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Streszczenie w języku polskim  

ROLA ARCHEONÓW METANOGENNYCH W NIESWOISTYCH CHOROBACH 

ZAPALNYCH JELIT U DZIECI 

Wstęp: Archeony metanogenne są istotnym składnikiem mikrobioty jelitowej, a zasiedlanie 

przez nie jelit człowieka rozpoczyna się we wczesnej ontogenezie. Zmiany w zakresie składu 

archeonów metanogennych i/lub ich liczebności mogą mieć związek z rozwojem różnych 

jednostek chorobowych, w tym nieswoistych chorób zapalnych jelit (IBD). Dysbioza 

bakteryjna jest znanym zjawiskiem powiązanym z rozwojem IBD u dzieci i dorosłych, niewiele 

jednak wiadomo o roli dysbiozy archeonów, szczególnie u dzieci. Znaczenie archeonów 

metanogennych w IBD zostało przedstawione w pracy poglądowej pt. The Role of 

Methanogenic Archaea in Inflammatory Bowel Disease—A Review (Cisek i wsp., Journal of 

Personalized Medicine, 2024) 

Cele: Głównym celem rozprawy doktorskiej była ocena znaczenia archeonów metanogennych 

w IBD u dzieci. Cel ten został osiągnięty poprzez realizację celów szczegółowych, które zostały 

opisane w poszczególnych artykułach oryginalnych. Cele szczegółowe obejmowały: 1) 

opracowanie autorskiego protokołu detekcji archeonów metanogennych w próbkach kału, 

walidację protokołu z użyciem próbek kałomoczu kur; 2) ocenę w badaniach przedklinicznych 

wpływu czynników środowiskowych na populację metanogenów w jelitach kur; 3) analizę 

liczebności archeonów metanogennych w kale dzieci z IBD w porównaniu z dziećmi z grupy 

kontrolnej oraz ocena zależności pomiędzy liczebnością tych drobnoustrojów a typem i 

stopniem aktywności choroby oraz wiekiem dzieci.  

Grupy badawcze, materiał i metody: W badaniach wzięło udział 124 pacjentów w wieku od 3 

do 18 lat, w tym 45 dzieci z rozpoznaniem choroby Leśniowskiego-Crohna (CD; ang. Crohn's 

disease), 52 dzieci z rozpoznaniem wrzodziejącego zapalenia jelita grubego (UC; ang. 

ulcerative colitis) oraz 27 dzieci z grupy kontrolnej. Grupę tę stanowiły dzieci bez rozpoznania 

IBD. Aktywność procesu chorobowego została oceniona przy pomocy następujących 

indeksów: indeks PUCAI (ang. Pediatric ulcerative colitis activity index) oraz indeks PCDAI 

(ang. Pediatric Crohn’s disease activity index) a także oceny stężenia kalprotektyny w kale 

(FCP; ang. fecal calprotectin). Stężenie FCP oznaczano w technologii chemiluminescencji. Do 

badań przedklinicznych włączono 174 kury hodowane w trzech systemach hodowlanych 

(wiejskim, fermowym i eksperymentalnym), zróżnicowane pod względem dostępu do 
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środowiska naturalnego, podaży antybiotyków i diety. Badano także wpływ wieku i rodzaju 

pobranej próbki (kałomocz vs treść jelitowa) na zawartość metanogenów. Z kału pacjentów, a 

także kałomoczu i treści jelit ślepych pobranych od kur wyizolowano DNA. Dodatkowo, jako 

kontrole użyto próbek DNA pochodzących od 3 gatunków archeonów metanogennych i 

jednego konstruktu plazmidowego oraz próbek DNA wyizolowanych z 21 szczepów 

bakteryjnych. Oznaczenia ilościowe populacji metanogenów w jelitach ludzi i zwierząt 

wykonano techniką real-time PCR, celując m.in. w swoisty dla archeonów metanogennych gen 

mcrA kodujący białko enzymu zaangażowanego w ostatni etap metanogenezy u tych 

mikroorganizmów. 

Wyniki: Wyniki badań przedstawiono w 3 pracach oryginalnych. W pracy pt. Improved 

Quantitative Real-Time PCR Protocol for Detection and Quantification of Methanogenic 

Archaea in Stool Samples (Cisek i wsp., Microorganisms, 2023) opisano protokół detekcji 

archeonów metanogennych z wykorzystaniem genu mcrA. Protokół ten cechował się lepszymi 

parametrami walidacyjnymi od dotychczas powszechnie stosowanej metody. Charakteryzował 

się on bowiem zwiększoną swoistością i czułością, odtwarzalnością oraz szerszym zakresem 

detekcji liniowej (pozwalał on oznaczyć 7 zamiast maksymalnie 6 rzędów wielkości kopii genu 

mcrA). Autorski protokół pozwolił zatem na obniżenie koniecznej do uzyskania pozytywnego 

wyniku liczby komórek (genomów) metanogenów w badanym materiale nawet o jeden rząd 

wielkości (np. z 571 do 57 kopii genu mcrA gatunku Methanomicrobium mobile w mieszaninie 

reakcyjnej). Najniższa, oznaczalna ilościowo przy częstotliwości 100% liczba kopii genu mcrA 

wynosiła 21 kopii na reakcję. Autorski protokół obniżył ponadto ryzyko fałszywie dodatniego 

wyniku w próbkach niezawierających metanogenów. Protokół ten pozwolił bowiem 

zminimalizować negatywny wpływ dimeryzacji starterów oraz innych reakcji krzyżowych 

(których źródłem może być DNA bakteryjne izolowane z kału) na odczyt wyników real-time 

PCR. Ponadto, przy zastosowaniu nowego protokołu obecność metanogenów stwierdzona 

została we wszystkich 20 badanych próbkach kałomoczu, natomiast aż 7 wypadło ujemnie z 

użyciem protokołu innych autorów.  

