilenie zmian wystepowato u 57,5%
(n=23) me¢zczyzn i 58,33% (35) kobiet; umiarkowane nasilenie zmian wystgpowato u 40%
(n=16) mezczyzn i 38,33% (n=23) kobiet; za$ nasilenie znaczne wystepowato u 2,5% (n=1)
mezezyzn i 3,33% (n=2) kobiet. Dane mowigce o stopniu nasilenia zmian skornych u
pacjentdw z grupy badanej przedstawiono w tabeli VI.

Nie stwierdzono statystycznie istotnej zalezno$ci pomigdzy stopniem nasilenia

intensywnos$ci zmian skornych a plcig pacjentow (test Chi-kwadrat=0,0755, p=0,9629).

Tabela VI. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegdlnych stopni nasilenia zmian skornych u

pacjentow z grupy badanej z podziatem na ptec.

STOPIEN
NASILENIA ZMIAN MEZCZYZNI KOBIETY RAZEM
SKORNYCH
Liczba 23 35 58
% z kolumny  |{57,50% 58,33%
LAGODNY % z wiersza 39,66% 60,34%
% z cato$ci 23,00% 35,00% 58,00%
Liczba 16 23 39
% z kolumny  |{40,00% 38,33%
UMIARKOWANY % z wiersza 41,03% 58,97%
% z cato$ci 16,00% 23,00% 39,00%
Liczba 1 2 3
% z kolumny  |2,50% 3,33%
ZNACZNY % z wiersza 33,33% 66,67%
% z catosci 1,00% 2,00% 3,00%
, Liczba 40 60 100
OGOL % z catosci 40,00% 60,00%
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STOPIEN NASILENIA ZMIAN SKORNYCH

BELAGODNY ®UMIARKOWANY ZNACZNY

3%

Rycina 6. Rozktad stopnia nasilenia zmian tradzikowych u pacjentéw z grupy badanej.

4.1.5. Analiza liczebnosci roztoczy Demodex folliculorum na skorze twarzy u pacjentow z

grupy badanej i osob z grupy kontrolnej

U pacjentow z grupy badanej stwierdzono wystepowanie s$rednio 2,34 roztoczy
Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory, zas u osob z grupy kontrolnej stwierdzono
wystepowanie $rednio 0,33 roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory.
Wykazano statystycznie istotng réznice W $redniej liczbie roztoczy Demodex folliculorum na
cm? powierzchni skéry pomiedzy pacjentami z grupy badanej i osobami z grupy kontrolnej
(test Manna — Whitneya, p=0,0001) (Rycina 7.).

Wsrod kobiet z grupy badanej stwierdzono wystepowanie $rednio 1,72 roztoczy
Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory, a wéréd mezezyzn - $rednio 3,28 roztoczy
Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory. Dane mowiace o liczbie roztoczy Demodex
folliculorum na skorze twarzy w grupie badanej i kontrolnej przedstawiono w tabeli VII.
Stwierdzono statystycznie istotng roéznice w sredniej liczbie roztoczy Demodex folliculorum
na cm? powierzchni skéry pomiedzy populacja kobiet a populacja mezezyzn z grupy badanej
(test Manna-Whitneya, p=0,0215) (Rycina 7.). W grupie kontrolnej nie wykazano
statystycznie istotnej réznicy w zakresie $redniej liczby roztoczy Demodex folliculorum na
cm? powierzchni skory pomiedzy populacja kobiet a populacja mezczyzn (test Manna-
Whitneya, p=0,1921).
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Tabela VII. Liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? w grupie badanej i kontrolnej, z

podzialem na plec.

LICZBA ROZTOCZY DEMODEX FOLLICULORUM NA c¢cm?
N | Srednia | Minimum | Maksimum | Odch. Std.

OGOLEM 140 |1,76 0,00 22,00 3,08
KOBIETY 84 (1,23 0,00 10,00 2,16
MEZCZYZNI 56 |2,57 0,00 22,00 3,97
GRUPA BADANA 100 |2,34 0,00 22,00 3,36
KOBIETY Z GRUPY
BADANE] 60 |[1,72 0,00 10,00 2,39
MEZCZYZNI Z GRUPY
BADANE] 40 3,28 0,00 22,00 4,30
GRUPA KONTROLNA 40 10,33 0,00 9,00 1,46
KOBIETY
Z GRUPY KONTROLNEJ 24 10,00 0,00 0,00 0,00
MEZCZYZNI Z GRUPY
KONTROLNEJ 16 0,81 0,00 9,00 2,26
Liczba osobnikow Demodex folliculorum
na cny® powierzchni skory
8

iloséna cm?
M

[ SN

[ B]

| I

GRUPA BADANA GRUPA KONTROLNA

BOGOLEM mKOBIETY wmMEZCZYZNI

Rycina 7. Liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? skory w grupie badanej i grupie

kontrolnej z podziatem na ptec.
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4.1.6. Analiza liczebnosci roztoczy Demodex folliculorum na skorze twarzy w zaleznoSci

od wieku pacjentow z grupy badanej

Za pomoca testu korelacji rang Spearmana wykazano:

- istnienie przecietnej korelacji pomigdzy wiekiem pacjentow a iloscig roztoczy Demodex
folliculorum na cm? powierzchni skéry twarzy u pacjentéw z grupy badanej (r=0,4470,
p=0,0001) (Rycina 8.)

- istnienie przecietnej korelacji pomigdzy wiekiem pacjentow a ilo$cig roztoczy Demodex
folliculorum na cm? powierzchni skory twarzy w populacji kobiet z grupy badanej (r=0,4949,
p=0,0001) (Rycina 9.)

- brak korelacji pomigdzy wiekiem pacjentéw a iloscig roztoczy Demodex folliculorum na

cm? powierzchni skory twarzy w populacji mezczyzn z grupy badanej (Rycina 10.).

GRUPA BADANA
90 r . .
o
80 | 5 2 e
_/.J’F.
o} Jhge
70 + 8 % h2 o T ff/
o e r=0447
- T I [r=0.447]
60 | B B T
o g8 o G
g 8 g o o
% gl9.8..90 20T ® ?
2 28 o6 o 2
o5 @
TR ol A 4
8 8 © o
g o
30 F g o O
o 8 o
o
20 |8 o
10

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
D.f. (iloé¢ na cm?)
Rycina 8. Wykres rozrzutu liczby roztoczy Demodex folliculorum w relacji do wieku chorych

Z grupy badanej.
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Rycina 9. Wykres rozrzutu liczby roztoczy Demodex folliculorum w relacji do wieku chorych
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Rycina 10. Wykres rozrzutu liczby roztoczy Demodex folliculorum w relacji do wieku

chorych mezczyzn z grupy badane;.
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4.1.7. Analiza liczebnosci roztoczy Demodex folliculorum na skérze twarzy w zaleznoSci

od stopnia nasilenia zmian skornych u pacjentéow z grupy badanej

W grupie badanej stwierdzono wystepowanie $rednio 1,83 roztoczy Demodex
folliculorum na cm? powierzchni skéry twarzy u pacjentdéw z tagodnym nasileniem zmian
skornych; 2,87 roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory twarzy u pacjentow
z umiarkowanym nasileniem zmian oraz 5,33 roztoczy Demodex folliculorum na cm?
powierzchni skory twarzy u pacjentow ze znacznym nasileniem zmian skornych. Wsrod
badanych kobiet ze znacznym nasileniem zmian skornych stwierdzono wystgpowanie $rednio
4,5 roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory twarzy, z umiarkowanym
nasileniem zmian skémych - $rednio 2,35 roztoczy Demodex folliculorum na cm?
powierzchni skory twarzy, za$ z tagodnym nasileniem zmian skérnych - 1,14 roztoczy
Demodex folliculorum na cm?® powierzchni skory twarzy. Wsrod badanych mezczyzn ze
znacznym nasileniem zmian skoérnych stwierdzono wystepowanie $rednio 7 roztoczy
Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory twarzy, z umiarkowanym nasileniem zmian
skornych - $rednio 3,63 roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory twarzy, zas
z tagodnym nasileniem zmian skornych - 2,78 roztoczy Demodex folliculorum na cm?
powierzchni skoéry twarzy (Rycina 11.). Dane moéwigce o liczbie roztoczy Demodex
folliculorum na cm powierzchni skory w zaleznosci od stopnia nasilenia zmian skornych u
pacjentéw z grupy badanej przedstawiono w tabeli VIII.

Wykazano statystycznie istotng roznice W zakresie liczby roztoczy Demodex
folliculorum na cm? pomiedzy populacja kobiet a populacja mezczyzn z fagodnym nasileniem
zmian skornych (p=0,0097) (Rycina 11.). Nie stwierdzono natomiast statystycznie istotnej
réznicy w liczbie roztoczy Demodex folliculorum na cm? pomiedzy populacja kobiet a
populacja mg¢zczyzn z umiarkowanym nasileniem zmian skornych (p=0,6014). Nie wykazano
statystycznie istotnej roznicy co do liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm? pomiedzy
pacjentami z tagodnym a pacjentami z umiarkowanym nasileniem zmian skoérnych (test
Manna-Whitneya, p=0,3062), jak rowniez nie wykazano istotnej statystycznie rdéznicy co do
liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm? pomigdzy populacjami (odpowiednio)
kobiet/mezczyzn z tagodnym nasileniem a kobiet/m¢zczyzn z umiarkowanym nasileniem
zmian skornych (test Manna-Whitneya; odpowiednio: dla kobiet p=0,1631, dla mezczyzn
p=0,8989) (Rycina 11.). Z powodu zbyt matych liczebnosci, nie bylo mozliwe porownanie

liczby roztoczy Demodex folliculorum u pacjentow ze znacznym nasileniem zmian skoérnych.
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Tabela VIII. Liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory w zaleznosci

od stopnia nasilenia zmian skornych u pacjentow z grupy badane;j.

LICZBA ROZTOCZY DEMODEX FOLLICULORUM NA cm?
NASILENIE . ODCH.
ZMIAN N |SREDNIA [ MINIMUM | MAKSIMUM STD.
s LAGODNE 58 (1,83 0,00 10,00 2,44
= |[UMIARKOWANE |39 |2,87 0,00 22,00 4,32
©
S | ZNACZNE 3 |533 2,00 7,00 2,89
o LAGODNE 35 (1,14 0,00 5,00 1,61
K [UMIARKOWANE |23 (2,35 0,00 10,00 3,01
[oa)
@)
¥ | ZNACZNE 2 4,50 2,00 7,00 3,54
= LAGODNE 23 (2,87 0,00 10,00 3,08
§ UMIARKOWANE |16 |3,63 0,00 22,00 5,74
S
L§ ZNACZNE 1 17,00 7,00 7,00 0,00
Liczba osobnikow Demodex folliculorum na cm?® skory
10
9
8
7
g &
g s
=
= 4
3
2
1
0
OGOLEM KOBIETY MEZCZYZNI
BLAGODNY ®UMIARKOWANY wmSILNY

Rycina 11. Rozktad liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm? w zaleznosci od stopnia

nasilenia zmian skornych z podziatem na ptec.
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4.1.8. Analiza poziomu wydzielania loju przez skoéore twarzy u pacjentéw z grupy

badanej i osob z grupy kontrolnej

Stwierdzony w badaniu poziom wydzielania toju przez skoére twarzy u pacjentow z
grupy badanej wyniost srednio 124,70 pg/cm?, a u 0séb z grupy kontrolnej - 198,35 pg/cm?.
Dane méwiace o poziomie wydzielania toju przez skore twarzy u pacjentéw z grupy badanej i
0s6b z grupy kontrolnej przedstawiono w tabeli IX.

Wykazano statystycznie istotng roznice w zakresie poziomu wydzielania oju na
skorze pomigdzy pacjentami z grupy badanej a osobami z grupy kontrolnej (test Manna-

Whitneya, p=0,0003).

Tabela IX. Tlo$¢ toju wydzielanego przez skorg twarzy u pacjentow z grupy badanej i osob z

grupy kontrolnej.

POZIOM WYDZIELANIA £EOJU NA SKORZE

N |SREDNIA | MINIMUM | MAKSIMUM | ODCH.STD

BADANA 100 [124,70 0,00 462,00 100,24
KONTROLNA 40 198,35 31,00 362,00 92,34

RODZAJ GRUPY

4.1.9. Analiza ilo$ci wydzielania loju przez skére twarzy u pacjentow z grupy badanej w

zaleznosci od plci

U kobiet z grupy badanej $rednia ilo$¢ toju wydzielanego przez skore twarzy

2 au mezezyzn - 137,85 ug/cmz. Dane moéwigce o ilosci toju

wyniosta 115,93 pg/cm
wydzielanego przez skorg twarzy w populacjach kobiet i mezczyzn z grupy badanej
przedstawiono w tabeli X.

Pomiedzy populacja kobiet a populacja mezczyzn z grupy badanej nie stwierdzono
statystycznie istotnej réznicy W zakresie ilosci toju wydzielanego przez skore twarzy (test

Manna-Whitneya, p=0,1764).

Tabela X. llo$¢ toju wydzielanego przez skorg twarzy mezczyzn i kobiet z grupy badanej.

ILOSC WYDZIELANEGO LOJU W GRUPIE BADANEJ
N | SREDNIA | MINIMUM |MAKSIMUM [ODCH.STD
KOBIETY 60 [115,93 0,00 462,00 103,42
MEZCZYZNI |40 [137,85 0,00 450,00 95,02
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4.1.10. Analiza poziomu wydzielania loju przez skore twarzy u pacjentéw z grupy

badanej w zaleznosci od liczebnos$ci roztoczy Demodex folliculorum

W grupie badanej stwierdzono brak normalnego rozktadu dla poziomu wydzielanego
loju i liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm?. Wspétezynnik korelacji wynosi r=-0,116
(p=0,2510), czyli stwierdzono brak korelacji mi¢dzy poziomem wydzielanego loju a liczba
roztoczy Demodex folliculorum na cm? w przypadku pacjentéw z tradzikiem rézowatym
(Rycina 12.).

GRUPA BADANA
500 : , ;
= (e}
400 | 4
300 | 2 - o
_ 8
= 8 o o
@ o o] 8
(e}
E 200} B 10 : 5 - —
a o o N B =
@ O o] ______——-—_'_'—
E B PREE RS r=0,116
t ———8 3 g
100 | §=-k5
S (o]
8 o
o 8 o o
ol 8 8 o 5 ¢

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
D.f. (iloé¢ na cm?)
Rycina 12. Wykres rozrzutu dla liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm? i poziomu

wydzielania toju przez skore twarzy u pacjentow z grupy badane;.
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4.2. Wyniki badan mikrobiologicznych

4.2.1. Analiza wynikéw badan inkubacji zeskrobin naskorka pobranych od pacjentow z

grupy badanej i oséb z grupy kontrolnej

Zeskrobiny pobrano od 18 pacjentow z grupy badanej i od 3 osob z grupy kontrolnej.
Po inkubacji zeskrobin na podtozach hodowlanych, uzyskano wzrost szczepéw bakteryjnych
(Rycina 13., Rycina 14.), ktorych identyfikacja byta ostatecznie potwierdzana przy uzyciu
metody PCR.

Rycina 13. Obraz makroskopowy kolonii bakterii Bacillus oleronius wyrostych na podtozu
hodowlanym (agar z 5% krwig baranig).
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Rycina 14. Obraz mikroskopowy (powickszenie x 1000) wyhodowanych bakterii Bacillus
oleronius, barwienie metodg Grama — Gram-ujemne laseczki $redniej wielkosci, rosngce w
warunkach tlenowych, tworzace przetrwalniki, niemajace zdolnosci ruchu w kropli wiszacej i

nieposiadajace wici (Kuhnigk i wsp. 1995).

W wyniku inkubacji zeskrobin naskorka pochodzacych od 18 pacjentow z grupy
badanej, wzrost bakterii Bacillus oleronius (potwierdzony przy uzyciu metody PCR)
stwierdzono w 9 przypadkach (Rycina 15.), zas w wyniku inkubacji zeskrobin naskorka
pochodzacych od 3 0sob z grupy kontrolnej, wzrost bakterii Bacillus oleronius (potwierdzony
przy uzyciu metody PCR) stwierdzono w 1 przypadku. Dane mowigce o liczbie pozytywnych
1 negatywnych wynikow reakcji PCR w obu grupach przedstawiono w tabeli XI.
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Tabela XI. Zestawienie wynikoéw reakcji PCR potwierdzajacych obecnos¢ bakterii Bacillus

oleronius.
LICZBA WYNIK REAKCJI PCR
GRUPA UZYSKANYCH | POTWIERDZAJACY OBECNOSC N

ZESKROBIN BACILLUS OLERONIUS

POZYTYWNY 9

BADANA 18 NEGATYWNY 9

POZYTYWNY 1

KONTROLNA |3 NEGATYWNY 2

500pz
400pz
300pz 299pz
200pz

100pz

Rycina 15. Rozdziat w zelu agarozowym produktow reakcji PCR dla fragmentu genu 16S
rRNA Bacillus oleronius. Oczekiwana wielko$¢ produktu 299 pz. Tor 1 — marker wielkosci,
tor 2 — kontrola negatywna, tor 3 — kontrola pozytywna (produkt PCR dla DNA szczepu
referencyjnego Bacillus oleronius (Kuhnigk i wsp. 1995) (ATCC 700005), tory od 4 do 9 —
produkt PCR uzyskany dla probek badanych.
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4.2.2. Analiza wieku pacjentéw, czasu trwania objawéw, liczebnosci roztoczy Demodex
folliculorum na skérze twarzy oraz poziomu wydzielania loju przez skore twarzy w
zaleznoS$ci od wynikéw badan inkubacji zeskrobin naskorka pobranych od pacjentéw z

grupy badanej

W populacji pacjentéw z pozytywnym wynikiem reakcji PCR $redni wiek wynidst
47,89 lat, a w populacji pacjentow z negatywnym wynikiem reakcji PCR - 47 lat. Nie
wykazano statystycznie istotnej roznicy miedzy Srednim wiekiem pacjentdw z pozytywnym
wynikiem reakcji PCR a $rednim wiekiem pacjentdw z negatywnym wynikiem reakcji PCR
(test Manna-Whitneya, p=0,8811).