Przeprowadzone badania przedkliniczne opisane w artykule pt. Microorganisms Involved in 

Hydrogen Sink in the Gastrointestinal Tract of Chickens (Cisek i wsp., International Journal 

of Molecular Sciences, 2023) potwierdziły skuteczność opracowanej metodyki. Badania 

eksperymentalne pokazały, że w grupie kur eksperymentalnych, hodowanych w ściśle 

kontrolowanych, izolowanych od środowiska naturalnego warunkach, nie wykryto obecności 
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archeonów metanogennych, natomiast jelita ślepe kur wiejskich i fermowych były zasiedlone 

na porównywalnym poziomie, tj. 104 do 105 komórek/gram badanej próbki. Ponadto wykazano, 

że liczebność metanogenów jest różna w zależności od rodzaju próbki (kałomocz zawierał 

istotnie więcej metanogenów niż treść jelitowa; p<0.001), oraz od wieku zwierzęcia (w grupie 

1-tygodniowych kur fermowych obserwowano istotnie mniej metanogenów niż u kur 

fermowych w wieku 3-4 oraz 5-6 tygodni; p<0,01). Wykazano zatem, że czynniki 

środowiskowe, wiek kury oraz rodzaj pobranej do badań próbki okazały się istotnymi 

czynnikami warunkującymi obecność archeonów metanogennych w badanym materiale. 

 W pracy pt. Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel Disease in Relation 

to Disease Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 2024) 

pokazano, że u dzieci chorujących na IBD zaobserwowano istotny statystycznie spadek w 

liczbie populacji całkowitej metanogenów, zarówno w kale dzieci chorujących na UC 

(p<0,001) jak i CD (p<0,05), w stosunku do dzieci z grupy kontrolnej. Ponadto, liczebność 

metanogenów była niższa w UC niż w CD (p<0,05). Częstość występowania tych 

mikroorganizmów także była znacząco niższa, szczególnie w grupie pacjentów z UC (p<0,05) 

i wynosiła 83% w porównaniu do grupy kontrolnej, w której częstość wstępowania ogólnej 

populacji metanogenów wynosiła 100%. W tej samej grupie chorych stwierdzono także 

dodatnią korelację pomiędzy liczebnością Methanosphaera stadtmanae a stężeniem 

kalprotektyny w kale (Rs = 0,41; p<0.05). Z kolei w grupie pacjentów z aktywną postacią CD 

zaobserwowano statystycznie istotny spadek liczebności zarówno całkowitej populacji 

metanogenów (Rs = -0,56; p<0,01) oraz Methanobrevibacter smithii (Rs = -0,53; p<0,05) wraz 

z wiekiem.  

Podsumowanie wyników i wnioski: W pracy wykazano, że 1. liczebność i częstość 

występowania archeonów metanogennych w kale podlega zmianom w zależności od 

czynników środowiskowych i wieku gospodarza; 2. U dzieci z IBD występuje dysbioza w 

populacji archeonów metanogennych, która zależy od postaci IBD (CD vs UC) oraz aktywności 

procesu chorobowego; 3. Uzyskane wyniki oraz analiza literatury pokazują, że dysbioza w 

populacji archeonów metanogennych może być następstwem procesu zapalnego 

towarzyszącemu IBD, a nie czynnikiem wywołującym chorobę.  
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Streszczenie w języku angielskim 

THE ROLE OF METHANOGENIC ARCHAEA IN THE INFLAMMATORY BOWEL 

DISEASE IN CHILDREN 

Introduction: Methanogenic archaea are an important component of the intestinal microbiota, 

and their colonization of the human intestines begins in early ontogeny. Changes in the 

composition of methanogenic archaea and/or their numbers may be related to the development 

of various diseases, including inflammatory bowel disease (IBD). Bacterial dysbiosis is a 

known phenomenon associated with the development of IBD in children and adults, but little 

is known about the role of archaeal dysbiosis, particularly in children. The importance of 

methanogenic archaea in IBD was presented in a review article entitled: The Role of 

Methanogenic Archaea in Inflammatory Bowel Disease—A Review (Cisek et al., Journal of 

Personalized Medicine, 2024). 

Objectives: The main aim of the doctoral dissertation was to assess the importance of 

methanogenic archaea in children with IBD. It was achieved by implementing detailed 

objectives that were described in individual original articles. Detailed objectives included: 1) 

development of an original protocol for the detection of methanogenic archaea in fecal samples, 

validation of the protocol using chicken droppings samples; 2) assessment of the impact of 

environmental factors on the population of methanogens in the chicken intestines in preclinical 

studies; 3) analysis of the number of methanogenic archaea in the feces of children with IBD 

compared to children from the control group, and assessment of the relationship between the 

number of these microorganisms and the type and degree of disease activity and the age of the 

children. 

Research groups, materials and methods: The study involved 124 patients aged 3 to 18 years, 

including 45 children diagnosed with Crohn's disease (CD), 52 children diagnosed with 

ulcerative colitis (UC), and 27 children from the control group. This group consisted of children 

without a diagnosis of IBD. The activity of the disease was assessed using the following indices: 

the PUCAI index (Pediatric ulcerative colitis activity index) and the PCDAI index (Pediatric 

Crohn's disease activity index) and the assessment of fecal calprotectin (FCP) concentration. 

The FCP concentration was determined using chemiluminescence technology. Preclinical 

studies included 174 chickens bred in three breeding systems (free-range, farm and 

experimental), differing in terms of access to the natural environment, antibiotic 
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supplementation and diet. The influence of age and the type of sample (stool vs cecal content) 

on the abundance of methanogens was also examined. DNA was isolated from feces of patients, 

droppings and cecal contents collected from chickens. Additionally, DNA samples from 3 

species of methanogenic archaea and one plasmid construct, as well as DNA samples isolated 

from 21 bacterial strains, were used as controls. Quantitative assessment of methanogen 

populations in the intestines of humans and animals was performed using the real-time PCR 

technique, targeting, among others, a methanogen-specific mcrA gene, i.e. the gene encoding 

an enzyme involved in the last stage of methanogenesis occurring in these microorganisms. 

Results: The results were presented in 3 original articles. The work entitled Improved 

Quantitative Real-Time PCR Protocol for Detection and Quantification of Methanogenic 

Archaea in Stool Samples (Cisek et al., Microorganisms, 2023) described a development of 

protocol for the detection of methanogenic archaea with the use of mcrA gene. It resulted in 

better validation parameters than the previous, commonly used method. It was characterized by 

increased specificity and sensitivity, reproducibility and a wider linear detection range (as it 

allowed for determination of 7 instead of 6 orders of magnitude of the mcrA gene copies). 

Therefore, the author's protocol allowed to reduce the number of methanogen cells (genomes) 

in the tested material necessary to obtain a positive result by as much as one order of magnitude 

(e.g. from 571 down to 57 copies of the mcrA gene copies of the Methanomicrobium mobile 

species in reaction mixture). The lowest quantifiable copy number of the mcrA gene at a 

frequency of 100% was 21 copies per reaction. The new protocol also reduced the risk of false 

positive results in samples not containing methanogens. The developed protocol allowed to 

minimize the negative impact of primer dimerization and other cross-reactions (the source of 

which may be bacterial DNA isolated from stool) on the real-time PCR results. Moreover, when 

the new protocol was used, the presence of methanogens was detected in all 20 droppings 

samples tested, while as many as 7 samples tested negative when using the protocol of other 

authors. 

The conducted preclinical studies described in the article entitled Microorganisms Involved in 

Hydrogen Sink in the Gastrointestinal Tract of Chickens (Cisek et al., International Journal 

of Molecular Sciences, 2023) confirmed the effectiveness of the developed methodology. The 

study showed that in a group of experimental chickens bred in strictly controlled conditions, 

isolated from the natural environment, the methanogenic archaea were not detected, while the 

cecum of the free-range and farm chickens was inhabited at a similar level, i.e. 104 to 105 
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cells/gram of the tested sample. Moreover, it was shown that the number of methanogens varies 

depending on the type of sample (droppings contained significantly more methanogens than 

intestinal content; p<0.001), and on the age of the animal (in the group of 1-week-old farm 

chickens, significantly fewer methanogens were observed than in older farm chickens at 3-4 

and 5-6 weeks of life; p<0.01). It was therefore shown that environmental factors, the age of 

the chicken and the type of sample collected for testing were important factors determining the 

presence of methanogenic archaea in the tested material. 

The work entitled Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel Disease in 

Relation to Disease Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal of Molecular 

Sciences, 2024) demonstrated that in children suffering from IBD, a statistically significant 

decrease was observed in the number of the total population of methanogens, both in the stool 

of children suffering from UC (p<0.001) and CD (p<0.05), compared to children from the 

control group. Moreover, the abundance of methanogens was lower in UC than in CD (p<0.05). 

The prevalence of these microorganisms was also significantly lower, especially in the group 

of patients with UC (p<0.05) where it was 83% compared to the control group, in which the 

prevalence of the total population of methanogens was 100%. In the same group of patients, a 

positive correlation was also found between the number of Methanosphaera stadtmanae and 

the concentration of fecal calprotectin (Rs = 0.41; p<0.05). On the other hand, in the group of 

patients with active form of CD, a statistically significant decrease in the number of total 

methanogens (Rs = -0.56; p<0.01) and Methanobrevibacter smithii was observed with age (Rs 

= -0.53; p<0.05). 

Summary of the results and conclusions: The study showed that 1. the abundance and 

prevalence of methanogenic archaea in feces change depending on environmental factors and 

the age of the host; 2. Archaeal dysbiosis occurs in children with IBD, and it depends on the 

form of IBD (CD vs UC) and the activity of the disease; 3. The results obtained and the literature 

review demonstrate that archaeal dysbiosis may be a consequence of the inflammatory process 

accompanying IBD, and not a disease causing factor. 
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Słowa kluczowe w języku polskim i angielskim 

Słowa kluczowe: archeony metanogenne, choroba Leśniowskiego-Crohna, mikrobiota 

jelitowa, wrzodziejące zapalenie jelita grubego, nieswoiste choroby zapalne jelit 

Keywords: Crohn's disease, inflammatory bowel disease, intestinal microbiota, methanogenic 

archaea, ulcerative colitis 
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Wykaz zastosowanych skrótów 