W populacji pacjentow z pozytywnym wynikiem reakcji PCR $redni czas trwania
objawow choroby wynidst 6 lat, a w populacji pacjentow z negatywnym wynikiem reakcji
PCR - 6,63 lat. Nie wykazano statystycznie istotnej réznicy pomig¢dzy S$rednim czasem
trwania choroby u pacjentéw z pozytywnym wynikiem reakcji PCR a $rednim czasem trwania
choroby u pacjentow z negatywnym wynikiem reakcji PCR (test Manna-Whitneya,
p=0,8717).

W  populacji pacjentéw z pozytywnym wynikiem reakcji PCR wykazano
wystepowanie $rednio 6,89 roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory, a w
populacji pacjentow z negatywnym wynikiem reakcji PCR - $rednio 1,90 roztoczy Demodex
folliculorum na cm? powierzchni skory. Wykazano statystycznie istotng réznice pomiedzy
$rednia liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skéry u pacjentow z
pozytywnym wynikiem reakcji PCR a $rednia liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm?
powierzchni skéry U pacjentow z negatywnym wynikiem PCR (test Manna-Whitneya,
p=0,0016).

W populacji pacjentdow z pozytywnym wynikiem reakcji PCR stwierdzono $rednie

stezenie wydzielanego loju wynoszace 131,67 |,Lg/crn2

, a w populacji pacjentow z
negatywnym wynikiem reakcji PCR - 123,09 pg/cm?. Wykazano statystycznie istotna roznice
pomiedzy $rednim poziomem loju wydzielanego przez skoére u pacjentdéw z pozytywnym
wynikiem reakcji PCR a $rednim poziomem loju wydzielanego przez skore u pacjentow z
negatywnym wynikiem reakcji PCR (test Manna-Whitneya, p=0,0263). Dane moéwiace o
wieku pacjentdw, czasie trwania objawow choroby, ilosci roztoczy Demodex folliculorum na
cm? oraz poziomie wydzielanego toju w zaleznosci od wyniku reakcji PCR u pacjentow z

grupy badanej przedstawiono w tabeli XII.
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Tabela XII. Wiek pacjentow, czas trwania objawow choroby, liczba roztoczy Demodex

folliculorum na cm? oraz stezenie wydzielanego oju W zaleznosci od wyniku reakcji PCR.

GRUPA BADANA
. ODCH.

N| SREDNIA | MINIMUM | MAKSIMUM | “c
¥ | WIEK PACJENTOW 947,89 20,00 72,00 17,40
Z [czAs TRWANIA
§9§ OBJAWOW CHOROBY 96,00 1,00 14,00 4,64
> & [LICZBA ROZTOCZY
Z O | DEMODEX
Eé FOLLICULORUM NA cm?|? |6:89 0,00 22,00 6,60
£ W | POWIERZCHNI SKORY
N
O | EGoLo 913167 1600 258,00 87,94
¥  |WIEK PACJENTOW 9 47,00 20,00 83,00 14,99
Z [CczAS TRWANIA
§E§ OBJAWOW CHOROBY | |8:63 0,25 22,00 5,18
> 2 [LICzBA ROZTOCZY

QG | DEMODEX

Eé FOLLICULORUM NA cm?| 2| 190 0,00 10,00 2,51
'z & | POWIERZCHNI SKORY
()]
I f)vofl')%'l\gL ANEGOLOJU | 912309 0,00 462,00 101,97

4.3. Wyniki badan surowiczych stezen interleukiny 17A

4.3.1. Analiza stezen surowiczych interleukiny 17A u pacjentow z grupy badanej i osob z

grupy kontrolnej

U pacjentow z grupy badanej $rednie stezenie surowicze interleukiny 17A wyniosto
4,85 pg/ml, za$ u oséb z grupy kontrolnej - 9,63 pg/ml. Dane méwigce o surowiczych
stezeniach interleukiny 17A u pacjentow z grupy badanej i osdb z grupy kontrolnej
przedstawiono w tabeli XII1.

Nie wykazano statystycznie istotnej roznicy w zakresie stezen surowiczych
interleukiny 17A pomiedzy pacjentami z grupy badanej a osobami z grupy kontrolnej (test
Manna-Whitneya, p=0,0545) (Rycina 16.).
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Tabela XII1. Surowicze stezenia interleukiny 17A u pacjentéw z grupy badanej i 0sdb z grupy

kontrolnej.

SUROWICZE STEZENIE IL-17A(w pg/ml)
SREDNIA |MINIMUM |MAKSIMUM |ODCH.STD

BADANA 100 |4,85 0 64,03 10,13
KONTROLNA 40 (9,63 0 48,11 14,13

RODZAJ GRUPY | N

Stezenie I1.-17A w pg/ml

25
20
15
10

5 —

0 j :

TRADZIK ROZOWATY KONTROLA

Rycina 16. Wykres $rednich surowiczych stezen IL-17A u pacjentéw z grupy badanej i 0séb z

grupy kontrolnej.

4.3.2. Analiza stezen surowiczych interleukiny 17A u pacjentéw z grupy badanej w

zaleznosci od wieku i liczebnosci roztoczy Demodex folliculorum na skorze twarzy

Za pomoca korelacji rang Spearmana wykazano, ze wspolczynnik korelacji migdzy
surowiczym stezeniem interleukiny 17A a wiekiem pacjentéw z grupy badanej wynosi r=0,0734
(przy p=0,4711), czyli wynik jest nieistotny statystycznie (Rycina 17.). Wykazano rowniez, ze
wspoétczynnik korelacji miedzy surowiczym stezeniem interleukiny 17A a iloscig roztoczy
Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory wynosi 1=0,1640 (przy p=0,1030), czyli wynik

jest rowniez nieistotny statystycznie (Rycina 18.).
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Rycina 17. Wykres rozrzutu dla wieku i stezenia surowiczego interleukiny 17A u pacjentéw z

grupy badanej.
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Rycina 18. Wykres rozrzutu liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm? skoéry policzka i
surowiczego stezenia interleukiny 17A u pacjentow z grupy badanej.
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4.3.3. Analiza stezen surowiczych interleukiny 17A u pacjentéow z grupy badanej w

zalezno$ci od odmiany tradziku rézowatego

W grupie badanej najwyzsze stezenie surowiczej IL-17A stwierdzono u pacjenta z
odmiang przerosta rosacea (20,79 pg/ml). Srednie stgzenie surowiczej IL-17A w populacji
pacjentow z odmiang grudkowo-krostkowa tradziku rézowatego wynosito 6,31 pg/ml.
Srednie stezenie surowiczej IL-17A w populacji pacjentéw z odmiang oczng Wynosito 5,19
pg/ml, za$ $rednie st¢zenie surowiczej IL-17A w populacji pacjentéw z odmiang rumieniowg
osiggneto warto$¢ najnizsza, tj. 4,21 pg/ml. Dane méwigce o stezeniach surowiczej IL-17A w
zaleznos$ci od odmiany tradziku r6zowatego u pacjentow z grupy badanej przedstawiono w
tabeli XIV.

Nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w zakresie surowiczych stezen
interleukiny 17A pomiedzy populacja pacjentow z odmiang rumieniowg a populacja
pacjentow z odmiang grudkowsa tradziku rézowatego (test Manna-Whitneya, p=0,8372)
(Rycina 19.). Z powodu zbyt malej liczebno$ci pacjentdéw z odmiang oczng i przerosta, nie

bylo mozliwe wykonanie porownania surowiczych stezen IL-17 w tych grupach.

Tabela XIV. Stezenia surowiczej interleukiny 17A u pacjentow z grupy badanej w zaleznosci

od odmiany tradziku ré6zowatego.

STEZENIE SUROWICZEJ IL-17

W GRUPIE BADANEJ (w pg/ml)
ODMIANA TRADZIKU N

ROZOWATEGO
SREDNIA | MINIMUM | MAKSIMUM | ODCH.STD

RUMIENIOWA 75 4,21 0 29,9 8,29
GRUDKOWO-
KROSTKOWA 21 16,31 0 64,03 15,14
OCZNA 3 (519 0 15,59 9
Z DOMINACJA ZMIAN
PRZEROSE VCH 1 20,79 20,79 20,79 0
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Stezenie I1.-17 w pg/ml

rumieniowa arudkowa oczna przerosta

Rycina 19. Rozktad s$rednich surowiczych stezen interleukiny 17A u pacjentow z grupy

badanej w zalezno$ci od odmiany tradziku rézowatego.

4.4. Wyniki badan reaktywnosci surowic krwi z bialkami bakterii Bacillus oleronius

4.4.1. Analiza czestoSci reaktywnosci surowic krwi z biatkami bakterii Bacillus oleronius

w grupie badanej i kontrolnej

W grupie badanej surowice pochodzace od 82 pacjentow (82% populacji) wykazywaty
reaktywno$¢ z biatkami Bacillus oleronius (Rycina 20.), a surowice pochodzace od 18
pacjentow z tej grupy (18% populacji) nie wykazywaly reaktywnosci z biatkami bakterii. W
grupie kontrolnej reaktywno$¢ z biatkami Bacillus oleronius wykazywaty surowice
pochodzace od 8 0sob (20% populacji), a nie wykazywaty reaktywnos$ci surowice pochodzgce
od 32 oséb (80% populacji). Dane mowigce o liczbie probek surowicy krwi wykazujacych
pozytywng i negatywng reaktywno$¢ z biatkami Bacillus oleronius przedstawiono w tabeli
XV.

Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ w zakresie reaktywnos$ci surowic krwi z
bakteriami Bacillus oleronius pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (test Chi-kwadrat
51,2277, p=0,0001).
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Tabela XV. Liczba probek surowicy krwi z pozytywnym i negatywnym wynikiem
reaktywnosci z biatkami Bacillus oleronius, z podziatem na grupe badang i kontrolna.

LICZBA PROBEK | LICZBA PROBEK

RODZAJ GRUPY WYKAZUJACA | NIEWYKAZUJACA | RAZEM
REAKTYWNOSC | REAKTYWNOSCI

GRUPA BADANA 82 18 100
GRUPA KONTROLNA |8 32 40
OGOL 90 50 140

i < n t '

[ ¥ ' - “u I 5

i s | B
2L . -l

-

Rycina 20. Wykrywanie przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom 83kDa i 62kDa
bakterii Bacillus oleronius przy uzyciu metody Western blot. Surowice wykazuja pozytywna

reakcje w stosunku do jednego lub drugiego biatka bakteryjnego.
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4.4.2. Analiza czestosci reaktywnosci surowic krwi z bialkami bakterii Bacillus

oleronius w grupie badanej w zaleznosci od stopnia nasilenia zmian skornych

Wsrod chorych z pozytywnymi wynikami reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus
oleronius, fagodne nasilenie zmian skérnych wykazywato 54,88% pacjentow, umiarkowane -
41,46%, a znaczne - 3,66% (Rycina 21.). Wsréd chorych z negatywnymi wynikami reakcji
surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius, 72,22% stanowili pacjenci z tagodnym
nasileniem zmian skornych oraz 27,78% - z umiarkowanym (Rycina 21.). Dane mowiace o
stopniu nasilenia zmian skornych w zaleznosci od wyniku reakcji probek surowicy krwi z
biatkami Bacillus oleronius u pacjentow z grupy badanej przedstawiono w tabeli XV1.

Nie stwierdzono statystycznie istotnej zaleznosci pomig¢dzy stopniem nasilenia
intensywno$ci zmian skornych a wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus

oleronius (test Chi-kwadrat = 2,1329, p=0,3442).

Tabela XVI. Stopien nasilenia zmian skornych w zaleznosci od wyniku reakcji probek

surowicy z biatkami Bacillus oleronius u pacjentow w grupie badanej.

GRUPA BADANA

STOPIEN NASILENIA | LICZBA PROBEK | LICZBA PROBEK RAZEM

ZMIAN POZYTYWNYCH | NEGATYWNYCH
EAGODNY 45 13 58
%kolumny 54,88% 72,22%
%wiersza 77,59% 22,41%
%o0gotu 45,00% 13,00% 58,00%
UMIARKOWANY 34 5 39
%kolumny 41,46% 27,78%
%wiersza 87,18% 12,82%
%ogotu 34,00% 5,00% 39,00%
ZNACZNY 3 0 3
%kolumny 3,66% 0,00%
%wiersza 100,00% 0,00%
%ogbtu 3,00% 0,00% 3,00%
Ogot 82 18 100
%ogbtu 82,00% 18,00% 100,00%
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Rycina 21. Rozktad procentowy pacjentow z pozytywnymi i negatywnymi wynikami reakcji

surowicy w zaleznos$ci od stopnia nasilenia zmian skornych.

4.4.3. Analiza czestosci reaktywnosci surowic krwi z bialkami bakterii Bacillus oleronius
w grupie badanej w zaleznosci od wieku, czasu trwania objawow, liczebnosci roztoczy
Demodex folliculorum na skorze twarzy, stezenia loju wydzielanego przez skoére twarzy

oraz surowiczego stezenia interleukiny 17A

Sredni wiek pacjentow z grupy badanej z pozytywnym wynikiem reakcji surowicy
krwi z biatkami Bacillus oleronius wyniost 48,65 lat, natomiast z negatywnym wynikiem
reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius - 40,22 lat (Rycina 22.). Dane mowigce o
wieku, czasie trwania objawow choroby, liczbie roztoczy Demodex folliculorum, stezeniu
wydzielanego toju oraz osoczowym stezeniu IL-17 w zalezno$ci od wyniku reakcji probki
surowicy z biatkami Bacillus oleronius w grupie badanej przedstawiono w tabeli XVII.
Wykazano statystycznie istotng réznice pomiedzy srednim wiekiem pacjentdw z pozytywnym
a $rednim wiekiem pacjentéw z negatywnym wynikiem reakcji surowicy z biatkami Bacillus
oleronius (test Manna-Whitnyea, p=0,0151).

Sredni czas trwania choroby u pacjentéw z grupy badanej z pozytywnym wynikiem
reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius wyniost 7,13 lat, a z negatywnym
wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius - 4,47 lat (Rycina 22.).
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Stwierdzono statystycznie istotng roznicg pomiedzy Srednim czasem trwania objawow
choroby u pacjentow z pozytywnym a $rednim czasem trwania objawdw choroby pacjentow z
negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius (test Manna-
Whitnyea, p=0,0442).

Srednie stgzenie wydzielanego toju u pacjentéw z grupy badanej z pozytywnym
wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius wynosito 112,30 pg/cm? a z
negatywnym wynikiem reakeji surowicy krwi z bialkami Bacillus oleronius - 181,17 pg/cm?
(Rycina 23.). Stwierdzono statystycznie istotng roznice pomigdzy Srednim stezeniem
wydzielanego toju U pacjentow z pozytywnym a $rednim stgzeniem wydzielanego toju u
pacjentow z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius (test
Manna-Whitnneya, p=0,0119).

Srednia liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skéry u pacjentow
z grupy badanej z pozytywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius
wynosita 2,48 os/cm?, a z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus
oleronius - 1,72 os/cm? W populacji pacjentéw z pozytywnym wynikiem reakcji surowicy
krwi z biatkami Bacillus oleronius, $rednie surowicze stezenie interleukiny 17A wyniosto
4,23 pg/ml, a z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi - 7,69 pg/ml.

Nie wykazano statystycznie istotnej roznicy w zakresie $redniej liczby roztoczy
Demodex folliculorum na cm? pomiedzy populacja pacjentdw z pozytywnym a populacja
pacjentdw z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius (test
Manna-Whitneya, p=0,2862), jak rowniez nie wykazano istotnej statystycznie roznicy w
zakresie surowiczych stezen IL-17 pomigdzy populacja pacjentdéw z pozytywnym a populacja
pacjentow z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius (test
Manna-Whitneya, p=0,3996 ).
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Tabela XVII. Wiek, czas trwania objawow choroby, liczba roztoczy Demodex folliculorum na
cm? powierzchni skory, poziom wydzielanego loju oraz surowicze stezenie IL-17A w grupie

badanej w zaleznos$ci od wyniku reakcji probki krwi z biatkami Bacillus oleronius.