CD 3 choroba Leśniowskiego-Crohna (ang. Crohn's disease) 

FCP 3 kalprotektyna w kale (ang. fecal calprotectin) 

IBD 3 nieswoista choroba zapalna jelit (ang. inflammatory bowel disease) 

Mb. 3 Methanobrevibacter 

mcrA 3 gen kodujący podjednostkę alfa reduktazy metylo-koenzymu M 

Ms. 3 Methanosphaera 

NCBI 3 baza przechowująca genetyczne sekwencje nukleotydowe oraz artykuły biomedyczne 

(ang. National Center for Biotechnology Information) 

PCDAI 3 pediatryczny wskaźnik aktywności choroby Leśniowskiego-Crohna (ang. Pediatric 

Crohn’s disease activity index) 

PCR 3 reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 

PUCAI 3 pediatryczny wskaźnik aktywności wrzodziejącego zapalenia jelita grubego (ang. 

Paediatric ulcerative colitis activity index)  

pz 3 pary zasad 

Rs 3 współczynnik korelacji rang Spearmana 

Tan 3 temperatura przyłączania starterów (ang. annealing temperature) 

UC 3 wrzodziejące zapalenie jelita grubego (ang. ulcerative colitis) 
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1. Wstęp 

Nieswoista choroba zapalna jelit (IBD; ang. inflammatory bowel disease) charakteryzuje się 

nawracającym, chronicznym stanem zapalanym tkanek przewodu pokarmowego, a termin IBD 

odnosi się do dwóch jednostek chorobowych: choroby Leśniowskiego-Crohna (CD; ang. 

Crohn’s disease) oraz wrzodziejącego zapalenia jelita grubego (UC; ang. ulcerative colitis). 

Szacuje się, że na IBD choruje nawet 0,3% ludzi żyjących w krajach rozwiniętych [1], przy 

czym jedna czwarta przypadków diagnozowana jest u dzieci poniżej 10. roku życia [2]. W 

Polsce wykrywalność roczna wynosi 2,8 przypadków na każde 100 tys. dzieci do 15. roku życia 

[2]. Ponieważ dziecięcy IBD różni się od tego, który obserwowany jest u dorosłych, zarówno 

w kwestii progresji, lokalizacji anatomicznej jak i wyników leczenia [3], niezwykle ważnym 

jest poznanie mechanizmów związanych z rozwojem IBD w obu grupach wiekowych. Ponadto, 

dzieci wydają się być lepszym modelem niż dorośli do badań nad patomechanizmami IBD ze 

względu na to, iż niezwykle rzadko obarczone są innymi chorobami, przez co możliwym 

wydaje się być poznanie pierwotnych przyczyn leżących u podstaw inicjacji i rozwoju IBD [4]. 

Etiopatogeneza IBD nie jest do końca poznana [5]. Uważa się, że mechanizmów powiązanych 

z wystąpieniem IBD u pacjentów jest kilka, m.in. wrodzona podatność uwarunkowana 

genetycznie, czynniki związane z układem immunologicznym, a także niekorzystne 

uwarunkowania środowiskowe oraz zaburzenia w składzie mikrobiomu jelitowego człowieka 

[6,7]. Znany jest wpływ pewnych grup mikroorganizmów bezpośrednio zaangażowanych w 

etiopatogenezę IBD, szczególnie obecność adherentno-inwazyjnych szczepów Escherichia coli 

(AIEC; ang. adherent-invasive E. coli), także wzrost liczebności szczepów Candida spp. i 

Malassezia spp. oraz niektórych wirusów [8310]. Z kolei obniżenie liczebności bakterii 

produkujących maślan jest łączona z uruchomieniem kaskady zdarzeń, która w dużym 

uproszczeniu powoduje zależną od niedoborów maślanu deregulację aktywności 

mitochondrialnej komórek jelitowych, czego efektem jest wzrost przepuszczalności bariery 

jelitowej, także na skutek uszkodzeń powodowanych reaktywnymi formami tlenu. Zwiększona 

przepuszczalność bariery jelitowej umożliwia migrację mikroorganizmów ze światła jelita 

przez nabłonek jelitowy, co w konsekwencji potęguje procesy zapalne [4]. Sugeruje się więc, 

że dysbioza bakteryjna oraz zaburzona komunikacja pomiędzy komórkami gospodarza a 

bakteriami, stanowią istotny mechanizm inicjacji i progresji IBD [4,11]. Niewiele jednak 

wiadomo o roli innego składnika mikrobioty jelitowej człowieka jakim są archeony. 
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1.1 Archenony metanogenne 3 ważny składnik mikrobioty jelitowej 

Archeony, chociaż podobne budową do bakterii, reprezentują odrębną gałąź filogenetyczną 

pośród organizmów prokariotycznych [12]. Pierwotnie, mikroorganizmy te znane były głównie 

z kolonizacji środowisk ekstremalnych, jednak w późnych latach 60’ ubiegłego wieku odkryte 

zostały po raz pierwszy w jelitach ludzi [13315]. Od tamtej pory, pomimo stale podejmowanych 

prób, dopiero ostatnie lata pozwoliły uzyskać lepszą świadomość odnośnie roli, jaką pełnić 

mogą archeony w zdrowiu i chorobie u człowieka. Wcześniejsze analizy nie były możliwe, 

gdyż dopiero od niedawna istnieją narzędzia umożliwiające skuteczną detekcję tych 

drobnoustrojów. Brak możliwości oceny archeonów był dotychczas związany z ich opornością 

na lizę lizozymem, tj. enzymem używanym w tradycyjnych protokołach do izolacji DNA [16]. 

Wprowadzenie lizy mechanicznej podczas tego procesu, a także ulepszenie technik 

opierających się na reakcji amplifikacji (PCR; ang. polymerase chain reaction) pozwala coraz 

lepiej poznać tę grupę mikrobiontów jelitowych. Opracowanie i walidacja metody wykrywania 

archeonów metanogennych za pomocą techniki real-time PCR stanowi znaczącą część 

rozprawy doktorskiej i została dokładnie opisana w artykule pt. Improved Quantitative Real-

Time PCR Protocol for Detection and Quantification of Methanogenic Archaea in Stool 

Samples (Cisek i wsp., Microorganisms, 2023). 

U zdrowych dorosłych archeony metanogenne stanowią nawet 10% wszystkich beztlenowców 

jelitowych [17]. Częstość ich występowania w populacji ludzkiej wzrasta wraz z wiekiem [183

20]. Z analizy wczesnych danych literaturowych wynika, że kolonizacja przewodu 

pokarmowego dzieci przez archeony metanogenne następuje w okresie niemowlęcym lub 3 

najpóźniej 3 wczesnoszkolnym [19]. Ostatnio dostępne jednak są badania świadczące o 

obecności metanogenów nawet w ponad 90% próbek smółki czy soku żołądkowego 

jednodniowych noworodków [21,22]. Uważa się zatem, że do kolonizacji jelit dzieci przez 

metanogeny może dochodzić nawet na etapie życia płodowego [22]. Co ciekawe, w okolicach 

drugiego miesiąca życia u dzieci karmionych piersią zaobserwowano obniżenie, a nawet 

eliminację populacji metanogenów w jelitach, co jest prawdopodobnie wynikiem przejściowej 

redukcji różnorodności mikrobioty jelitowej będącej następstwem zastosowanej diety [23,24]. 

Po wprowadzeniu mieszanek i pokarmów stałych do diety niemowląt, wykrywalność 

metanogenów ponownie wzrasta, osiągając u zdrowych dzieci w wieku pomiędzy 6. miesiącem 

a 2. rokiem życia częstość występowania na poziomie 96% [19]. 
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 W przeciwieństwie do częstości występowania metanogenów, która wzrasta wraz z wiekiem, 

dane na temat różnorodności archeonów są trudne w interpretacji, gdyż zależą od zespołu 

badawczego i zastosowanych technik badawczych. Analiza dostępnej literatury pokazuje, że 

niezależnie od wieku, w przewodzie pokarmowym człowieka obecne są trzy taksony: 

Methanobrevibacter (Mb.) smithii, Methanosphaera (Ms.) stadtmanae, a także metanogeny z 

rzędu Methanomassiliicoccales [25]. Zaobserwowano, że u noworodków występuje niemal 

wyłącznie Mb. smithii, a u dzieci w wieku szkolnym gatunek ten obecny jest u 78% do 88% 

tych dzieci, Ms. stadtmanae u 8% do 11%, natomiast Methanomassiliicoccus luminyensis u 1% 

dzieci [19,26,27]. U dorosłych częstotliwość występowania Mb. smithii osiąga wartości w 

zakresie między 64% a 100%, Ms. stadtmanae 3 między 30% a 90%, natomiast 

Methanomassiliicoccus spp. 3 między 1% a 26% [28332]. Ostatnia z grup archeonów osiąga 

wraz z wiekiem wyższe częstości występowania, zarówno u dzieci, jak i u dorosłych, natomiast 

dane dotyczące pozostałych taksonów stoją ze sobą niekiedy w sprzeczności [29,33]. Na 

podstawie przytoczonych przykładów, można stwierdzić, że dieta oraz wiek są istotnymi 

czynnikami wpływającymi na występowanie archeonów w jelitach ludzi. Badania 

przeprowadzone na zwierzętach, będące składową tej pracy doktorskiej, pozwoliły na ustalenie 

kolejnych takich czynników, m.in. dostępu do środowiska naturalnego, podaży antybiotyków 

oraz innych składowych obranego modelu hodowli. Wyniki tych badań przedklinicznych 

zostały opisane w artykule pt. Microorganisms Involved in Hydrogen Sink in the 

Gastrointestinal Tract of Chickens (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 

2023).  

Korzystny wpływ archeonów metanogennych na zdrowie człowieka związany jest z 

wykorzystaniem wodoru w ich własnym metabolizmie, tj. w procesie metanogenezy [34]. 

Wodór, jako produkt uboczny bakteryjnej fermentacji jelitowej, zwrotnie hamuje ten proces, 

upośledzając wchłanianie elementów pokarmowych i odzysk energii z pożywienia. Powstający 

w wyniku działalności bakterii maślan, a także inne krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe oraz 

witaminy, to substancje niezbędne do prawidłowego funkcjonowania organizmu człowieka, a 

archeony metanogenne pośrednio umożliwiają ich produkcję [35,36]. Ponadto, niedawne 

badania sugerują możliwość wykorzystania Methanomassiliicoccus luminyensis jako 

mikroorganizmu probiotycznego w zwalczaniu trimetyloaminurii (zespół odoru rybiego) i 

miażdżycy [37]. Gatunek ten posiada bowiem naturalną zdolność do wykorzystywania i 

usuwania trimetyloaminy, będącej prekursorem tlenku trimetyloaminy, źródła nieprzyjemnego 

zapachu, oraz induktora produkcji blaszek miażdżycowych [37]. Udowodniono także 
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przeciwzapalną rolę metanogenów podczas badań nad celiakią [38]. Z drugiej strony, istnieją 

dowody wiążące występowanie archeonów metanogennych z wystąpieniem zapalenia 

przyzębia, pochwy, ropniami mózgu, stwardnieniem rozsianym, otyłością, zespołem jelita 

drażliwego, a także IBD u dorosłych [28,39,40]. 