GRUPA BADANA
: MAKSIMU ] ODCH.
N | SREDNIA | MINIMUM v o
WIEK PACJENTOW 824865  |20,00 83.00 14,58
CZAS TRWANIA OBJAWOW
. |Grorosy 82713 0,25 2200 5,28
J £ LICZBA ROZTOCZY
2 = | DEMODEX FOLLICULORUM
© & |NA CM? POWIERZCHNI 8212,48 0,00 22,00 3,45
A~ Q|SKORY
O [SKO
EE)EIZJENIE WYDZIELANEGO g5 111230 {0,00 462,00 92,41
STEZENIE SUROWICZE IL-17 |82 | 4,23 0,00 64.03 9,79
WIEK PACJENTOW 18 40,22 24,00 79,00 15,67
m -
CZAS TRWANIA OBJAWOW
E PN 18 | 4,47 0,50 15,00 4.00
& [LiczBA ROZTOCZY
&) DEMODEX FOLLICULORUM
% NA CM? POWIERZCHNI 18 11,72 0,00 12,00 2,89
3 SKORY
= %%EN'E WYDZIELANEGO | 15118117  {6,00 450,00 117,09
=
n_‘ N
o FAENIE SUROWICZE L= 14 |7 60 0,00 29,90 11,47
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Rycina 22. Rozklad wieku pacjentow i czasu trwania objawow choroby w zaleznosci od

wyniku reakcji probek surowicy z biatkami Bacillus oleronius w grupie badanej.
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Rycina 23. Rozklad $rednich ilosci toju wydzielanego przez skore twarzy w zaleznosci od

wyniku reakcji probek surowicy z biatkami Bacillus oleronius w grupie badane;j.
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4.4.4. Analiza czestoSci reaktywnosci surowic krwi z biatkami bakterii Bacillus oleronius
w grupie kontrolnej w zaleznosci od wieku, liczebnosci roztoczy Demodex folliculorum
na skorze twarzy, stezenia loju wydzielanego przez skore twarzy oraz surowiczego

stezenia interleukiny 17A

Sredni wiek os6b z grupy kontrolnej z pozytywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z
biatkami Bacillus oleronius wyniost 30,13 lat, natomiast z negatywnym wynikiem reakcji
surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius - 30,41 lat. Dane mowigce o wieku, liczbie
roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory, stezeniu wydzielanego loju oraz
osoczowym stgzeniu IL-17 w zalezno$ci od wyniku reakcji probki surowicy z biatkami
Bacillus oleronius w grupie kontrolnej przedstawiono w tabeli XVIII. Pomiedzy populacja
0s0b z pozytywnym a populacja osob z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z
biatkami Bacillus oleronius nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w zakresie $redniego
wieku (test Manna-Whitneya, p=0,8293).

Srednie stezenie wydzielanego toju w populacji 0sob z pozytywnym wynikiem reakgcji
surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius wynosito 165,63 pg/cm? a z negatywnym
wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius - 206,53 pg/cm?. Srednia
liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory w populacji o0sob z
pozytywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius wynosita 0,13
os/cm?, a z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi - 0,38 os/cm?. Srednie osoczowe
stezenie IL-1 w populacji osob z pozytywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami
Bacillus oleronius 7 wyniosto 8,78 pg/ml, a z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi -
9,84 pg/ml.

Pomiedzy populacja osob z pozytywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami
Bacillus oleronius a populacja oséb z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z
biatkami Bacillus oleronius nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic w zakresie
parametrow: $rednia liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skéry twarzy
(test Manna-Whitneya, p=0,9339), stezenie wydzielanego przez skore toju (test Manna-
Whitneya, p=0,3420) oraz srednie surowicze stgzenie IL-17A (test Manna-Whitneya,
p=0,4542).
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Tabela XVIII. Wiek, liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory

policzka, st¢zenie wydzielanego toju oraz surowicze stezenie IL-17 w grupie kontrolnej w

zalezno$ci od wyniku reakcji probki z biatkami Bacillus oleronius.

17

GRUPA KONTROLA
N | SREDNIA | MINIMUM | MAKSIMUM OISDTCS_L
WIEK 8 (3013  |15,00 47,00 11,34
w|LIcZBA ROZTOCZY
%g ﬁi’gﬁ%%tggg;ﬁfw 8 (0,13 0,00 1,00 0,35
2 £|skoRY
8|S ULENIEWYDZIELANECO g 116563 131,00 315,00 101,86
E;EZENIE SUROWICZE 1L~ |3 |57 0.00 1420 16.96
WIEK 32 3041 18,00 72,00 13,74
| LICZBA ROZTOCZY
T R R R
< (L__S SKORY
T EEEIZJENIE WYDZIELANEGO |55 150653 |58,00 362,00 89,66
STEZENIE SUROWICZE 1L | 35 [g o 0.00 Bin 1364
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5. Omowienie wynikow badan i dyskusja

5.1. Omoéwienie wynikow badania podmiotowego i przedmiotowego

Tradzik rozowaty stanowi przewlekla, zapalng chorobe skory twarzy, charakteryzujaca
si¢ wystepowaniem okresow zaostrzen i remisji (Wilkin i wsp. 2002). Etiologia schorzenia
pozostaje wcigz niewyjasniona, a za czynniki predysponujace do jej rozwoju uwaza si¢
miedzy innymi: zaburzenia w obrebie naczyn krwiono$nych, zaburzenia immunologiczne,
degeneracj¢ elementow zewnatrzkomorkowych tkanki tacznej oraz wplyw czynnikow
zewngtrznych (Yamasaki i Gallo 2009). W opinii wielu autorow, rola mikroorganizméw jako
potencjalnych czynnikoéw przyczynowych w etiopatogenezie tradziku réozowatego pozostaje
wcigz kontrowersyjna, niemniej jednak w dostgpnym pismiennictwie istnieje wiele doniesien
wskazujacych na to, ze drobnoustroje bytujace na skorze twarzy mogg mie¢ swoj udzialt w
patogenezie tego przewleklego schorzenia (Yamasaki i Gallo 2009, Lazaridou i wsp. 2011,
Jarmuda i wsp. 2012).

Gléwnym celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byla odpowiedZz na
pytanie, czy powszechnie wystepujace na skorze czlowieka roztocza Demodex folliculorum
moga stanowi¢ wektor dla Gram-ujemnej bakterii Bacillus oleronius, produkujacej dwa biatka
mogace si¢ przyczynia¢ do rozwoju stanu zapalnego w skorze twarzy u chorych na tradzik
rézowaty. Dokonano rowniez oceny reaktywnosci surowic krwi chorych na tradzik r6zowaty 1
0sOb zdrowych z immunogennymi biatkami laseczki Bacillus oleronius, wyizolowanymi z
roztocza Demodex. W obu badanych grupach dokonano oceny stanu tojotokowego skory
twarzy 1 przeanalizowano wplyw ilosci produkowanego toju na rozwdj populacji roztoczy
Demodex folliculorum na skorze twarzy. W surowicy krwi pochodzacej od osob z obu
populacji dokonano oznaczenia osoczowego poziomu stezenia prozapalnej interleukiny 17A.

W zbadanej grupie 0sob z tradzikiem rézowatym wigkszos¢ stanowity kobiety, tj. 60%
ogdhu (n=60), za$§ mezczyzni stanowili 40% ogélu pacjentow (n=40). Nie wykazano
statystycznie istotnej roznicy miedzy Srednim wiekiem kobiet a §rednim wiekiem me¢zczyzn
(p=0,0614). Uzyskane wyniki pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi mowiacymi, ze
tradzik rézowaty czesciej wystepuje u plci zenskiej (Maciejewska-Udziela 1980; Berg i wsp.
1989). Wedtug niektorych autorow, czestsze rozpoznawanie tego schorzenia u kobiet moze
by¢ zwigzane z ich wczes$niejszym zglaszaniem si¢ po porade do lekarzy dermatologdéw, co
prawdopodobnie jest spowodowane wigksza dbatoscia o wzgledy wizerunkowo-estetyczne
(Rebora 1987). Dane méwigce o wieku badanych chorych ($redni wiek wyniost 47,13 lat)

rowniez nie odbiegaja od doniesien literaturowych méwigcych o tym, iz tradzik rézowaty
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dotyka przewaznie os6b w wieku 30-50 lat (Maciejewska-Udziela 1980, Buechner 2005). W
obrebie trzech wyrdznionych przedziatow wiekowych - ponizej 30 roku zycia, pomigdzy 30 a
50 rokiem zycia i powyzej 50 roku zycia — najliczniejszg (45-osobowg) grupe stanowili
chorzy po 50 roku zycia. Trzydziestu lat nie przekroczyto 14 chorych, a 41 pacjentow
znajdowalo si¢ w przedziale pomiedzy 30 a 50 rokiem zycia. Wyniki te sg rowniez zgodne z
danymi opublikowanymi w pis$miennictwie, méwigcymi o mozliwosci wystgpienia objawow
tradziku rozowatego zaréwno przed 30, jak i po 50 roku zycia (Maciejewska-Udziela 1980,
Powell 2005, Del Rosso 2006).

Opierajac si¢ na Standardach Klasyfikacji Tradziku Roézowatego, wydanych pod
auspicjami National Rosacea Society, w zbadanej populacji pacjentow stwierdzono
wystepowanie czterech odmian tradziku rézowatego. Najczesciej, bo az u 75% pacjentow
(n=75) rozpoznano odmian¢ rumieniowg tradziku rézowatego, ktora dominowata zarowno w
populacji badanych kobiet (70%), n=42, jak i m¢zczyzn (82,5%), n=33. Obecnos¢ odmiany
grudkowo-krostkowej tradziku rézowatego stwierdzono u 21% pacjentow (n=21),
odpowiednio u 15 kobiet i 6 mezczyzn. Uzyskane w badaniach wyniki nie odbiegaja
zasadniczo od danych z literatury, wedtug ktorych najczesciej (okoto 81%) stwierdza sie
rumieniowg odmiang tragdziku rézowatego (Berg i wsp. 1989). Obecnos¢ odmiany ocznej
stwierdzono jedynie u 3% (n=3) zbadanych pacjentow. Wedlug danych literaturowych,
dolegliwos$ci oczne moga naktadac si¢ na obraz kliniczny innej postaci rosacea i by¢ obecne u
3-58% chorych na tradzik ro6zowaty (Quarterman i wsp. 1997, Katuzna 2004, Szkaradkiewicz
I wsp. 2012). Wydaje sig, ze tak rzadkie wystepowanie odmiany ocznej w badanej populacji
moglto by¢ spowodowane tym, iz jednym z kryteriow wlaczenia pacjentéw do badan byt
ujemny wynik badania rzes na obecno$¢ roztoczy Demodex. Najrzadziej wystepujaca w
grupie badanej odmiang, co rdwniez pozostaje w zgodzie z danymi literaturowymi, okazata
si¢ posta¢ z dominacjg zmian przerostowych, stwierdzona u 1 chorego (1% ogdtu badanych),
manifestujaca si¢ klinicznie jako przerost nosa (rhinophyma). Ta postaé tradziku ré6zowatego
jest charakterystyczna dla m¢zczyzn i wystepuje u nich 12-20 krotnie cze$ciej niz u kobiet,
charakteryzujac si¢ tez cigzszym niz u kobiet przebiegiem (Bogdanowski i wsp. 1996).

Czas trwania objawow tradziku rézowatego wyniost srednio 6,65 lat i wahat si¢ w
badanej populacji nastgpujaco: u kobiet od 3 miesiecy do 22 lat, a u m¢zczyzn od 6 miesiecy
do 18 lat. Sredni czas trwania procesu chorobowego byt poréwnywalny u obojga plci i
wyniost 6,44 lat w przypadku kobiet oraz 6,98 lat w przypadku mezczyzn. Uzyskane wyniki

pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi, potwierdzajac wnioski ptynace z badan innych
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autorow, ze tradzik rézowaty jest wieloletnig dermatoza, charakteryzujaca si¢ przewlektym

przebiegiem (Rebora 1987, Wilkin 1993, Wilkin 1994, Powell 2005, Del Rosso 2006).

5.2. Oméwienie wynikéw badan dodatkowych i ocena wplywu stanu lojotokowego na

liczebnos¢ roztoczy Demodex folliculorum na skérze twarzy

Aktualny stan wiedzy na temat fizjologii roztoczy Demodex pozwala sadzi¢, ze w
wiekszosci przypadkow sg one komensalami skory cziowieka i odzywiaja si¢ ztuszczonymi
komorkami naskorka oraz sktadnikami ludzkiego toju (Lacey i wsp. 2011). Wrodzony system
immunologiczny gospodarza (czlowieka) wydaje si¢ tolerowac ich obecnos$¢ i utrzymywac
pod kontrolg ich liczbg, bez wywolywania nasilonej odpowiedzi zapalnej (Forton 2012). Jesli
jednak liczba roztoczy Demodex zamieszkujacych pojedynczy mieszek wlosowy przekroczy
poziom krytyczny, to nast¢puje fizyczne rozdgcie mieszka wlosowego i przerwanie ciggtosci
jego Sciany, czego konsekwencja jest uwolnienie zawarto$ci mieszka wiltosowego do
otaczajacych tkanek (Lacey i wsp. 2011). Prawdopodobnie czynnikami wptywajacymi na
rozwdj populacji roztoczy Demodex na skoérze ludzkiej twarzy sg warunki panujace na jej
powierzchni (Ni Raghallaigh i wsp. 2012). Wydaje si¢, Zze u chorych z tradzikiem rézowatym
te warunki wykazuja pewng odmienno$¢ w stosunku do warunkéw panujacych na twarzy
0s0b zdrowych, bowiem u chorych z odmiang grudkowo-krostkowa rosacea stwierdzono
migdzy innymi zredukowany poziom nawodnienia i zwigkszone pH powierzchni skory
(Lacey i wsp. 2011). U os6b z odmiang grudkowo-krostkowa tradziku rézowatego wykazano
ponadto dysfunkcj¢ bariery naskorkowej, charakteryzujaca si¢ zwigkszong transepidermalng
utratg wody (Dirshka 1 wsp. 2004) oraz zwigkszong podatnoscig skory na podraznienia
(Lonne-Rahm i wsp. 1999).

Wydzielina gruczotéw tojowych (16j) jest uznawana za istotny czynnik przyczyniajacy
si¢ do utrzymania integralnosci bariery skornej (Zouboulis i wsp. 2008). Ludzki 16) jest
wytwarzany w gruczotach lojowych 1 sklada si¢ z triglicerydow, diglicerydow, wolnych
kwasow thuszczowych, estrow wosku, skwalenu, cholesterolu oraz jego estrow (Nicolaides
1974). Skwalen i estry wosku sg unikalnymi sktadnikami toju, a do kwasow tluszczowych
obecnych w toju zalicza si¢ wiele dtugotancuchowych kwasow tluszczowych zawierajacych
w swym sktadzie powyzej 20 atomdéw wegla (Stewart 1 Downing 1991). Warstwa lipidowa
pokrywajaca powierzchni¢ naskorka w miejscach o zwigkszonej gestosci gruczolow
tojowych, w ponad 90% jest ztozona z lipidow pochodzacych z toju (Downing i Strauss
1974). Rola toju w patogenezie tradziku rézowatego nie zostala do tej pory jednoznacznie

okreslona. W przeprowadzonych w 1976 roku badaniach skladu toju u oso6b z tradzikiem
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rézowatym i u oso6b zdrowych nie stwierdzono istotnych réznic w sktadzie lipidow toju (Pye 1
wsp. 1976). Co wigcej, wykazano tez, ze skiad toju pochodzacego od chorych na tradzik
rozowaty jest prawidlowy 1 nie ulega zmianie podczas leczenia tetracyklinami (Pye i wsp.
1976). Jednak na potencjalny udziat toju w patogenezie szczegdlnie odmiany grudkowo-
krostkowej rosacea wskazywaé¢ moga pewne obserwacje kliniczne (Ni Raghallaigh i wsp.
2012). Wiadomo, ze lokalizacja wykwitow skornych w tej odmianie tragdziku rézowatego
pokrywa si¢ $cisle z miejscami o zwigkszonej ilosci gruczotdw tojowych (Pagnoni 1 wsp.
1994). Zmiany chorobowe w odmianie grudkowo-krostkowej rosacea oszczedzajg zwykle
okolice wokot oczu, ale zajmuja brzegi powiek, w ktérych sa przeciez zlokalizowane
zmodyfikowane gruczoly tojowe, zwane gruczotami Meiboma (McCulley 1 wsp. 1982,
Szkaradkiewicz i wsp. 2012). Co wigcej, doustne preparaty retinoidow - zmniejszajagce w
istotnym stopniu wydzielanie toju - cechujg si¢ wysoka skuteczno$cig w leczeniu rumienia
oraz zmian grudkowo krostkowych u pacjentéw z rosacea (Hoting i wsp. 1986). Wszystkie te
obserwacje wskazujg na to, ze podtoze tojotokowe moze stanowi¢ czynnik majacy swoj
udzial w rozwoju objawow klinicznych tradziku rozowatego (Ni Raghallaigh i wsp. 2012).