Wpływ trzech najbardziej istotnych, opisanych powyżej taksonów archeonów metanogennych 

na zdrowie człowieka, jest różnorodny. Przykładowo, u dorosłych Mb. smithii wydaje się być 

gatunkiem komensalnym, choć w pewnych sytuacjach może na przykład powodować 

wyczerpanie zasobów maślanu w jelicie, przyczyniając się do zaistnienia dogodnych warunków 

do translokacji bakterii pierwotnie komensalnych przez barierę jelitową i nasilenia w ten sposób 

procesów zapalnych [41343]; natomiast Ms. stadtmanae silnie indukuje odpowiedź 

immunologiczną zarówno u osób zdrowych, jak i u pacjentów z IBD [17,44,45]. Więcej 

informacji na temat potencjalnych mechanizmów wiążących wystąpienie IBD z archeonami 

metanogennymi zostało zamieszczonych w artykule pt. The Role of Methanogenic Archaea 

in Inflammatory Bowel Disease—A Review (Cisek i wsp., Journal of Personalized Medicine, 

2024) wraz z ilustrującymi je schematami. 

1.2 Znaczenie archenów metanogennych w patogenezie IBD  

Już w latach 80’ ubiegłego wieku zaobserwowano, że dorośli chorujący na IBD rzadko 

uwalniają metan w wydychanym powietrzu [46,47]. Dopiero rozwój technik biologii 

molekularnej, ponad dwadzieścia lat później, pozwolił na ustalenie, że u dorosłych pacjentów 

z IBD stwierdza się zarówno obniżoną częstość występowania, jak i obniżoną ogólną 

liczebność archeonów metanogennych w jelitach [48]. Ponieważ, aby osiągnąć mierzalną ilość 

metanu w powietrzu wydychanym niezbędne jest zasiedlenie jelit przez metanogeny w liczbie 

co najmniej 108 komórek na gram suchej masy kału, brak tej cząsteczki oceniany w testach 

oddechowych u pacjentów z IBD jest konsekwencją niskiego poziomu zasiedlenia jelit przez 

te drobnoustroje [49], gdyż archeony metanogenne są jedyną składową ludzkiego mikrobiomu 

jelitowego zdolną do produkcji metanu [34]. 

U dorosłych chorujących na IBD opisano zmiany w zakresie częstości występowania i 

liczebności archeonów metanogennych. Wykazano, że częstość wykrywania Mb. smithii 

pozostaje na podobnym lub nieco obniżonym poziomie w stosunku do osób zdrowych, jednak 

wyraźne różnice są już widoczne w zakresie liczebności tego gatunku [44]. Chorzy 

charakteryzują się bowiem niższą liczbą Mb. smithii w kale, osiągając wartości w zakresie 104 
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do 108 komórek na gram kału, w porównaniu z 105 do 109 komórek na gram kału u zdrowych 

dorosłych [50]. Jednocześnie u dorosłych z IBD został udowodniony wyraźny wzrost udziału 

Ms. stadtmanae, zarówno w kwestii częstości występowania, jak i liczebności [44]. Częstość 

występowania Ms. stadtmanae była trzykrotnie wyższa u chorych na IBD, a liczebność 

wynosiła około 107 komórek na gram kału w stosunku do zdrowych dorosłych, u których 

stwierdzono maksymalnie 104 komórek Ms. stadtmanae na gram kału [44]. Udział 

metanogenów z rodzaju Methanomassiliicoccales nie był dotychczas badany w kontekście 

IBD, zarówno u dorosłych jak i u dzieci. 

U dzieci badania dotyczące roli archeonów metanogennych w IBD są bardzo ograniczone. 

Zgodnie z aktualną wiedzą badania dotyczące udziału Mb. smithii i Ms. stadtmanae w UC nie 

były w ogóle prowadzone w grupie dzieci z UC. Natomiast do tej pory tylko jeden zespół, i to 

zaledwie w ostatnich miesiącach, zbadał dokładnie populację archeonów jelitowych w 

przebiegu CD u dzieci [51,52]. Badania te wykazały co prawda niewielki (nieistotny 

statystycznie) spadek częstości występowania oraz liczebności metanogenów u dzieci z CD, 

jednak zauważono, że ta grupa pacjentów różni się od dzieci zdrowych w zakresie 

różnorodności archeonów w kale w zależności od długości trwania CD [52]. Podsumowując, 

brak danych dotyczących występowania archeonów metanogennych u dzieci cierpiących na 

UC, oraz ograniczone dane na temat dziecięcej CD stały się przyczynkiem do przeprowadzenia 

badań opisanych w artykule pt. Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel 

Disease in Relation to Disease Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal of 

Molecular Sciences, 2024), będącym zasadniczą częścią tej pracy doktorskiej. 
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2. Cel rozprawy doktorskiej 