W badaniach wiasnych postanowiono podda¢ ocenie zar6wno stan lojotokowy skory
twarzy pacjentoOw z tradzikiem rézowatym 1 osob zdrowych, jak rowniez zbada¢ zaleznos¢
pomiedzy poziomem wydzielania toju przez skore twarzy a rozwojem populacji roztoczy
Demodex na skorze twarzy. W celu okreslenia liczby roztoczy Demodex folliculorum na 1
cm? skory policzka twarzy, u wszystkich pacjentow z grupy badanej 1 U os6b z grupy
kontrolnej przeprowadzano badanie z uzyciem metody biopsji cyjanoakrylatowej, ktora
umozliwia stwierdzenie Zywych, poruszajacych si¢ roztoczy i jest standardowo stosowana w
celu okre$lenia gestosci pasozytdow na lem? (Bohdanowicz i Raszeja-Kotelba 2001). W
wykonanym badaniu stwierdzono istotng statystycznie roznice pomiedzy S$rednig liczba
roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skéry twarzy u pacjentow z tradzikiem
rozowatym (2,34 os/cm?) a ilocia roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory
twarzy u osob z grupy kontrolnej (0,33 os/cm?) (p=0,0001). Jednoczesnie, w grupie badanej
wykazano istotng statystycznie roznicg w zakresie liczby roztoczy Demodex folliculorum na
cm? powierzchni skory twarzy pomiedzy populacja mezczyzn (Srednio 3,28 os/cmz) a
populacja kobiet ($rednio 1,72 os/cm?®) (p=0,0215). Ponadto, w populacji pacjentow z
tagodnym nasileniem zmian skornych wykazano istotng statystycznie réznicg¢ pomigdzy
liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm?® u kobiet (1,14 os/cm?) a liczba roztoczy
Demodex folliculorum na cm? u mezezyzn (2,78 os/cm?), (p=0,0097). Wykazano tez istnienie

przeci¢tnej korelacji miedzy wiekiem pacjentow a liczbg roztoczy Demodex folliculorum na

77



cm? powierzchni skory U pacjentdéw z grupy badanej (1=0,4470, p=0,0001) i w populacji
kobiet z grupy badanej (r=0,4949, p=0,0001). Co ciekawe, zaobserwowano, ze $rednia liczba
roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory wzrasta wraz ze wzrostem stopnia
nasilenia zmian skornych, wynoszac $rednio 1,83 os/cm? u pacjentdw z tagodnym; 2.87
os/cm? u pacjentdw z umiarkowanym; oraz 5,33 os/cm® powierzchni skéry u pacjentow ze
znacznym nasileniem zmian skornych. Jednak réznica pomigdzy poszczegdlnymi
populacjami pacjentéw okazata si¢ zbyt mata, aby osiaggng¢ poziom istotnosci statystyczne;.

Wyniki badan wtasnych dotyczace liczby roztoczy Demodex na skorze twarzy
pozostaja w zgodzie z danymi dostepnymi w piSmiennictwie | moéwiacymi, ze na skorze osob
chorych na tradzik rézowaty (w porownaniu do populacji zdrowej) stwierdza si¢ zwigkszong
obecno$¢ roztoczy Demodex (Forton i Seys 1993, Bonnar i wsp. 1993, Erbagci i Ozgoztasi
1998, Georgala i wsp. 2001, Powell 2004). Jesli chodzi o r6znice w liczbie roztoczy Demodex
pomigdzy populacjami kobiet i me¢zczyzn, to uzyskane wyniki wlasne rowniez sa zgodne z
danymi literaturowymi, ktore méwia o wystepowaniu roztoczy Demodex w wigkszej liczbie
na skorze twarzy mezczyzn, co moze by¢ zwigzane ze zwigkszonym wplywem androgendow
na gruczoty tojowe (Aylesworth i Vance 1982). Istnienie korelacji miedzy wiekiem pacjentow
a liczbg roztoczy Demodex na skorze twarzy jest zgodne z obserwacjami tych autorow, ktorzy
podkreslaja, ze zar6wno rozpowszechnienie nuzencow wsrod ludzi, jak réwniez ich $rednia
liczba na cm? skory twarzy rosnie wraz z wiekiem (Ozdemir i wsp. 2005). Uzyskana w
badaniach wlasnych $rednia liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory
w grupie osob zdrowych (0,33 os/cmz) okazala si¢ zblizona do wartosci podawanych przez
innych autordw, ktdrzy przy uzyciu metody biopsji cyjanoakrylatowej na skorze osob
zdrowych stwierdzali $rednio 0,7 os/cm® (Forton i Seys 1993). Natomiast uzyskana w
badaniach wiasnych warto§¢ éredniej liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm?
powierzchni skory w grupie chorych z tradzikiem rézowatym (2,34 os/cmz) okazata sig
mniejsza w stosunku do wielko$ci stwierdzonych przez innych autoréw - odpowiednio:
$rednio 10,8 os/cm’® powierzchni skory twarzy u chorych na tradzik rézowaty oraz 12,8
os/cm? powierzchni skory twarzy u pacjentéw z odmiang grudkowo-krostkows tradziku
r6zowatego (Forton i1 Seys 1993). Zaistniala roznica migdzy danymi wilasnymi a
literaturowymi moze by¢ spowodowana tym, iz jednym z kryteriow wlaczenia pacjentow do
grupy badanej byt ujemny wynik badania rzes na obecnos¢ roztoczy Demodex, a wigc mozna
si¢ spodziewac, ze na ich skorze twarzy bylo obecnych mniej roztoczy Demodex.

Poddajac ocenie stan lojotokowy skory twarzy u przedstawicieli obu grup, w

badaniach wlasnych wykazano statystycznie istotng roznicg w zakresie poziomu
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wydzielanego toju pomiedzy populacja pacjentéw z tradzikiem rézowatym, u ktorych $rednie
stezenie wydzielanego toju wyniosto 124,70 ug/cm2 a populacja oséb zdrowych, u ktérych
srednie stezenie wydzielanego foju wyniosto 198,35 pg/cm? (p=0,0003). Dodatkowo w grupie
badanej stwierdzono brak korelacji migdzy poziomem wydzielanego toju a liczbg roztoczy
Demodex folliculorum na cm? (wspotczynnik korelacji r=-0,116; p=0,2510). Na podstawie
tych wynikéw mozna wysnué wniosek, ze niski poziom wydzielanego toju korzystnie wptywa
na rozwoj populacji roztoczy Demodex na skorze twarzy, co pozostawaloby w sprzeczno$ci z
doniesieniami literaturowymi, ktore mowia, iz to wlasnie wzmozony lojotok sprzyja
bytowaniu nuzencow na skorze (Bohdanowicz i Raszeja-Kotelba 2001, Lacey i wsp. 2011).
Mozliwe jest jednak inne wytlumaczenie zaobserwowanego zjawiska. By¢ moze ilos¢
wydzielanego przez skor¢ toju nie stanowi jedynego czynnika determinujgcego rozwoj
populacji roztoczy Demodex na skorze ludzkiej twarzy.

Opublikowane ostatnio wyniki badan wskazuja na to, ze w przypadku chorych z
odmiang grudkowo-krostkowa rosacea - w poréwnaniu do populacji 0sob zdrowych -
wystepuja istotne statystycznie réznice w sktadzie kwasow tluszczowych powierzchniowej
warstwy lipidowej skory (Ni Raghallaigh 1 wsp. 2012). W toju tych chorych stwierdza si¢
podwyzszone poziomy kwasu mirystynowego, stanowigcego nasycony kwas thuszczowy oraz
zmniejszone poziomy dlugotancuchowych nasyconych kwasow tluszczowych (Ni
Raghallaigh i wsp. 2012). Mimo ze te zwigzki sg obecne w toju w matych ilosciach, to
stanowig jego wazny sktadnik 1 odgrywaja znaczacg role¢ w ochronie powierzchni skory (Ni
Raghallaigh 1 wsp. 2012). Nasycone kwasy tluszczowe sa bardziej odporne na utlenienie od
nienasyconych kwasow tluszczowych. Ponadto, dlugotancuchowe kwasy ttuszczowe zawarte
w loju posiadaja silne wlasciwosci hydrofobowe, dzigki czemu wykazuja zdolnos$¢ do
zapobiegania utracie wody przez skorg (Ni Raghallaigh 1 wsp. 2012). Ich brak powoduje, ze
warstwa rogowa naskorka staje si¢ ciensza, slabsza i1 bardziej przepuszczalna dla wody
(Cameron 1 wsp. 2007). Kwas mirystynowy, ktorego podwyzszony poziom stwierdzono u
chorych z odmiang grudkowo-krostkowg rosacea jest syntetyzowany gldwnie w gruczotach
tojowych i posiada unikalng zdolno$¢ do tworzenia wigzan amidowych z niektérymi biatkami
komoérkowymi, modyfikujac w ten sposob ich aktywnos$¢ biologiczng (Johnson 1 wsp. 1994).
Znaczenie faktu zwigkszonego stezenia kwasu mirystynowego nie zostato jednak wyjasnione
1 wymaga przeprowadzenia dalszych, szerzej zakrojonych badan (Ni Raghallaigh i wsp.
2012). Inne skladniki obecne w toju odgrywaja istotng rol¢ w mechanizmach wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej, ktéra u chorych z tradzikiem rézowatym wydaje si¢ byc

zaburzona (Yamasaki i wsp. 2007). Sebocyty posiadajg zdolno$¢ do wydzielania biatek
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przeciwbakteryjnych (AMPSs), takich jak katelicydyna czy ludzka p-defenzyna-2 oraz
prozapalnych cytokin, ktorych produkcja wyraznie nasila si¢ w obecnosci bakterii (Lee 1 wsp.
2008, Nagy i wsp. 2006). Na sktad toju wplywaja mikroorganizmy zamieszkujace mieszek
wlosowy, takie jak Propionibacterium acnes, ktore uwalniaja wolne kwasy tluszczowe z
triglicerydow toju (Marples 1 wsp. 1971). Wykazano, ze bezposrednie dziatanie
bakteriobojcze posiadajg tez obecne w loju kwasy: laurynowy, palmitynowy i oleinowy
(Nagy i wsp. 2006). Zarowno pochodzace z toju wolne kwasy tluszczowe, jak i peptydy
przeciwbakteryjne, stanowig cz¢$¢ elementéw wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, ktora
zabezpiecza skore przed kolonizacja jej powierzchni przez drobnoustroje (Drake i wsp. 2008).
Nie jest wiec wykluczone, ze odmienny sktad toju, obserwowany u chorych z odmiang
grudkowo-krostkowa tradziku rézowatego moze mie¢ wplyw na rozwéj mikroorganizméw
zamieszkujacych mieszki wlosowe, w tym rowniez roztoczy Demodex. Odmiennosé
mikrosrodowiska panujagcego na skorze twarzy osob z tradzikiem rézowatym moglaby
stwarza¢ roztoczom korzystne warunki do rozwoju i1 przyczynia¢ si¢ do zwigkszonego

rozwoju ich populacji u tych chorych (Lacey i wsp. 2011).

5.3. Oméwienie wynikow badan mikrobiologicznych i ocena roli roztoczy Demodex

folliculorum jako potencjalnych wektorow dla bakterii Bacillus oleronius

Wystepujace wylacznie na skorze cztowieka roztocza Demodex folliculorum i
Demodex brevis sa najczestszymi pasozytami ludzkiej skory (Rufli i Mumcuoglu 1981).
Gatunek Demodex folliculorum zamieszkuje uj$cia mieszkow wlosowych, a Demodex brevis
zyje gleboko w gruczotach tojowych i gruczotach Meiboma (Lacey i wsp. 2009).
Taksonomicznie rodzaj Demodex wchodzi w sktad rodziny nuzencowatych (Demodicidae),
zaliczanych do rzedu roztoczy (Acarina) (Bielenin i Biatczyk 1993). Na twarzy nuzefce
wystepuja gtownie na skorze okolicy nosa, brody i policzkow (Raszeja-Kotelba i wsp. 2004).
U wigkszosci osob kolonizacja roztoczami Demodex nastepuje w dziecinstwie (Desch i1
Nutting 1972). Podejrzewa si¢, ze roztocza Demodex moga odgrywaé wazng rolg w
patogenezie niektorych chordb, na przyktad tradziku rézowatego, bowiem u pacjentow z
rosacea stwierdza si¢ wigksza - w porOwnaniu z osobami zdrowymi - liczbe roztoczy
Demodex na cm? powierzchni skory (Bamford 2001, Bonnar i wsp. 1993). Wiele dyskutuje
si¢ na temat mechanizméw zjadliwos$ci roztoczy Demodex, do ktorych zalicza sie
mechaniczng blokade mieszkéw wltosowych oraz rozwoj reakcji typu ciata obcego (Lazaridou
i wsp. 2011). Obserwowano tez rozwoj lokalnego stanu zapalnego wokét mieszkow

zawierajacych duza liczbe nuzencow (Elston 2010).

80



Podejrzewa sig, ze roztocza Demodex moga si¢ przyczynia¢ do rozwoju chordb skory
rébwniez na zasadzie odmiennego mechanizmu, a mianowicie mogg stanowi¢ wektor dla
innych mikroorganizméw (Lacey 1 wsp. 2011). W czasie swojego zycia roztocza odzywiaja
si¢ gldéwnie komodrkami naskdrka i wydzieling gruczoldw tojowych. Podczas pobierania
pokarmu z powierzchni skory moga rownocze$nie pochtania¢ znajdujace si¢ na jej
powierzchni rozne bakterie, po czym - wewnatrz swoich przewoddéw pokarmowych -
transportowa¢ je do mieszkéw wlosowych gospodarza, jak rowniez moga potencjalnie
przyczynia¢ si¢ do przenoszenia tych mikroorganizméw pomiedzy ludzmi (Powell 2005;
Desch i Nutting, 1972). Poniewaz $redni czas przezycia roztoczy jest krotki (14-18 dni), to ich
systematyczny rozpad we wnetrzu mieszka wlosowego moze prowadzi¢ do uwalniania
przenoszonych przez nie bakterii i w ten sposob sprzyja¢ rozwojowi lokalnej odpowiedzi
immunologicznej w tkance otaczajacej mieszek wlosowy (Lacey i wsp. 2011).

W 2007 roku Noreen Lacey i wspolpracownikom udato si¢ wyizolowaé z wnetrza
roztocza Demodex folliculorum, pobranego od pacjenta z odmiang grudkowo-krostkowa
tradziku r6zowatego, bakteri¢ Bacillus oleronius (Lacey i wsp. 2007). Wczesniej gatunek ten
zostal opisany jako sktadnik mikroflory jelita termitow Reticulitermes santonensis (Kuhnigk i
wsp. 1995). Dowiedziono empirycznie, ze dwa specyficzne antygenowo biatka produkowane
przez Bacillus oleronius (62kDa and 83kDa) moga stymulowa¢ odpowiedz immunologiczna.
Okazato si¢ bowiem, iz ekspozycja komorek jednojadrzastych krwi obwodowej
pochodzacych od 0s6b z odmiang grudkowo-krostkowg rosacea na biatka Bacillus oleronius
powodowata pobudzenie tych komorek w probkach pochodzacych od 73% pacjentdéw, a w
grupie kontrolnej zaledwie u 29%, co sugerowatoby wczesniejszy kontakt tych komorek z
biatkami bakterii (Lacey i wsp. 2007). W innym natomiast badaniu wykazano pozytywna
korelacj¢ migdzy reaktywnos$cig surowicy z biatkami Bacillus oleronius a zapaleniem
brzegow powiek zwigzanym z obecno$cig roztoczy Demodex u pacjentow z tradzikiem
rozowatym (Li 1 wsp. 2010). Wyniki obu tych badan wskazaty na to, ze immunogenne biatka
bakterii Bacillus oleronius mogg si¢ przyczynia¢ do rozwoju zmian chorobowych u chorych z
odmianami grudkowo-krostkowa i oczng tradziku rozowatego (Lacey i wsp. 2007, Li i wsp.
2010).

Mimo ze rola, jakg bakterie Bacillus oleronius spetniajg w organizmach roztoczy, nie
zostala do konca poznana, to sugeruje si¢, iz te dwa organizmy moze laczy¢ zwigzek
symbiotyczny (Lacey i wsp. 2011). Bakterie znajdujace si¢ w przewodzie pokarmowym
roztoczy moga pomaga¢ nuzencom w trawieniu sktadnikow pokarmowych, podobnie jak to

ma miejsce u termitow, z ktorych laseczki Bacillus oleronius zostaly wyizolowane po raz
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pierwszy (Kuhnigk i wsp. 1995, Lacey i wsp. 2007). Interesujagcym faktem z zakresu budowy
anatomicznej roztoczy Demodex jest brak odbytu (Lacey i wsp. 2011). Stwarza to sytuacje, w
ktorej raz pochtonigte przez roztocza sktadniki pokarmowe nie sg wydalane na zewnatrz i
pozostaja w przewodach pokarmowych przez caty okres ich zycia (Lacey i wsp. 2011). Jesli
za$ chodzi o bakterie Bacillus oleronius, to moga si¢ one swobodnie rozwija¢ w sprzyjajacych
warunkach jako odizolowane od ukladu immunologicznego cztowieka az do momentu, w
ktorym roztocze rozpadnie si¢ w $wietle mieszka wlosowego. Zatem zwigkszona liczba
roztoczy Demodex na skorze twarzy, ktdrg obserwuje si¢ np. u pacjentow z tradzikiem
rézowatym, mogtaby powodowac, ze do tkanek otaczajagcych mieszki wlosowe tych osob sg
uwalniane wigksze ilo$ci antygendéw bakteryjnych (Lacey i wsp. 2011).

W ramach badan wtasnych postanowiono przeprowadzi¢ eksperyment, ktory miat na
celu wykazanie, czy roztocza Demodex folliculorum moga stanowi¢ wektor dla laseczek
Bacillus oleronius. Do badan konieczne bylo uzyskanie zywych roztoczy Demodex. Dlatego
od pacjentow z grupy badanej i 0d 0so6b z grupy kontrolnej pobierano zeskrobiny naskorka,
ktore nastgpnie oceniano pod mikroskopem i poszukiwano w nich roztoczy Demodex. W
kazdym przypadku odnalezienia nuzenca, jego przynalezno$¢ taksonomiczng do gatunku
Demodex folliculorum okre§lano na podstawie analizy obserwowanych cech budowy
anatomicznej roztocza oraz w oparciu o opisy zamieszczone w literaturze medycznej (Desch i
Nutting 1972; Bielenin i Biatczyk, 1993). Od pacjentéw z grupy badanej pobrano 18 probek
zeskrobin, zawierajacych co najmniej 5 roztoczy Demodex, zas od 3 0sob z grupy kontrolnej
uzyskano zeskrobiny niezawierajagce nuzencéw. Do badan nie udalo si¢ pobra¢ wigkszej
liczby zeskrobin naskorka. Prawdopodobnie bylo to spowodowane odmienno$ciag warunkow
panujacych na skoérze twarzy pacjentdw z rosacea, u ktoérych wystepujace w zwigkszonej
ilosci roztocza Demodex, zywigce si¢ zluszczonymi komorkami naskorka, sg jednoczes$nie
odpowiedzialne za ich systematyczne usuwanie. To zjawisko zostalo nawet nazwane
,ustawiczng mikro-abrazjg powierzchni skory twarzy”, klinicznie objawiajacg si¢ jako jej
nadwrazliwo$¢ (Forton 2012). Uzyskane od pacjentow zeskrobiny naskorka inkubowano
nastepnie na podtozach hodowlanych i wyizolowano 10 szczepéw bakteryjnych, w tym 9
pochodzacych od pacjentéw z grupy badanej oraz 1 od osoby z grupy kontrolnej. Wszystkie
wyhodowane szczepy szczegdlowo oceniano makroskopowo oraz mikroskopowo (preparaty
barwione metoda Grama) i stwierdzano obecno$¢ rosngcych w warunkach tlenowych, $redniej
wielkosci laseczek Gram-ujemnych, tworzacych przetrwalniki, nieposiadajacych wici oraz
niemajacych zdolnosci ruchu w kropli wiszacej. W zadnym z przypadkow nie wyhodowano

innych bakterii. W celu okreslenia przynaleznosci taksonomicznej wyhodowanych szczepow,
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w badaniach molekularnych postuzono si¢ metoda 16S rDNA opierajaca si¢ na
poréwnywaniu fragmentow sekwencji genu dla 16S rybosomalnego RNA Bacillus oleronius.
Powielenie sekwencji DNA ze szczepow bakteryjnych do badan uzyskano na drodze reakcji
PCR. DNA kontrolne zostalo wyizolowane ze szczepu referencyjnego Bacillus oleronius.
Produkty reakcji PCR poddawano nastepnie elektroforezie w 2% zelu agarozowym i
odczytywano wynik po barwieniu bromkiem etydyny. Za wynik pozytywny, ktory ostatecznie
potwierdzat diagnoze o obecnosci gatunku Bacillus oleronius, przyjmowano obecnosé¢
produktu reakcji PCR o wielkosci 299 par zasad (Szkaradkiewicz i wsp. 2011). Analiza
sekwencji genu dla 16S rRNA Bacillus oleronius wykazata bliskie pokrewienstwo do dwoch
innych gatunkéw: Bacillus licheniformis i Bacillus sporothermodurans, ktore jednak - w
odroznieniu od Bacillus oleronius - sg laseczkami Gram-dodatnimi.

W prezentowanych badaniach, efektem inkubacji zeskrobin naskorka zawierajacych
zywe roztocza Demodex folliculorum i pochodzacych od pacjentow z grupy badanej, byt - w
dziewieciu przypadkach - wzrost bakterii Bacillus oleronius. Taki wynik moze oznaczaé, ze
bakteria Bacillus oleronius towarzyszy roztoczom Demodex folliculorum. Co ciekawe, w
jednym przypadku wykazano réwniez wzrost bakterii Bacillus oleronius po inkubacji
zeskrobin, ktore pochodzily od osoby zdrowej i nie zawieraly roztoczy Demodex. Obserwacja
ta moglaby przeczy¢ hipotezie o udziale roztoczy Demodex w przenoszeniu laseczek Bacillus
oleronius i $wiadczy¢ przeciwko patogennej roli tej bakterii w rozwoju chordb skory
(Szkaradkiewicz 1 wsp. 2012). Nalezy jednak pamigtaé, ze w przypadku braku w probkach
zeskrobin roztoczy Demodex, bakteria Bacillus oleronius mogta utrzymywac si¢ na skorze
twarzy w stanie spoczynku jako forma przetrwalnikowa. Podobnie jak w przypadku innych
przedstawicieli rodzaju Bacillus, moze ona bowiem wystepowaé w dwoch formach:
wegetatywnej i przetrwalnikujacej (Szkaradkiewicz i wsp. 2012, Kuhnigk i wsp. 1995).
Zatem mozna przypuszczaé, ze u osoby zdrowej bakteria Bacillus oleronius mogta
wystepowac na skorze wilasnie w formie przetrwalnikowej, ktora w sprzyjajacych warunkach
podtoza hodowlanego rozwingta si¢ do formy wegetatywnej, wykrytej nastepnie w hodowli
bakteryjnej (Szkaradkiewicz i wsp. 2012).

O ile mechanizmy chorobotworczego dzialania roztoczy Demodex zostaly dobrze
opisane, to efekt wptywu bialek bakterii Bacillus oleronius na organizm ludzki staje si¢
dopiero przedmiotem zainteresowan badaczy. W tradziku r6zowatym zjawiskiem o istotnym
znaczeniu patogenetycznym wydaje si¢ by¢ lokalnie rozwijajacy si¢ w obrebie skory twarzy
stan zapalny, stanowigcy podtoze do rozwoju charakterystycznych - szczeg6lnie dla odmiany

grudkowo-krostkowej rosacea - wykwitow skornych, takich jak grudki, krosty, zmiany
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przerostowe czy witoknienie tkanek (Bamford 2001). Reakcja zapalna stanowi odpowiedz
organizmu na obcy antygen lub czynnik uszkadzajacy i jest spowodowana zaburzeniem
rownowagi pomi¢dzy dziataniem czynnikéw pro- i przeciwzapalnych (Catkosinski i wsp.
2009). Wydaje sie¢, ze w tradziku rézowatym zaburzenie regulacji moze dotyczy¢ glownie
elementow wrodzonego uktadu odpornosciowego (Bevins i Liu 2007, Yamasaki i Gallo
2009). Skuteczno$¢ stosowanych w terapii rosacea lekow o dziataniu przeciwzapalnym
sugeruje, ze kluczowymi czynnikami w patogenezie tego schorzenia mogg by¢ komorki
biorace udziat w odpowiedzi zapalnej, takie jak neutrofile oraz uwalniane przez nie mediatory
zapalne. Natomiast obserwowane klinicznie objawy schorzenia moga by¢ wynikiem
neutrofilowego nacieku zapalnego (Miyachi 2001). Tetracykliny czy metronidazol,
wykorzystywane czesto w leczeniu tradziku rdézowatego, nie sg jedynie efektywnie
dziatajacymi antybiotykami, lecz wykazuja rowniez dziatanie przeciwzapalne (van Zuuren i
wsp. 2007). Tetracykliny przyczyniaja si¢ bowiem do redukcji poziomu prozapalnych cytokin
(IL-1B i TNF-a) oraz do hamowania chemotaksji neutrofili (Sapadin i Fleischmajer 2006,
Baldwin 2006). Stosowany w terapii miejscowej metronidazol wykazuje dziatanie
przeciwzapalne oraz przeciwdrobnoustrojowe (Breneman i wsp. 1998). Uwaza sig¢, ze jest on
antyoksydantem, ktorego dziatanie w tradziku rézowatym jest zwigzane z modyfikowaniem
aktywnosci neutrofili poprzez hamowanie powstawania i uwalniania reaktywnych form tlenu
(Miyachi 2001, Miyachi 2000). Podobnie jest w przypadku kwasu azelainowego, ktorego
kliniczna skuteczno$¢ moze wynika¢ z modulujgcego wplywu na aktywno$¢ neutrofili, co
skutkuje hamowaniem produkcji reaktywnych form tlenu (ROS) (Jones 2004).

Neutrofile sg bardzo ruchliwymi fagocytami stanowigcymi pierwsza lini¢ obrony
wrodzonego ukladu odpornosciowego. Posiadaja one zdolno$¢ niszczenia wrogich
mikroorganizmow poprzez uruchamianie mechanizmu uwalniania reaktywnych form tlenu,
wytwarzanych podczas wybuchu oksydacyjnego (Segal 2005). Co ciekawe, w skorze chorych
na tradzik rézowaty wykrywano wyzsze poziomy reaktywnych form tlenu (Bakar 1 wsp.
2007). Konsekwencja lokalnego nacieku neutrofilowego w tkance moze by¢ wigc
gromadzenie mediatoroOw stanu zapalnego i rozwoju stanu zapalnego. Z kolei wydzielane
przez neutrofile proteazy mogg stanowi¢ czynnik uszkadzajacy elementy tkanki taczne;,
stanowigce podpore dla naczyn krwionosnych, co w efekcie prowadzi do powstawania
rumienia oraz teleangiektazji (Millikan 2003, Parodi i wsp. 1980, Wilkin 1988). Jak pokazaty
badania, ekspozycja neutrofili na immunogenne biatka bakterii Bacillus oleronius prowadzita
do wzrostu migracji tych granulocytéw w kierunku immunogennych biatek (O’Reilly 1 wsp.

2012). Mozna zatem przypuszczaé, ze roOwniez w warunkach in vivo wzmozony naplyw
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neutrofili bedzie nastgpowal do miejsc o wysokim stezeniu tych bialek (O’Reilly i wsp.
2012). Co wiecej, neutrofile eksponowane na biatka Bacillus oleronius reagowaty
degranulacjg, mierzong jako wzrost uwalniania MMP-9 i katelicydyny oraz wzrostem
produkcji prozapalnych cytokin IL-8 i TNF-a (O’Reilly i wsp. 2012). Produkcja i wydzielanie
tych cytokin moze skutkowac dalsza rekrutacja neutrofili do miejsca dziejacego si¢ zapalenia.
Tak wiec biatka produkowane przez bakteric Bacillus oleronius i posiadajace silne
wlasciwo$ci immunogenne, mogg prowadzi¢ do rozwoju stanu zapalnego, Wywierajacego
rownoczes$nie szkodliwy wplyw na otaczajace tkanki. Uwaza si¢, ze ,porcja” bialek
bakteryjnych potrzebna do wywolania reakcji zapalnej w tkance okotomieszkowej moze
zosta¢ wprowadzona do mieszka przez roztocza Demodex, stanowigce wektor dla bakterii
Bacillus oleronius (O’Reilly i wsp. 2012). Zatem poprzez wprowadzanie immunogennych
bialek do mieszka wlosowego, roztocza Demodex folliculorum moga si¢ przyczynia¢ do
powstania wykwitow skérnych w tradziku réozowatym (Lacey 1 wsp. 2007).

Obserwowana w tradziku roézowatym zwigkszona gesto$¢ roztoczy Demodex na
skorze twarzy moze wplywaé na dostarczanie do mieszkow wlosowych proporcjonalnie
wigkszej ilosci biatek bakteryjnych (O’Reilly i wsp. 2012). Potwierdzaja to badania wtasne,
ktore wskazuja, iz u pacjentdow z pozytywnym wynikiem reakcji PCR wykazano istotnie
statystycznie wyzsza $rednia ilos¢ roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory
twarzy oraz istotnie wyzszy $redni poziom wydzielanego toju. Martwe i1 rozpadajace si¢ w
obrebie mieszka wlosowego roztocza Demodex uwalniajg bakterie Bacillus oleronius i
zwigzane z nimi biatka do $wiatta mieszka wlosowego. Gdy mieszek wlosowy ulega
peknigciu, a immunogenne biatka bakteryjne wydostaja si¢ do tkanek okotomieszkowych, to
moga tam zapoczatkowa¢ rozwdj lokalnego stanu zapalnego (O’Reilly i wsp. 2012). WyniKi
przeprowadzonych badan pozwalaja sadzi¢, Ze biatka te przyciagaja neutrofile, ktore
uwalniajgc MMP-9 oraz katelicydyne do otaczajacych tkanek, powodujg ich niszczenie. Z
kolei cytokiny prozapalne, uwalniane z aktywowanych neutrofili, sprzyjaja dalszemu
naptywowi komorek nacieku zapalnego i w efekcie podtrzymuja rozwdj i istnienie stanu
zapalnego (O’Reilly 1 wsp. 2012). Antybiotykoterapia stosowana w terapii tradziku
rozowatego, a szczegodlnie antybiotyki z grupy tetracyklin majg mozliwos¢ redukcji populacji
bakterii Bacillus oleronius, przenoszonych przez roztocza Demodex. Dzigki temu, do tkanek
nie s3 systematycznie uwalniane komoérki bakterii 1 zwigzane z nimi biatka. Dodatkowo,
dzigki witasciwosciom przeciwzapalnym tetracyklin hamowany jest proces chemotaksji
neutrofili i produkcji cytokin prozapalnych (Sapadin i Fleischmajer 2006, Baldwin 2006). Po

zaprzestaniu podawania antybiotyku, objawy tradziku r6zowatego mogg stopniowo powracaé
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(Gupta i Chaudhry 2005). Mozna to wigzaé ze stopniowym odradzaniem si¢ populacji bakterii
Bacillus oleronius w uktadzie trawiennym roztoczy Demodex. A zatem zwigzek
symbiotyczny tych dwéch organizméw moze si¢ przyczynia¢ do sytuacji, ze w mieszkach
wlosowych skory osob z tradzikiem rozowatym biatka bakterii Bacillus oleronius mogg by¢
obecne w zwigkszonej ilosci z powodu obecnosci wigkszej liczby przenoszacych te bakterie
roztoczy Demodex.

Ten hipotetyczny mechanizm tlumaczy, w jaki sposob aktywacja neutrofili moze
indukowa¢ rozwdj nadmiernego stanu zapalnego i uszkodzenia tkanek (O’Reilly i wsp. 2012).
Poniewaz $redni czas zycia roztoczy Demodex jest krotki (Srednio 14-18 dni), a ich rozpad ma
miejsce gldownie w obrgbie mieszkéw wlosowych, to wiasnie w tych miejscach dochodzi do
uwolnienia najwickszej ilosci antygenéw Bacillus oleronius (Lacey i wsp. 2009). Gdy
cigglos¢ Sciany mieszka wlosowego ulegnie przerwaniu, co moze by¢ spowodowane
nadmiernym rozdeciem jego $cian, biatka bakteryjne zostajg uwolnione do otaczajacych
tkanek, gdzie moga indukowa¢ - zwigzany z aktywacja neutrofili - rozwdj stanu zapalnego.
Konsekwencja rozwoju stanu zapalnego moze by¢ uszkodzenie struktur tkanki tacznej,
otaczajacych mieszek wlosowy (Kafienah i wsp. 1998).

Badajac szczepy laseczek Bacillus oleronius pochodzace od pacjentéw chorujacych na
zapalenie brzegéw powiek, potwierdzono wrazliwos¢ tych bakterii na wiele antybiotykow,
takich jak cyprofloksacyna, doksycyklina i gentamycyna. Wigkszo$¢ szczepow wykazata tez
wrazliwos¢ na klindamycyne (Szkaradkiewicz i wsp. 2012). Wymienione antybiotyki nie
redukujg jednak populacji roztoczy Demodex, a stosowane podczas kuracji wykazuja
dziatanie jedynie w stosunku do bakterii Bacillus oleronius. Zapobiegaja one uwalnianiu do
tkanek okolomieszkowych immunogennych bialek. Po odstawieniu antybiotyku zdarza sig, ze
objawy rosacea moga nawraca¢. Odradzanie si¢ populacji bakterii Bacillus oleronius w
przewodach pokarmowych roztoczy jest mozliwe, gdyz te drobnoustroje - podobnie jak inne
bakterie z rodziny Bacillus - moga wystepowa¢ w dwoch formach: wegetatywnej i
przetrwalnikujacej (Szkaradkiewicz i wsp. 2012). Mozliwe jest wigc, Ze poruszajace si¢ po
powierzchni skory roztocza DemodeX, pozerajac obumarte komorki naskorka, niejako przy
okazji wprowadzajg do swojego uktadu pokarmowego endospory Bacillus oleronius, ktore

nastepnie rozwijajg sie do form wegetatywnych (Szkaradkiewicz i wsp. 2012).
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5.4. Omowienie wynikow badan surowiczych stezen interleukiny 17A