Głównym celem rozprawy doktorskiej była ocena znaczenia archeonów metanogennych w 

nieswoistych chorobach zapalnych jelit u dzieci. Cel ten został osiągnięty poprzez realizację 

celów szczegółowych, które były opisane w poszczególnych artykułach oryginalnych 

Cele szczegółowe 

• Ustalenie i zoptymalizowanie protokołu analizy ilościowej archeonów metanogennych 

w próbkach kału 3 artykuł pt. Improved Quantitative Real-Time PCR Protocol for 

Detection and Quantification of Methanogenic Archaea in Stool Samples (Cisek i 

wsp., Microorganisms, 2023)  

• Ocena występowania archeonów metanogennych w treści jelitowej i próbkach 

kałomoczu kury domowej oraz ocena wpływu czynników środowiskowych na 

liczebność tych drobnoustrojów 3 artykuł pt. Microorganisms Involved in Hydrogen 

Sink in the Gastrointestinal Tract of Chickens (Cisek i wsp., International Journal of 

Molecular Sciences, 2023)  

• Analiza liczebności archeonów metanogennych w kale dzieci z IBD w porównaniu z 

dziećmi z grupy kontrolnej oraz ocena zależności pomiędzy liczebnością tych 

drobnoustrojów a typem i stopniem aktywności choroby oraz wiekiem dzieci 3 artykuł 

pt. Celem publikacji Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel 

Disease in Relation to Disease Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal 

of Molecular Sciences, 2024)  
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3. Materiał 

3.1 Zwierzęta doświadczalne 

Do badań włączono kury, które ze względu na typ hodowli podzielono na 3 grupy badawcze: 

kury wiejskie, fermowe i eksperymentalne. Kury wiejskie pochodziły z trzech gospodarstw 

przydomowych z zachowanym swobodnym dostępem do środowiska zewnętrznego oraz 

innych zwierząt (chów wolno wybiegowy), gdzie nie podawano im żadnych antybiotyków. 

Kury fermowe pochodzące łącznie z 8 ferm miały bardziej ograniczony dostęp do środowiska 

zewnętrznego (zgodnie z zasadami bioasekuracji), a część z nich była poddana 

antybiotykoterapii. Z kolei pochodzące z jednego źródła kury eksperymentalne hodowane były 

w pełnej izolacji od środowiska zewnętrznego, ludzi i innych zwierząt oraz antybiotyków, a ich 

mikrobiota jelitowa rozwijała się jedynie w wyniku zasiedlania drobnoustrojami obecnymi w 

paszy i wodzie kranowej. U zwierząt eksperymentalnych i fermowych znany był wiek w czasie 

pobrania próbek materiału do badań. Dokładny opis badanych grup i warunki hodowli, w tym 

rodzaj diety i stosowanych antybiotyków, a także wiek zwierząt w momencie pobrania próbki 

znajduje się w pracy pt. Improved Quantitative Real-Time PCR Protocol for Detection and 

Quantification of Methanogenic Archaea in Stool Samples (Cisek i wsp., Microorganisms, 

2023), w której wykorzystano 20 próbek kałomoczu kur wiejskich z jednego gospodarstwa oraz 

w pracy pt. Microorganisms Involved in Hydrogen Sink in the Gastrointestinal Tract of 

Chickens (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 2023), w której użyto 50 

próbek kałomoczu pochodzących od kur wiejskich, 50 próbek treści jelit ślepych i 2 próbki 

kałomoczu pobrane od kur fermowych oraz 54 próbki treści jelit ślepych pochodzące od kur 

eksperymentalnych.  

3.2 Pacjenci 

Do badań włączono dzieci w wieku od 3 do 18 lat, chorujące na IBD, będące pacjentami Kliniki 

Gastroenterologii, Hepatologii, Zaburzeń Odżywiania i Pediatrii Instytutu „Pomnik 3 Centrum 

Zdrowia Dziecka” w Warszawie. Dzieci z IBD zostały podzielone na 2 grupy badawcze: dzieci 

z aktywna postacią choroby (UC=25, CD=21) oraz dzieci z postacią nieaktywną (UC=27, 

CD=24). Aktywność procesu chorobowego została oceniona przy pomocy następujących 

indeksów: indeks PUCAI (ang. Pediatric ulcerative colitis activity index) oraz indeks PCDAI 

(ang. Pediatric Crohn’s disease activity index), a także na podstawie oceny stężenia 

kalprotektyny w kale. Przyjęto następujące wartości PUCAI oceny aktywności UC <10 3 
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remisja, 10-30 3 łagodna postać choroby, >30 3 zaostrzenie. Wartość PCDAI wynosiła 

odpowiednio: <12,5 3 postać nieaktywna CD, >20 3 postać aktywna CD. Przyjęto, że pacjenci 

z grupy UC z łagodnym przebiegiem choroby oraz będący w zaostrzeniu (PUCAI ≥10) będą 

przypisani łącznie do grupy z aktywnym przebiegiem UC, natomiast tych będących w remisji 

(PUCAI <10) 3 włączono do grupy z nieaktywnym UC. Grupę kontrolną stanowiły dzieci bez 

rozpoznania IBD w wywiadzie. Z grupy kontrolnej wykluczono dzieci z chorobami o podłożu 

autoimmunizacyjnym lub innymi chorobami, które mogłyby potencjalnie wpływać na stan 

mikrobioty jelitowej. Dokładna charakterystyka pacjentów włączonych do badań znajduje się 

w pracy pt. Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel Disease in Relation 

to Disease Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 2024). 