Tradzik rézowaty jest przewlekta chorobg o nieustalonej etiologii (Wilkin i wsp.
2002). Istotny wptyw na przebieg tej choroby ma lokalnie rozwijajacy si¢ stan zapalny
(Bamford 2001). Jest to zlozony i wieloetapowy proces, w ktorym bierze udzial wicle
komorek nacieku zapalnego i w ktorym zostaje uwolnionych wiele mediatorow, takich jak
cytokiny (Catkosinski 1 wsp. 2009). Na istotne znaczenie stanu zapalnego w patogenezie
rosacea wskazuje rowniez histologiczny obraz schorzenia, uzalezniony od okresu trwania
tradziku rézowatego (Maciejewska-Udziela 1980). W poczatkowym, rumieniowym okresie,
jedynymi obserwowanymi w tkance zmianami sg drobne nacieki limfohistiocytarne,
zlokalizowane w otoczeniu rozszerzonych naczyn krwiono$nych oraz obrzek tkanki acznej
(Maciejewska-Udziela 1980). W pozniejszym okresie, wokot mieszkow wlosowych i
gruczotow lojowych zaczynaja si¢ tworzy¢ nacieki ztozone z neutrofili, limfocytow,
histiocytow i eozynofilii (Maciejewska-Udziela 1980). W biopsjach skérnych, pochodzacych
od pacjentow prezentujacych obraz kliniczny tradziku rézowatego, stwierdzono, ze w
naciekach limfocytarnych wigkszo$¢ limfocytéw T byta zlokalizowana wokot czgséci roztoczy
Demodex, znajdujacych si¢ poza mieszkiem wtosowym (Rufli i Biichner 1984). Przewaga
limfocytow T w naciekach komorkowych, towarzyszacych obecnosci roztoczy Demodex,
stanowi argument na poparcie teorii, ze w rozwoju tradziku r6zowatego wazng role odgrywa
rowniez komoérkowa odpowiedz odpornosciowa ustroju (Kim i wsp. 2011). Obecnosé¢
roztoczy Demodex moze mie¢ u czlowieka zwigzek z rozwojem chorob skory oraz schorzen
dotyczacych narzadu wzroku, w tym - z rozwojem przewlektego zapalenia brzegéw powiek
(Kheirkhah i wsp. 2007). W obrazie klinicznym tej choroby czesto stwierdza si¢ obecno$é
zaczerwienienia powiek i teleangiektazji na brzegach powiek, za$ pacjenci czgsto skarza si¢
na $wiad, uczucie dyskomfortu w oku oraz pogorszenie funkcji narzadu wzroku (Jackson
2008). W badaniach klinicznych patogeneze demodekozy ocznej proébowano wyjasnié
postugujac si¢ analizg poziomdéw cytokin, zawartych we tzach pacjentow z zapaleniem
brzegéw powiek (Kim i wsp. 2011). Stwierdzono, ze poziomy stgzen cytokin: interleukiny 7
(IL-7), interleukiny 12 (1L-12) oraz interleukiny 17 (IL-17) we tzach pochodzacych od
pacjentow z zapaleniem brzegdw powiek i z jednoczesng obecnoscig roztoczy Demodex, byty
istotnie statystycznie wyzsze w porOwnaniu z poziomami stezen tych cytokin we lzach
pacjentow z zapaleniem brzegdéw powiek, ale bez obecnosci roztoczy Demodex (Kim i wsp.
2011). U pacjentéw z zapaleniem brzegéw powiek, lecz bez towarzyszacej infekcji Demodex,
stwierdzono we tzach istotnie wyzsze st¢zenia interleukiny 7, interleukiny 12 1 MIP-1 w
poréwnaniu do 0sob zdrowych. Stezenia IL-7 i IL-12 wykazywaly roznice pomig¢dzy
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poszczegdlnymi badanymi, tj. pacjentami z zapaleniem brzegow powiek i1 towarzyszaca
obecno$cig roztoczy Demodex, pacjentami z zapaleniem brzegéw powiek bez obecnosci
roztoczy Demodex oraz osobami zdrowymi. Jednakze istotng r6znice w poziomie interleukiny
17 odnotowano wylacznie pomiedzy populacjami pacjentow z zapaleniem brzegdéw powiek,
réznigcych si¢ obecno$cig (badz brakiem) roztoczy Demodex. Moze to oznaczaé, ze
zwigkszone poziomy interleukiny 17 w tym badaniu byty silnie skorelowane z infekcja
nuzencem (Kim i wsp. 2011). Jest wiec mozliwe, ze to infestacja roztoczem Demodex
indukuje sekrecj¢ interleukiny 17, ktéra moze stymulowaé rozwdj reakcji zapalnej badz
alergicznej i skutkowa¢ uszkodzeniem powierzchni oka oraz rozwojem teleangiektazji (Kim i
wsp. 2011).

W ramach badan wiasnych postanowiono zbadaé, jak zachowujg si¢ osoczowe
stezenia interleukiny 17 w populacji pacjentoéw z tradzikiem rézowatym oraz w grupie
kontrolnej, sktadajacej si¢ z 0s6b zdrowych. Interleukina 17 jest cytoking prozapalng wykryta
po raz pierwszy w roku 1993 (Rouvier i wsp. 1993). Jej glownym zrodtem sg limfocyty Th-
17, stanowigce subpopulacje limfocytow CD4" (Wrébel i wsp. 2005, Aggarwal i wsp. 2003).
Interleukina 17 moze by¢ syntetyzowana rowniez przez neutrofile, aktywowane monocyty
czy komorki NK (Pappu 1 wsp. 2010, Chen 1 O’Shea 2008). Rolg limfocytow T
pomocniczych CD4" jest regulacja odpowiedzi odpornosciowej. Opisana w 2005 roku
populacja limfocytow Thl7 stanowi podzbior limfocytow T pomocniczych, ktorych
charakterystyczng cechg jest wydzielanie interleukiny 17 (Hus 1 wsp. 2010), odgrywajacej
wazng role m.in. w zwalczaniu infekcji bakteryjnych 1 grzybiczych (Hus 1 wsp. 2010).
Interleukina 17 przyczynia si¢ do uwalniania innych cytokin i chemokin, ktére wptywaja na
rekrutacje, aktywacje i migracj¢ neutrofili do ogniska infekcji. Uwaza sig, ze limfocyty Th17
odgrywaja rownie istotng role w patogenezie chorob alergicznych, zapalnych oraz sa
potencjalnymi induktorami reakcji autoimmunologicznych (Bettelli i wsp. 2008, Hus i wsp.
2010). Podwyzszone osoczowe stezenie interleukiny 17 stwierdzono w surowicy chorych na
RZS, tuszczyce, stwardnienie rozsiane oraz zapalne choroby jelit (Pappu i wsp. 2010). W
przypadku alergicznego zapalenia btony §luzowej nosa jest ona uwazana za biomarker
ciezkosci i progresji tego schorzenia (Ciprandi i wsp. 2009).

W kontekscie patogenezy tradziku rozowatego istotne jest to, ze interleuking 17 uwaza
si¢ za ogniwo laczace syntetyzujace ja limfocyty T ze zjawiskiem wtérnego, zwiekszonego
naptywu neutrofili do miejsca reakcji zapalnej. Wykazano bowiem, ze w ukladzie
oddechowym podwyzszonej aktywnosci interleukiny 17 towarzyszy zwigkszony lokalnie

naptyw neutrofili, spowodowany wzrostem wydzielania czynnikoéw chemotaktycznych i
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czynnikow wzrostu (G-CSF, GM-CSF) dla neutrofili (Semik-Orzech i wsp. 2006). Dla
prowadzonych rozwazan wazne jest rOwniez to, iz interleuking 17 uwaza si¢ za cytoking
mogacg w sposOb posredni stymulowaé proces angiogenezy, poniewaz nasila produkowanie
przez fibroblasty takich czynnikow, jak VEGF, MIP-2, NO czy prostaglandyny (Wrobel i
wsp. 2005). Interleukina 17 - jako potencjalnie angiogenna chemokina - moze wigc odgrywac
znaczgcg role w formowaniu si¢ nowych naczyn krwiono$nych i teleangicktazji w
spojowkach. Obserwuje si¢ t0 u chorych z zapaleniem brzegéw powiek 1 jednoczesng infekcja
roztoczami Demodex. W pi$miennictwie istniejg doniesienia na temat wspotwystgpowania
demodekozy i zmian skornych, takich jak teleangiektazje, przekrwienie oraz rumien
(Kheirkhah i wsp. 2007, Erbagci i Ozgoztasi 1998, Hsu i wsp. 2009). Roéwniez zapalenie
brzegéw powick z obecnoscig roztoczy Demodex cechuje si¢ przekrwieniem spojowek i
obecnoscig teleangiektazji na brzegach powiek (Kheirkhah i wsp. 2007).

W badaniach wlasnych dokonano oceny poziomu surowiczych stgzen interleukiny
17A, ktorag obecnie uwaza, si¢ za prototypowa interleuking dla rodziny IL-17, obejmujacej 6
cytokin (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E i IL-17F), przy czym nazwy IL-17 i IL-
17A sg traktowane jako tozsame (Pappu i wsp. 2010). Wykazano, ze u pacjentdw z grupy
badanej surowicze stezenie IL-17A wynosito srednio 4,85 pg/ml i nie rdznito si¢ istotnie od
$redniego surowiczego stezenia IL-17A u 0sob z grupy kontrolnej, ktore wynosito 9,63 pg/mi
(p=0,0545). W grupie badanej nie wykazano takze istotnych statystycznie réznic w $rednim
surowiczym stezeniu IL-17A pomiedzy populacja pacjentdw z odmiang rumieniowg a
populacja pacjentéw z odmiang grudkowo-krostkowa tradziku rozowatego (p=0,8372).
Natomiast surowiczych pozioméw IL-17A w populacjach pacjentow z odmiang oczng i
przerosla nie mozna bylo pordwnaé z pozostalymi populacjami z powodu zbyt matej
liczebnosci tych grup. Stwierdzono tez brak istotnej statystycznie roznicy w zakresie
surowiczych poziomow IL-17A pomiedzy populacja pacjentdéw z pozytywnym a populacja
pacjentow z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius
(p=0,3996), jak réwniez brak korelacji pomiedzy stezeniem surowiczej IL-17A a wiekiem
pacjentow (p=0,4711) oraz pomiedzy stezeniem surowiczej IL-17A a liczbg roztoczy
Demodex folliculorum na cm? skory policzka (przy p=0,1030) u pacjentdw z grupy badanej.

Uzyskane wyniki badan wlasnych, dotyczace poziomow surowiczych stgzen
interleukiny 17A, wskazuja na brak istotnych statystycznie roznic w zakresie wielkosci tego
parametru pomigdzy poszczegdlnymi populacjami z obu badanych grup. To moze
sugerowac, ze w tradziku rozowatym nie dochodzi do istotnych zmian poziomow interleukiny

17A we krwi, cho¢ jednoczesnie nie stanowi dowodu na brak znaczenia tej cytokiny w
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patogenezie schorzenia. Jak bowiem wiadomo, w tradziku rézowatym zjawisko stanu
zapalnego jest ograniczone do miejsc wystepowania widocznych wykwitow skornych, a wiec
do okolic skory twarzy lub - w odmianie ocznej rosacea - do narzgdu wzroku. Interleukina 17
moze wiec odgrywacé rolg lokalnego czynnika zaangazowanego w proces powstawania zmian
skérnych, podobnie jak ma to miejsce w zapaleniu brzegdw powiek, gdzie wykrywa si¢
zmiany poziomu cytokin zapalnych w ptynie fzowym (Kim i wsp. 2011). Dodatkowym
argumentem potwierdzajacym znaczenie interleukiny 17 w patogenezie zapalenia brzegdw
powiek moze by¢ fakt, ze we wspomnianym wczesniej badaniu poziom tej interleukiny w
ptynie tzowym - poczatkowo podwyzszony - ulegt obnizeniu wskutek leczenia majacego na
celu eradykacje roztoczy Demodex. To sugeruje istnienie silnego zwigzku migdzy obecnoscia
roztoczy Demodex a zmiang poziomu IL-17 we tzach (Kim i wsp. 2011). Jest wigc mozliwe,
ze obecno$¢ roztoczy Demodex folliculorum bytujacych w mieszkach wlosowych skory
twarzy lub w obrebie rzgs na brzegach powiek moze stymulowac sekrecje tej cytokiny, ktéra
nastepnie indukuje rozwdj reakcji zapalnej oraz sprzyja powstawaniu nowych naczyn
krwionosnych, czego przejawem sg teleangiektazje, widoczne w przebiegu tej choroby (Kim i
wsp. 2011).

5.5. Omoéwienie wynikow badan reaktywnosci surowic krwi z bialkami bakterii Bacillus

oleronius

Jak wiadomo, u chorych na tradzik r6zowaty obserwuje si¢ zwigkszong liczbe
roztoczy Demodex na skorze twarzy, w porownaniu do osob zdrowych (Bonnar i wsp. 1993,
Erbagci i Ozgoztasi 1998). Dlatego tez mozna si¢ spodziewaé, ze U tych chorych z
rozpadajacych si¢ roztoczy do mieszkéw wlosowych beda uwalniane wigksze ilosci bakterii
Bacillus oleronius, ktorych biatka — jak wspomniano wczesniej — posiadaja silne wlasciwosci
immunogenne (O’Reilly i wsp. 2012, O’Reilly i wsp. 2012). Zaréwno u pacjentéw z odmiang
grudkowo-krostkowa (Lacey i wsp. 2007), jak i u pacjentow z odmiang oczng (Li i wsp.
2010), wykazano istotnie statystycznie wigkszg reaktywnos$¢ surowicy krwi z biatkami
pochodzacymi od bakterii Bacillus oleronius, wyizolowanej z roztocza Demodex,
pochodzacego od pacjenta z odmiang grudkowo-krostkowa rosacea. W badaniu
przeprowadzonym na grupie chorych z odmiang rumieniowg tradziku rézowatego oceniano
rowniez reaktywnos$¢ surowicy krwi w stosunku do biatek 62 kDa i 83 kDa, przy uzyciu
metody Western blot (O’Reilly 1 wsp. 2012). Wykazano, ze w populacji 26 oséb z tradzikiem
rézowatym surowica pochodzaca od 21 pacjentéw (80%) wykazywata reaktywno$¢ z

biatkami Bacillus oleronius, a w grupie kontrolnej, ztozonej z 22 o0s6b, reaktywno$¢
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wykazywata surowica pochodzaca jedynie od 9 oso6b (40%). Stwierdzony istotny
statystycznie wigkszy odsetek reaktywnosci surowic u pacjentéw z rosacea w porownaniu do
grupy kontrolnej moze sugerowac, ze biatka bakteryjne mogg wyzwala¢ rowniez humoralng
odpowiedz uktadu immunologicznego i prowadzi¢ do produkcji przeciwciat skierowanych
przeciwko biatkom bakteryjnym (O’Reilly i wsp. 2012).

W ramach badan wlasnych postanowiono oceni¢ reaktywno$¢ surowic Krwi
pochodzacych od chorych na tradzik ré6zowaty oraz od oséb zdrowych, z biatkami bakterii
Bacillus oleronius przy uzyciu metody Western blot. Do badan uzyto surowicy krwi pobrane;j
od wszystkich uczestnikow badan, a jako antygeny zostaly uzyte biatka bakterii Bacillus
oleronius, wyizolowane z roztocza Demodex, pochodzacego od pacjenta z odmiang
grudkowo-krostkowa rosacea (Lacey i wsp. 2007). Stwierdzono, ze U pacjentow z tradzikiem
rézowatym reaktywno$¢ z biatkami Bacillus oleronius wykazywata surowica krwi
pochodzaca od 82 pacjentéw (82% badanej populacji), a w grupie kontrolnej ztozonej z os6b
zdrowych reaktywno$¢ wykazywata surowica pochodzaca jedynie od 8 badanych (20%
populacji). A zatem surowica krwi pochodzaca od pacjentow z tradzikiem roézowatym w
statystycznie istotny sposob wykazywata reaktywnos¢ z biatkami Bacillus oleronius
(p=0,0001). Wyniki uzyskane z badan wlasnych pozostaja w zgodzie z doniesieniami
literaturowymi mowigcymi o istnieniu pozytywnej korelacji migdzy reaktywnos$cia surowicy
krwi z biatkami Bacillus oleronius a rozpoznaniem klinicznym tradziku rézowatego (Lacey i
wsp. 2007, Li 1 wsp. 2010, O’Reilly 1 wsp. 2012). Wydaje si¢ zatem prawdopodobne, ze
biatka bakterii Bacillus oleronius moga wywotywac¢ nie tylko lokalng aktywacj¢ neutrofili
(O’Reilly 1 wsp. 2012), lecz réwniez wyzwala¢ w organizmie czlowieka humoralng
odpowiedz immunologiczng, zwigzang z produkcja przeciwcial (O’Reilly 1 wsp. 2012).
Dodatkowo, w badaniach wlasnych wykazano istnienie pewnych ciekawych i statystycznie
istotnych réznic w zakresie wybranych parametrow pomigdzy populacja pacjentow z
pozytywnymi a populacjg pacjentdw z negatywnymi wynikami reakcji surowicy z biatkami
Bacillus oleronius. Chorzy z pozytywnymi wynikami reakcji surowicy krwi z biatkami
Bacillus oleronius charakteryzowali si¢ istotnie statystycznie wyzszym wiekiem w stosunku
do pacjentow z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi. Okazato si¢ bowiem, ze $redni
wiek w grupie z wynikiem pozytywnym wyniost 48,65 lat, a w grupie z wynikiem
negatywnym - 40,22 lat (p=0,0151). Poza tym pacjenci z pozytywnymi wynikami reakcji
surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius charakteryzowali si¢ istotnie statystycznie
dtuzszym czasem trwania choroby, ktory wyniost srednio 7,13 lat u pacjentéw z pozytywnym

i 4,47 lat u pacjentdw z negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi (p=0,0442). Moze to
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sugerowaé, ze do rozwinigcia humoralnej odpowiedzi immunologicznej dochodzi po
dhuzszym czasie trwania choroby; lub tez, ze do ujawnienia widocznych klinicznie objawow
chorobowych 1 wytworzenia przeciwcial wymagana jest obecno$¢ zwigkszonej ilosci
antygenow bakteryjnych oraz odpowiednio dlugi czas trwania stanu zapalnego w tkankach. A
takie wlasnie warunki panujg na skorze twarzy chorych z tradzikiem ré6zowatym. Mozliwe
jest tez, ze u o0sob zdrowych zbyt mala liczba roztoczy, a co za tym idzie - mata ilos¢
antygenu bakteryjnego, nie wystarcza do rozwoju lokalnego stanu zapalnego ani do
rozwini¢cia si¢ odpowiedzi immunologicznej typu humoralnego (O’Reilly i wsp. 2012).

Inna interesujgca obserwacja stwierdzona w badaniach wtasnych dotyczy roznicy w
zakresie poziomu wydzielania toju pomiedzy populacjami pacjentow z pozytywnym i
negatywnym wynikiem reakcji surowicy krwi z immunogennymi biatkami Bacillus oleronius.
Wsrod pacjentdéw z pozytywnymi wynikami reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus
oleronius stwierdzono istotnie statystycznie nizszy poziom wydzielanego toju, wynoszacy
$rednio 112,30 pg/cm?. Natomiast wrod oséb z negatywnym wynikiem reakcji surowicy, ten
poziom wyniost $rednio 181,17 ug/cm2 (p= 0,0119). Nie mozna jednak stwierdzi¢, czy ta
istotna statystycznie réznica w stezeniu toju wynika z preferowania przez roztocza Demodex
skory o odmiennym skladzie 1 nizszym poziomie toju, czy tez stwierdzony nizszy poziom toju
jest wynikiem zasiedlania skory przez roztocza Demodex. Chociaz wydaje sig, ze odmienno$¢
warunkéw panujacych na skoérze osob z tradzikiem rézowatym pozostaje w zwiazku z
wystepowaniem u hich wiegkszej liczby roztoczy Demodex. Zwigkszona liczba roztoczy
Demodex prowadzi w konsekwencji do systematycznego dostarczania do mieszkow
wlosowych zwigkszonych ilosci biatek Bacillus oleronius, ktore po przekroczeniu bariery
$ciany mieszka wlosowego moga wywotywac odpowiedz zapalng w mechanizmie zaleznym
poczatkowo od aktywacji neutrofili. Po blizej nieokreslonym czasie, obecno$¢ biatek
bakteryjnych w tkankach skutkuje wytworzeniem przeciwcial przez organizm czlowicka
(O’Reilly 1 wsp. 2012). Jednak w badaniach wiasnych pomigdzy populacjami pacjentow z
pozytywnymi a populacja pacjentdw z negatywnymi reakcjami surowicy krwi z antygenami
bakteryjnymi nie odnotowano istotnej statystycznie rdznicy ani w zakresie $redniej ilo$ci
roztoczy Demodex folliculorum na cm? (p=0,2862), ani w zakresie surowiczych poziomow
interleukiny 17A (p=0,3996). Nalezy tez podkresli¢, iz wyniki badan wtasnych pozostajg w
zgodzie z wczeSniejszymi doniesieniami, ktore mowia, ze roztocza Demodex stanowig
niezalezny czynnik etiopatogenetyczny chorob narzadu wzroku, za$ przenoszone przez nie
bakteric najprawdopodobniej dziataja na organizm czlowieka we wlasnym zakresie

(Szkaradkiewicz i wsp. 2012).
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5.6. Podsumowanie dyskusji

Podsumowujac omoéwienic wynikow przedstawionych W niniejszej pracy, nalezy
zwroci¢ uwage na kilka bardzo waznych kwestii dotyczacych tradziku rézowatego. Jest to
choroba czgsto spotykana, dotykajaca od 2% (Schaefer i wsp. 2008) do nawet 10% populacji
(Berg i wsp. 1989). Chociaz tradzik r6zowaty nie nalezy do schorzen zagrazajacych zyciu, to
jednak ze wzgledu na przewlekty charakter choroby oraz fakt, ze dotyka tak widocznej cze$ci
ciata jak twarz, moze wywiera¢ silny wptyw na stan psychiczny, poczucie witasnej wartosci |
samooceng pacjentow (Chodkiewicz i wsp. 2007). Mimo przeprowadzenia licznych badan,
majacych na celu ustalenie czynnika (lub czynnikow) prowadzacych do rozwoju choroby, jej
patogeneza pozostaje wcigz nier0Zpoznana, a leczenie ma nadal charakter gldwnie objawowy
(Elewski 1 wsp. 2011). Nalezy podkresli¢, ze znalezienie skutecznego leku na tradzik
rézowaty lub trafnego narzgdzia diagnostycznego stanowitoby wielka korzy$¢ dla chorych.

Dlatego tez celem niniejszej pracy stala si¢ ocena udziatu bakterii Bacillus oleronius i
roztoczy Demodex folliculorum w patogenezie tradziku rézowatego. Celem, jaki postawit
sobie autor tej pracy, byta rowniez proba znalezienia czynnika, ktory stanowitby ,,brakujace
ogniwo”, taczace ze soba w logiczng calo$¢ aktualne hipotezy na temat patogenezy tradziku
rézowatego, zmierzajace do wyjasnienia réznorodnosci objawow klinicznych obserwowanych
w przebiegu tego schorzenia. Co do roztoczy Demodex, to byty one podejrzewane o udziat w
patogenezie schorzen skory w zasadzie od momentu ich odkrycia w 1841 roku (Bonnar i wsp.
1993). Natomiast laseczki Bacillus oleronius zacz¢to podejrzewac o udzial w patogenezie
dermatoz zapalnych dopiero wtedy, gdy udalo si¢ je wyizolowaé z roztocza Demodex,
pobranego od pacjenta z grudkowo-krostkowa odmiang rosacea (Lacey i wsp. 2007).
Prezentowane w niniejszej pracy wyniki badan wiasnych wskazuja, ze roztocza Demodex
folliculorum moga stanowi¢ wektor dla bakterii Bacillus oleronius. Wykazano réwniez, ze na
skorze twarzy pacjentow z tradzikiem roézowatym roztocza te wystepuja w wickszej liczbie
niz u osob zdrowych. Wydaje si¢ wigc, ze na powierzchni skory tych pacjentow moga
wystepowaé odmienne warunki fizyczne, sprzyjajace rozwojowi populacji roztoczy. By¢
moze s3 to warunki zwigzane z odmiennym skladem toju, cho¢ w tej materii nalezy
przeprowadzi¢ kolejne, poglebione badania. Zwigkszona liczba roztoczy Demodex moze w
konsekwencji prowadzi¢ do dostarczania do wnetrza mieszkow wlosowych proporcjonalnie
wigkszej ilosci antygendéw bakteryjnych. Biatka produkowane przez bakterie Bacillus
oleronius posiadaja, jak wiadomo, silne wlasciwosci immunogenne i sg zdolne do aktywacji
neutrofili oraz do rozwoju lokalnego stanu zapalnego, co zostalo potwierdzone empirycznie
(Lacey 1 wsp. 2007, O’Reilly i wsp. 2012).
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Koncepcja udziatu bakterii Bacillus oleronius tlumaczytaby zatem rozwdj wielu
objawéw klinicznych obserwowanych w tradziku rézowatym. Wydaje sig, ze wykwity
zapalne (grudki i1 krosty) moga bezposrednio wynika¢ z rozwijajacego si¢ zapalenia, za$
objawy naczyniowe schorzenia (rumien i teleangiektazje) moga mie¢ zwigzek z degradacja
biatek strukturalnych tkanki tacznej, stanowigcych swoiste ,,rusztowanie” dla sieci naczyn
krwionosnych. Trwajacy przez wiele lat okolomieszkowy stan zapalny skutkuje stopniowym
niszczeniem elementéw rusztowania tkanki facznej, na ktérym sa osadzone naczynia skorne
(Yamasaki i Gallo 2009). Wystepowanie bakterii Bacillus oleronius mozna wigc uzna¢ za
pewne ,ogniwo taczace” kilka hipotez (teori¢ naczyniowa, teori¢ o zaburzeniach
immunologicznych i teori¢ o udziale mikroorganizméw), dotyczacych patogenezy tradziku
rézowatego. Mozliwe, ze wieloletnia ekspozycja organizmu na antygeny Bacillus oleronius
tez prowadzi do rozwoju odpowiedzi humoralnej i wytworzenia przeciwcial, a brak
mozliwo$ci szybkiego wyleczenia choroby wigze si¢ z niemoznos$cig odbudowy w krotkim
czasie sieci witokien kolagenowych 1 elastycznych, podtrzymujacych naczynia. Wydaje si¢
rowniez, ze czasowe ustepowanie zapalnych objawow rosacea podczas stosowania terapii
antybiotykowej moze by¢ tlumaczone przerwaniem tancucha zmian patologicznych,
zachodzacych w tkance otaczajacej mieszek wlosowy.

Jest oczywiste, ze dla potwierdzenia teorii o udziale bakterii Bacillus oleronius w
patogenezie tradziku roézowatego wymagane jest przeprowadzenie dalszych, szerzej
zakrojonych badan. Wyniki i wnioski przedstawione w niniejszej pracy majg gtéwnie na celu
wskazanie kierunkéw, w ktorych mogliby podazaé¢ kolejni badacze. Wydaje si¢, ze kwestig
interesujaca bylaby w przyszlo$ci ocena innych nastgpstw wynikajacych z bytowania
roztoczy Demodex na skorze cziowieka, w tym - weryfikacja innych aspektow wplywu
antygenow bakterii Bacillus oleronius na ludzki uktad immunologiczny. Ostateczna ocena
udzialu bakterii Bacillus oleronius, jak i przenoszacych ja roztoczy Demodex, w patogenezie
tradziku r6zowatego moglaby mie¢ w przysztosci duze znaczenie praktyczne 1 pomogtaby w
opracowaniu nowych strategii postegpowania leczniczego w tradziku rézowatym, na czym

skorzystaliby gtéwnie chorzy.
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6. Wnioski

1. Stan tojotokowy skory wptywa na liczebno$¢ roztoczy Demodex folliculorum na
skorze twarzy, lecz stezenie produkowanego przez skore toju nie stanowi jedynego
czynnika determinujgcego wzrost populacji roztoczy Demodex.

2. Roztocza Demodex folliculorum stanowig wektor dla laseczek Bacillus oleronius,
produkujacych immunogenne biatka zdolne do pobudzania komorek uktadu
odpornosciowego.

3. Interleukina 17A moze odgrywac rol¢ jedynie lokalnego czynnika, zaangazowanego w
proces powstawania wykwitow skornych w tradziku rézowatym.

4. Biatka bakterii Bacillus oleronius posiadaja potencjal wyzwalania humoralnej
odpowiedzi immunologicznej. Te bakterie mogg odgrywac istotng rolg¢ w

patomechanizmie tradziku rozowatego.
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7. Streszczenie

Tradzik rozowaty (rosacea) jest przewlektym schorzeniem zapalnym, obejmujacym
swym zasiegiem skorg centralnej czesdci twarzy (policzki, nos, broda, czoto) i przebiegajacym
z okresami zaostrzen i remisji. Podstawowym objawem schorzenia jest rumien - poczatkowo
przelotny, a nastepnie utrwalony - na ktoérego podtozu czesto pojawiajg si¢ teleangiektazje i
wykwity zapalne, takie jak grudki, krosty, obrzek oraz (czasami) zmiany przerostowe, tzw.
phyma. Objawom skornym nierzadko moga towarzyszy¢ dolegliwosci oczne, dotykajace
najczesciej obojga oczu i wystepujace w roznym nasileniu. Tradzik rozowaty jest znany od
starozytno$ci i stanowi czgsta dermatoze, dotykajaca glownie kobiety, u ktorych jest
obserwowany trzy razy cz¢sciej niz u mezczyzn. Przewaznie wystepuje u ludzi rasy biatej z
jasnym fototypem skory. Poczatek pojawiania si¢ objawow tradziku rézowatego przypada
zwykle na 30-50 rok zycia, a hajczesciej stwierdzang jego postacig jest odmiana rumieniowo-
teleangiektatyczna. U mezczyzn przebieg schorzenia jest wyraznie cigzszy i czgsciej dochodzi
u nich do powstania zmian przerostowych.

Tradzik rézowaty jest schorzeniem wplywajagcym negatywnie na stan psychiczny
pacjentow, ktorzy deklarujg mniejsze zadowolenie ze swojego zycia, zanizone poczucie
wlasnej wartosci i czesto uskarzaja si¢ na problemy w zyciu osobistym. Mimo znacznego
postepu wiedzy, patogeneza tradziku rézowatego pozostaje wcigz niewyjasniona, a jego
leczenie nadal ma charakter gldwnie objawowy. Wsrod hipotez dotyczacych patogenezy tego
schorzenia, wymienia si¢ teori¢ 0 mozliwym udziale niektorych czynnikow infekcyjnych.

Celem niniejszej pracy byta ocena udzialu wybranych czynnikow etiologicznych —
bakterii Bacillus oleronius i roztoczy Demodex folliculorum — w patogenezie tradziku
rézowatego. Postanowiono zbada¢ wpltyw stanu lojotokowego skory na liczebno$é roztoczy
Demodex folliculorum na skorze twarzy, oceni¢ role roztoczy Demodex folliculorum jako
potencjalnych wektorow dla bakterii Bacillus oleronius, zbada¢ (u pacjentow z grupy badanej
1 0s6b z grupy kontrolnej) stgzenia surowicze interleukiny 17A oraz oceni¢ reaktywnos$¢
surowic krwi z biatkami bakterii Bacillus.

Badaniom poddano grupe 100 chorych na tradzik rézowaty, hospitalizowanych w
Klinice Dermatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu lub leczonych ambulatoryjnie w
Poradni Dermatologicznej przy Klinice Dermatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
Grupe kontrolng stanowito 40 zdrowych ochotnikéw. Materiat do badan stanowity zeskrobiny
naskorka 1 surowica krwi. Zastosowano nastepujgce metody badawcze i diagnostyczne:

badanie podmiotowe, badanie przedmiotowe oraz badania dodatkowe, takie jak: badanie
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metoda standaryzowanej biopsji powierzchni skoéry twarzy (SSSB), badanie poziomu
wydzielania toju przez skore twarzy, badania mikrobiologiczne, badanie surowiczych stezen
interleukiny 17A oraz badanie reaktywnosci surowic krwi z biatkami bakterii Bacillus
oleronius. Uzyskane wyniki badan klinicznych poddano analizie statystycznej z
zastosowaniem programu Statistica PL 9.0 firmy StatSoft.

W grupie badanej oraz w grupie kontrolnej nie wykazano réznic pomiedzy Srednim
wiekiem kobiet a $rednim wickiem mezczyzn. U Kobiet i u mezczyzn z grupy badanej nie
wykazano réznicy pomigdzy czasem trwania choroby oraz nie wykazano zalezno$ci
pomigdzy plcig pacjentdow a wystepowaniem odmian tragdziku rézowatego, jak réwniez nie
stwierdzono zalezno$ci pomiedzy stopniem nasilenia intensywno$ci zmian skérnych a plcig
pacjentow. Wykazano, ze liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skéry
twarzy jest znamiennie wyzsza U chorych na tradzik rézowaty w porownaniu do 0sob
zdrowych, a wérdd chorych na tradzik rozowaty liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm?
powierzchni skory jest znamiennie wyzsza wsréd mezczyzn. Uzyskano przecigtng korelacje
miedzy wiekiem pacjentéw a liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni
skory U pacjentdw z grupy badanej, przecigtng korelacje miedzy wiekiem pacjentéw a liczbg
roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory wérod kobiet z grupy badanej oraz
nie uzyskano korelacji miedzy wiekiem pacjentow a liczba roztoczy Demodex folliculorum na
cm? powierzchni skory wéréd mezezyzn z grupy badanej.

Wykazano, ze liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory
twarzy jest znamiennie wyzsza u mezczyzn z tagodnym nasileniem zmian skornych, w
porownaniu do kobiet z tagodnym nasileniem zmian skornych. Nie stwierdzono natomiast
istotnych statystycznie roznic w liczbie roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni
skory pomigdzy kobietami i mezczyznami z umiarkowanym nasileniem zmian skornych oraz
pomiedzy pacjentami z tagodnym a pacjentami z umiarkowanym nasileniem zmian skornych,
réwniez z uwzglednieniem podziatu na pte¢. Na skorze osob z grupy kontrolnej wykazano
istotnie wyzszy poziom wydzielania toju, w poréwnaniu do pacjentow z grupy badanej. W
grupie badanej nie stwierdzono korelacji miedzy poziomem wydzielanego loju a liczba
roztoczy Demodex folliculorum na cm? oraz nie stwierdzono réznic pomiedzy kobietami i
mezczyznami z grupy badanej w zakresie poziomu toju wydzielanego przez skorg twarzy.

W wyniku inkubacji zeskrobin naskorka, pochodzacych od 18 pacjentow z grupy
badanej i 3 os6b z grupy kontrolnej, w 10 przypadkach stwierdzono wzrost bakterii Bacillus
oleronius, potwierdzony nastepnie przy uzyciu metody PCR. U pacjentdw z pozytywnym

wynikiem reakcji PCR wykazano istotnie wyzszg s$rednig liczbe roztoczy Demodex
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folliculorum na cm? powierzchni skory oraz istotnie wyzszy $redni poziom wydzielanego
loju. Pomiedzy pacjentami z pozytywnym a pacjentami z negatywnym wynikiem reakcji PCR
nie wykazano natomiast réznicy w zakresie $redniego wieku ani $redniego czasu trwania
objawow choroby. Pomiedzy pacjentami z grupy badanej a osobami z grupy kontrolnej nie
wykazano istotnych roéznic w zakresie poziomow surowiczych st¢zen interleukiny 17A. W
grupie badanej nie uzyskano korelacji miedzy surowiczym stezeniem interleukiny 17A a
wiekiem pacjentow oraz nie uzyskano korelacji miedzy surowiczym stezeniem interleukiny
17A a iloscig roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory twarzy. Wykazano
tez, ze Srednie surowicze poziomy stezen interleukiny 17A u pacjentéw z réznymi odmianami
tradziku r6zowatego nie rdznig si¢ znamiennie.