Dodatkowo, w materiałach uzupełniających (str. 102) zamieszczono tabelę, w której opisano 

pacjentów z grupy kontrolnej.  

Do badań łącznie włączono 124 próbki kału pobrane od pacjentów z UC (n=52), CD (n=45) i 

od dzieci z grupy kontrolnej (n=27).  
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4. Metody 

4.1 Izolacja DNA z próbek 

Izolacja DNA z kałomoczu i treści jelitowej kury oraz kału dzieci dokonano za pomocą 

procedury uwzględniającej lizę enzymatyczną, chemiczną oraz mechaniczną, a izolaty 

oczyszczano na kolumienkach ze złożem krzemionkowym (Genomic Mini AX Bacteria+) 

zgodnie z zaleceniami producenta (A&A Biotechnology, Gdynia). Metoda izolacji została 

opisana w pracy pt. Microorganisms Involved in Hydrogen Sink in the Gastrointestinal Tract 

of Chickens (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 2023) oraz 

Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel Disease in Relation to Disease 

Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 2024). 

4.2 Analiza ilościowa archeonów metanogennych 

We wszystkich trzech pracach oryginalnych do pomiaru ogólnej liczby komórek archeonów 

metanogennych zastosowano metodę łańcuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym 

(ang. real-time PCR), w której sekwencją poszukiwaną był fragment genu mcrA kodującego 

podjednostkę alfa reduktazy metylo-koenzymu M, tj. enzymu zaangażowanego w ostatni etap 

metanogenezy przebiegającej wyłącznie u archeonów metanogennych. Opracowanie i 

optymalizacja metody detekcji ogólnej populacji metanogenów została opisana szczegółowo w 

pracy pt. Improved Quantitative Real-Time PCR Protocol for Detection and Quantification 

of Methanogenic Archaea in Stool Samples (Cisek i wsp., Microorganisms, 2023). W skrócie, 

do uzyskania odpowiedniej czułości i swoistości reakcji real-time PCR jako kontroli 

pozytywnej reakcji użyto genomowego DNA trzech referencyjnych gatunków archeonów 

metanogennych (Methanobrevibacter woesei DSM 11979, Methanococcus maripaludis DSM 

2067 oraz Methanomicrobium mobile DSM 1539) oraz jednego konstruktu plazmidowego 

zawierającego fragment genu mcrA z Methanobrevibacter sp. D5 w formie insertu. Kontrole 

negatywne reakcji stanowiły izolaty DNA 21 gatunków bakterii, w tym z 11 gatunków 

referencyjnych. Startery zostały zaprojektowane w obrębie najbardziej konserwatywnych 

fragmentów sekwencji genu mcrA, ustalonych na podstawie analizy sekwencji pozyskanych z 

bazy NCBI. Optymalna temperatura przyłączania starterów (Tan) ustalona została w oparciu o 

PCR z gradientem Tan. Temperaturę odczytu poziomu fluorescencji ustalono doświadczalnie 

na podstawie analizy krzywych topnienia amplikonów uzyskanych z próbek DNA genomów 
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referencyjnych. Czasy trwania poszczególnych etapów real-time PCR dobrano w oparciu o 

długości przewidywanych amplikonów, po czym dopasowano je eksperymentalnie. 

Ponadto, w pracy pt. Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel Disease in 

Relation to Disease Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal of Molecular 

Sciences, 2024) do oceny ilościowej trzech badanych podgrup metanogenów użyto także 

innych genów w roli sekwencji docelowych. Były to kolejno: gen nifH dla reakcji w której 

oznaczany był Mb. smithii, mtaB – dla Ms. stadtmanae oraz gen kodujący 16S rRNA 3 dla 

Methanomassiliicoccales.  

Wszystkie analizy ilościowe odbyły się w oparciu o krzywe standardowe, w których użyto 

DNA w/w genomów referencyjnych odpowiadających poszczególnym grupom metanogenów, 

rozcieńczone 10-krotnie w zakresie od 100 do 106 kopii na mieszaninę reakcyjną. Uzyskany 

wynik dla każdej próbki był następnie przeliczany do wartości x kopii genomów archeonów w 

jednym gramie kału człowieka lub kałomoczu i treści jelitowej kury.  

4.3 Oznaczenie stężenia kalprotektyny w kale  

Oznaczenie stężenia kalprotektyny w kale wykonano w Zakładzie Biochemii, 

Radioimmunologii i Medycyny Doświadczalnej. Pomiarów dokonano używając technologii 

chemiluminescencji w analizatorze Liaison XL (DiaSorin, Saluggia, Włochy). 

4.4 Analiza statystyczna 

Analiza statystyczna odbyła się z zastosowaniem programu TIBCO Statistica 13.3 (TIBCO 

Software Inc., Palo Alto, USA). Analizę rozkładu wyników wykonano testem Shapiro-Wilka, 

a homogenność wariancji badano testem Levene’a. Z uwagi na fakt, że uzyskane wyniki nie 

miały charakteru rozkładu normalnego, dalsze analizy zostały wykonane testem 

nieparametrycznym Kruskala-Wallisa. Do oceny korelacji zastosowano test korelacji rang 

Spearmana. Do oceny występowania metanogenów u pacjentów zastosowano test dokładny 

Fishera. Dokładny opis analiz statystycznych został przedstawiony w pracach oryginalnych. 

5. Kopie opublikowanych prac 
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