Analizujac czestos¢ reaktywnosci surowic krwi z biatkami bakterii Bacillus oleronius
stwierdzono, ze surowice pochodzace 0d pacjentow z tradzikiem rozowatym istotnie
statystycznie czes$ciej wykazywaty reaktywnos$¢ z biatkami bakteryjnymi. W grupie badanej
nie wykazano zalezno$ci pomiedzy stopniem nasilenia intensywnosci zmian skornych a
wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius. Pomie¢dzy populacjami
pacjentow, ktore roznity sie¢ wynikiem reakcji surowicy z biatkami Bacillus oleronius, nie
wykazano réznic w zakresie $redniej liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm?, jak
rowniez w zakresie stgzen surowiczych IL-17A. Stwierdzono natomiast, ze pacjenci z
pozytywnym wynikiem reakcji surowicy z biatkami byli statystycznie starsi, o dtuzszym
czasie trwania objawow choroby oraz 0 nizszym $rednim poziomie toju wydzielanego przez
skore twarzy. W grupie kontrolnej nie wykazano réznicy pomig¢dzy populacjami osob, ktore
roznity si¢ wynikiem reakcji surowicy krwi z biatkami Bacillus oleronius, w zakresie
sredniego wieku oraz w zakresie takich parametréw, jak $rednia liczba roztoczy Demodex
folliculorum na cm? powierzchni skéry twarzy, poziom loju wydzielanego przez skore oraz

srednie stezenie w surowicy IL-17A.
W oparciu o uzyskane wyniki badan wiasnych wysuni¢to nastepujace wnioski:

= Stan tojotokowy skory wptywa na liczebnos¢ roztoczy Demodex folliculorum na
skorze twarzy, lecz poziom produkowanego przez skor¢ toju nie stanowi jedynego
czynnika determinujgcego wzrost populacji roztoczy Demodex.

» Roztocza Demodex folliculorum stanowig wektor dla laseczek Bacillus oleronius,
produkujacych immunogenne biatka zdolne do pobudzania komorek uktadu

odpornosciowego.
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Interleukina 17A moze odgrywac¢ role jedynie lokalnego czynnika
zaangazowanego w proces powstawania wykwitow skornych w tradziku
rozowatym.

Bialka bakterii Bacillus oleronius posiadajg potencjat wyzwalania humoralnej
odpowiedzi immunologicznej. Te bakterie moga odgrywac istotng rolg w

patomechanizmie tradziku rozowatego.
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8. Summary

Rosacea is a chronic inflammatory dermatosis, usually affecting the central part of the
face (cheeks, nose, chin, forehead), with periods of exacerbation and remission. The basic
manifestations of the disease include erythema, first flushing and then permanent, followed by
telangiectasias and inflammatory lesions such as papules, pustules, edema and, occasionally,
phyma. The symptoms may be accompanied by ocular complaints, usually in both eyes and at
various stages of disease advancement. Rosacea has been known since antiquity. It is a
popular dermatosis and affects mainly women, who are diagnosed threefold more often than
men. Rosacea is predominantly observed in Caucasians with white phenotype. It usually
affects people between the ages of 30 and 50, with erythematotelangiectatic rosacea being the
most common. The disease appears to have a more severe course in males, who are more
prone to developing phyma lesions.

Rosacea is an example of a disease that may have a negative influence on the
emotional and mental well-being of patients, who very often admit to being less satisfied with
their lives, to having lowered self-esteem and experiencing problems in their personal lives.
Despite considerable advances in medicine, the pathogenesis of rosacea remains elusive and
the treatment is mainly symptomatic. The hypothesis about a possible role of some infectious
factors in the etiopathogenesis of rosacea is among many theories about its pathogenesis.

The aim of the dissertation was to determine the role of selected etiologic factors —
Bacillus oleronius and Demodex folliculorum mites — in the pathogenesis of rosacea. The
author evaluated the following: the impact of the sebaceous condition of the skin on the
number of Demodex mites on the facial skin; the role of Demodex as potential vectors for the
Bacillus oleronius bacterium; the level of serum interleukin 17A concentrations in study
group patients and controls; and the reactivity of sera to Bacillus proteins.

One hundred rosacea patients hospitalized at the Dermatology Clinic, PUMS, or
treated at the out-patient Dermatology Clinic, PUMS, were enrolled in the study. Forty
healthy volunteers without skin changes constituted the control group. Samples of epithelial
scrapings and blood sera were extracted and analyzed. The following study and diagnostic
methods were used: anamnesis, physical examination and additional tests (Standardized Skin
Surface Biopsy (SSSB), level of sebum secretion on the facial skin test, microbiological test,
evaluation of serum interleukin 17A concentrations and blood sera reactivity to Bacillus
oleronius proteins) were performed in all patients. The obtained results of clinical

examinations were statistically analyzed with Statistica PL 9.0 (StatSoft).
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No differences between mean ages of women and men from the study and control
groups were found. In the study group, no differences between duration of the disease in
women and in men, no correlation between patient gender and type of rosacea, and no
dependence between the intensity of skin lesions and patient gender were noted. The number
of Demodex folliculorum mites per cm? of the facial skin was found to be significantly higher
in rosacea patients than in healthy controls. In the study group, the number of Demodex
folliculorum mites per cm? of the facial skin was found to be significantly higher in men. An
average correlation between patient age and the number of Demodex folliculorum mites per
cm? of the facial skin in patients from the study group, and an average correlation between
patient age and the number of Demodex folliculorum mites per cm? of the facial skin in
women from the study group were found, whereas no correlation between patient age and the
number of Demodex folliculorum mites per cm? of the facial skin in men from the study group
was noted. The number of Demodex folliculorum mites per cm? of the facial skin was
significantly higher in men with mild severity of skin lesions in comparison to women with
mild severity of skin lesions. No statistically significant differences in the number of
Demodex folliculorum mites per cm? of the skin between women and men with moderate
severity of skin lesions and between patients with mild and patients with moderate severity of
skin lesions, regardless of their gender.

The skin of controls was found to secrete significantly more sebum in comparison to
the study group patients. Within the study group, no correlation between the level of sebum
secretion and the number of Demodex mites per cm? of the facial skin was noted, and no
differences in the levels of sebum secretion between women and men from the study group
were observed as well.

As a result of the incubation of the epithelial cells obtained from 18 rosacea patients
and 3 controls, an increase in the number of Bacillus oleronius, later confirmed by PCR, was
noted in 10 cases. In patients with positive PCR, a significantly higher mean number of
Demodex mites per cm? of the facial skin and significantly elevated mean levels of sebum
secretion were observed. No differences regarding mean patient age and mean symptom
duration between PCR-positive and PCR-negative patients were found.

Also, no significant differences in serum interleukin 17A concentrations between
study and control group patients were observed. In the study group, there was no correlation
between serum interleukin 17A concentrations and the patient age, and no correlation between

serum interleukin 17A concentrations and the number of Demodex mites per cm? of the facial
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skin. Mean serum interleukin 17A levels in rosacea patients with different types of the disease
proved to not differ significantly.

The analysis of frequency of blood sera reactivity to Bacillus oleronius proteins
revealed that sera from rosacea patients statistically significantly more often showed reactivity
to bacterial proteins. In the study group, no dependency was found between the skin lesion
severity and the result of blood serum reactivity to Bacillus oleronius proteins. No differences
in the mean number of Demodex mites per cm? as well as IL-17A sera concentrations between
patient populations with different results of sera reactivity to Bacillus proteins were noted.
However, patients with positive results of serum reactivity to proteins proved to be
statistically significantly older, with longer time of symptom manifestation and lower mean
level of sebum secretion on the face. In the control group, no difference in mean age and
selected parameters (mean number of Demodex mites per cm? of the facial skin, level of
secreted sebum and mean serum IL-17A concentration) between patients with different results

of serum reactivity to Bacillus oleronius was found.
The following conclusions were drawn on the basis of the study results:

= Sebaceous condition of the skin seems to have an influence on the number of
Demodex folliculorum on the facial skin, however the level of sebum secretion
does not constitute the only factor determining the increase of Demodex

population.

= Demodex folliculorum mites appear to be a vector for Bacillus oleronius,

producing immunogenic proteins that are able to stimulate immune system cells.

= Due to lack of differences in serum interleukin 17A concentrations in the study
and the control groups, it seems safe to conclude that the cytokine might play the
role of only a local factor involved in the process of skin lesion development in the

course of rosacea.

= Bacillus oleronius proteins appear to have the potential to trigger humoral
immunologic response and these bacteria might in fact be playing a significant role

in the pathophysiology of rosacea.
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9. Wykaz tabel i rycin

9.1. Wykaz tabel

Tabela I. Liczba i wiek pacjentow z grupy badanej z podzialem na ptec.
Tabela Il. Liczba pacjentéw w poszczegdlnych grupach wiekowych.

Tabela Il1. Liczba i wiek osob z grupy kontrolnej z podziatem na ptec.

Tabela IV. Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych odmian tradziku rézowatego w grupie

badanej.
Tabela V. Czas trwania objawoéw choroby u pacjentow z tradzikiem rézowatym.

Tabela VI. Czgsto$§¢ wystgpowania poszczegdlnych stopni nasilenia zmian skornych u

pacjentow z grupy badanej z podziatem na ptec.

Tabela VII. Liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? w grupie badanej i kontrolnej, z
podziatem na plec.
Tabela VIII. Liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory w zaleznosci

od stopnia nasilenia zmian skérnych u pacjentéw z grupy badane;.

Tabela IX. Tlo$¢ toju wydzielanego przez skorg twarzy u pacjentow z grupy badanej i osob z

grupy kontrolnej.

Tabela X. llos¢ toju wydzielanego przez skorg twarzy mezczyzn i kobiet z grupy badanej.

Tabela XI. Zestawienie wynikow reakcji PCR potwierdzajacych obecno$¢ bakterii Bacillus
oleronius.
Tabela XII. Wiek pacjentow, czas trwania objawow choroby, liczba roztoczy Demodex

folliculorum na cm?oraz stezenie wydzielanego toju w zaleznosci od wyniku reakcji PCR.

Tabela XII1. Surowicze stezenia interleukiny 17A u pacjentéw z grupy badanej i 0sob z grupy

kontrolnej.

Tabela XIV. Stezenia surowiczej interleukiny 17A u pacjentow z grupy badanej w zaleznos$ci

od odmiany tradziku réZzowatego.

Tabela XV. Liczba probek surowicy krwi z pozytywnym i negatywnym wynikiem

reaktywnosci z biatkami Bacillus oleronius, z podziatem na grupe badang i kontrolna.

Tabela XVI. Stopien nasilenia zmian skornych w zalezno$ci od wyniku reakcji probek
surowicy z biatkami Bacillus oleronius u pacjentow w grupie badane;j.
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Tabela XVII. Wiek, czas trwania objawow choroby, liczba roztoczy Demodex folliculorum na
cm? powierzchni skory, poziom wydzielanego loju oraz surowicze stezenie IL-17A w grupie

badanej w zaleznosci od wyniku reakcji probki krwi z biatkami Bacillus oleronius.

Tabela XVIII. Wiek, liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? powierzchni skory
policzka, stezenie wydzielanego toju oraz surowicze stezenie IL-17 w grupie kontrolnej w

zalezno$ci od wyniku reakcji probki z biatkami Bacillus oleronius.
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9.2. Wykaz rycin

Rycina 1. Obraz mikroskopowy nuzenca ludzkiego (Demodex folliculorum), mikroskop

$wietlny, oryginalne powiekszenie 100x, preparat wlasny.

Rycina 2. Struktura wiekowa chorych z grupy badanej i os6b z grupy kontrolnej z podziatem

na plec.

Rycina 3. Procentowy udzial poszczeg6lnych odmian trgdziku rozowatego w grupie badane;j.

Rycina 4. Procentowy udziat kobiet i mezczyzn w poszczegdlnych odmianach tradziku
rézowatego w grupie badane;j.

Rycina 5. Czas trwania choroby u pacjentéw z grupy badanej z podziatem na plec.

Rycina 6. Rozktad stopnia nasilenia zmian tradzikowych u pacjentéw z grupy badanej.

Rycina 7. Liczba roztoczy Demodex folliculorum na cm? skory w grupie badanej i grupie
kontrolnej z podziatem na ptec.

Rycina 8. Wykres rozrzutu liczby roztoczy Demodex folliculorum w relacji do wieku chorych
z grupy badane;.

Rycina 9. Wykres rozrzutu liczby roztoczy Demodex folliculorum w relacji do wieku chorych
kobiet z grupy badanej.

Rycina 10. Wykres rozrzutu liczby roztoczy Demodex folliculorum w relacji do wieku
chorych mezczyzn z grupy badane;.

Rycina 11. Rozklad liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm? w zaleznosci od stopnia
nasilenia zmian skérnych z podzialem na pte¢.

Rycina 12. Wykres rozrzutu dla liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm? i poziomu

wydzielania toju przez skore twarzy u pacjentow z grupy badane;.

Rycina 13. Obraz makroskopowy kolonii bakterii Bacillus oleronius wyrostych na podtozu

hodowlanym (agar z 5% krwig barania).

Rycina 14. Obraz mikroskopowy (powigkszenie x 1000) wyhodowanych bakterii Bacillus
oleronius, barwienie metodg Grama — Gram-ujemne laseczki $redniej wielkosci, rosngce w
warunkach tlenowych, tworzace przetrwalniki, niemajace zdolnosci ruchu w kropli wiszacej i

nieposiadajace wici (Kuhnigk i wsp. 1995).

Rycina 15. Rozdzial w zelu agarozowym produktow reakcji PCR dla fragmentu genu 16S
rRNA Bacillus oleronius. Oczekiwana wielko$¢ produktu 299 pz. Tor 1 — marker wielkosci,

tor 2 — kontrola negatywna, tor 3 — kontrola pozytywna (produkt PCR dla DNA szczepu
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referencyjnego Bacillus oleronius (Kuhnigk i wsp. 1995) (ATCC 700005), tory od 4 do 9 —
produkt PCR uzyskany dla probek badanych.

Rycina 16. Wykres $rednich surowiczych stezen IL-17A u pacjentow z grupy badanej i 0sob z
grupy kontrolne;j.

Rycina 17. Wykres rozrzutu dla wieku i stgzenia surowiczego interleukiny 17A u pacjentéw z

grupy badanej.

Rycina 18. Wykres rozrzutu liczby roztoczy Demodex folliculorum na cm? skory policzka i

surowiczego st¢zenia interleukiny 17A u pacjentow z grupy badane;j.

Rycina 19. Rozklad $rednich surowiczych stezen interleukiny 17A u pacjentow z grupy

badanej w zaleznos$ci od odmiany tradziku rézowatego.

Rycina 20. Wykrywanie przeciwcial skierowanych przeciwko biatkom 83kDa i 62kDa
bakterii Bacillus oleronius przy uzyciu metody Western blot. Surowice wykazuja pozytywna

reakcje w stosunku do jednego lub drugiego biatka bakteryjnego.

Rycina 21. Rozktad procentowy pacjentow z pozytywnymi i1 negatywnymi wynikami reakcji

surowicy w zaleznosci od stopnia nasilenia zmian skornych.

Rycina 22. Rozktad wieku pacjentow 1 czasu trwania objawdéw choroby w zaleznosci od

wyniku reakcji probek surowicy z biatkami Bacillus oleronius w grupie badanej.

Rycina 23. Rozklad $rednich ilosci toju wydzielanego przez skorg twarzy w zaleznosci od

wyniku reakcji probek surowicy z biatkami Bacillus oleronius w grupie badanej.
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11.1. Formularz Swiadomej zgody pacjenta

FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY PACJENTA

Oswiadczam, ze dobrowolnie wyrazam zgod¢ na udziat w badaniu pt. ,,Rola
bakterii Bacillus oleronius i roztoczy Demodex folliculorum w patogenezie
tradzika rozowatego™.

1.

2.

Osoba prowadzaca to badanie wyjasnita mi w petni jego cel, przebieg 1
przewidywany czas trwania.

Potwierdzam, ze otrzymalem(am) i zapoznalem si¢ z Kartg Informac;ji dla
Pacjenta.

Miatem(am) mozliwo$¢ zadania osobie prowadzacej badania wszelkich
pytan zwigzanych z badaniem 1 rozumiem wszystkie uzyskane
wyjasnienia.

Uprzedzony(a) o  ewentualnych  niepozadanych  nastgpstwach
zdrowotnych wyrazam zgode na pobranie ode mnie okoto 10 ml krwi oraz
wycinka 1 mm skory chorobowo zmienionej dla celéw badawczych.
Zgadzam si¢ na przedstawienie wynikow otrzymanych w trakcie badania
odpowiednim wladzom medycznym 1 ich publikacje w czasopismach
medycznych, jednak bez ujawniania moich danych osobowych.

Mam $wiadomos$¢, ze moj udzial w badaniu jest dobrowolny 1 ze moge
wycofa¢ swojg zgode na udziat w nim w dowolnym momencie, bez
podawania przyczyny 1 bez zadnych konsekwencji.

POZNAN, ANIA cooviieiiiccccceceeees e

(czytelny podpis pacjenta lub jego ustawowego przedstawiciela)

Ja nizej podpisany(a) wyjasnitem(am) zalozenia 1 cel badania oraz
odpowiedzialem(am) na wszystkie pytania oraz watpliwosci chorego.

POZNAN, ANIA ooveiiieeceeeeeeceeeeeees et

(czytelny podpis osoby prowadzacej badanie)
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