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Abstract: Currently, nanoparticles have gained considerable attention for the treatment of bacterial infectious diseases. The possibility for
using this technology as an alternative therapeutic strategy for controlling microbial biofilms, colonizations and infections has been the
subject of intense investigations. Even though, the potential toxicity and disadvantage of using nanoparticles, researchers focused on their
high penetrability into bacterial membranes, capabilities to disrupt biofilm formation and the role of chemotaxis in this interaction. Face
to this significant debate, we discuss the link between metal resistance, bacterial chemotaxis and the promising use of nanoparticles (NP).
P, aeruginosa has emerged as a model organism for biofilm studies, the aim of this review is to provide a concise and comprehensive survey
of certain relevant aspects related to the research on nanoparticles and these bacteria.

1. Introduction. 2. Chemotaxis in Pseudomonas species. 3. Heavy metal ions, nanoparticles vis a vis Pseudomonas aeruginosa. 4. Mode
action of nanoparticles in bacterial cell. 4.1. Direct interaction with the bacterial cell wall. 4.2. Inhibition of biofilm formation. 4.3. Genera-

tion of reactive oxygen species (ROS). 4.4. Induction of intracellular effects. 5. Conclusion

Keywords: biofilm, chemotaxis, metal, nanoparticles

1. Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a major nosocomial
pathogen representing a critical threat for human
health [74] because of its tolerance and rapid devel-
opment of resistance towards almost all current anti-
microbial therapies [47]. In humans, their infections
tend to occur in association with epithelial cell damage
to the skin, eye or medical devices such as catheters,
ventilators or in immune compromised individuals.
In addition to these illnesses, P. aeruginosa lung infec-
tions are common in individuals with chronic obstruc-
tive pulmonary disease (COPD), ventilator-associated
pneumonia (VAP), and cystic fibrosis (CF) [83]. It has
been recognized that this bacterium can also modulate
the immune response, reminiscent of helminth para-
sites, and antibiotic resistance due to the production of
extracellular enzymes (e.g. B-lactamase) [60].

Furthermore, its survival in the host in the early
stages of infection is supported by the secretion of
toxins and virulence factors, including pyocyanin and
its proteases elastase and alkaline protease (AprA)
[49]. Pseudomonas aeruginosa has been recognized as
an opportunistic pathogen that is the most common

bacterium associated with nosocomial infections and
ventilator-associated pneumonia [62].

It may turn out that recent studies have reported
several innovative therapeutic technologies. Research
studies have demonstrated pronounced effectiveness
in fighting these biofilms, which are responsible for
microbial resistance [62] and persistent infections [14].
However, with an acquired resistance to antibiotics
or biocides, P. aeruginosa persist and are difficult to
treat or eradicate. Notably, its adaptability and high
intrinsic antibiotic resistance enable it to survive in
a wide range of other natural and artificial settings,
including surfaces in medical facilities [49]. Peterson
and Kaur [65] reported that all known mechanisms of
antibiotics resistances can be displayed by this bacte-
rium (intrinsic, acquired, and adaptive); sometimes all
within the same isolate.

The widespread use of broad-spectrum antibiotics
has led to the appearance of multidrug-resistant (MDR)
Pseudomonas spp. Thus, the continuous emergence of
bacterial resistance has challenged the research com-
munity to develop novel antibiotic agents; there is
a pressing need to identify alternate drugs. Among the
most promising of these novel antibiotic agents or drugs
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are metal NPs. These particles used as innovative tools
for combating the high rates of antimicrobial resistance
have shown promising uses. Furthermore, recent stud-
ies have been carried out on the use of nanoparticles
(NPs) and offer new prospects to develop novel formu-
lations, based on their distinct types of sizes, shapes and
flexible antimicrobial properties [77]. These authors
mentioned that nanoparticles (e.g., metallic, organic,
carbon nanotubes, etc.) may circumvent drug resistance
mechanisms in bacteria and, associated with their anti-
microbial potential, inhibit biofilm formation or other
important processes.

On the other hand, NPs are more toxic to human
health in comparison to large-sized particles of the
same chemical substance, and it is usually suggested
that toxicities are inversely proportional to the size
of the NPs [91]. Silver nanoparticles (NPs) are toxic
to bacteria, and are currently used in everything from
medical devices to sport socks and washing machines
to deter microbial growth. Silver is a particularly toxic
heavy metal as it interferes with the electron transport
chain and binds to DNA [79].

However, the use of nanoparticles still presents
a challenge to therapy and much more research is
needed in order to overcome bacteria-nanoparticles
interaction. Nanoparticles often have interesting char-
acteristics, including toxicity, that may attract or deter
motile bacteria from encountering them. Nanomateri-
als could potentially act as chemoattractants by creating
favorable environments for hydrogenotrophic micro-
organisms, or could be chemorepellents because of the
release of toxic ions [37]. Since a long time, mechanisms
of chemotaxis remain unclear because of the complex
chemotaxis systems in certain bacteria species.

In this review, we will summarize the current
research on nanoparticles and how these one can
be applied in the future to fight multidrug resistant
Pseudomonas spp. A better understanding of this chem-
otaxis signaling pathways is necessary for the develop-
ment of innovative nanoparticles therapeutic strategies
to fight against this extremely problematic human or
environmental pathogen.

2. Chemotaxis in Pseudomonas species

Bacterial chemotaxis is a biased movement towards
higher concentrations of life-sustaining nutrients and
lower concentrations of toxins. It involves sensing a gra-
dient of chemicals as small as a few molecules [84].
Interestingly, the bacterial movement and under the
influence of a chemical gradient, either toward (posi-
tive chemotaxis) or away (negative chemotaxis) from
the gradient helps bacteria to find optimum conditions
for their growth and survival [29]. This is achieved

through a variety of signal transduction pathways that
most commonly include one-component systems, two-
component systems, and chemoreceptor-based signal-
ing cascades [57], also referred to as chemotaxis or
chemosensory systems [84].

Chemotaxis in Pseudomonas species is one of the
most diversified and best-understood signal transduc-
tion networks. It is interesting to point out that most
strains possess one or two sets of the chemotaxis genes.
Interestingly, genome analysis reveals that a large num-
ber of environmental motile bacteria possess several
genes involved in chemosensing and chemotatic sig-
nal transduction. Motile bacteria sense changes in the
concentration of chemicals in their environment and
respond in a behavioral manner [1]. They have the abil-
ity to sense changes in the concentration of chemicals
in the environment and respond by altering their pat-
tern of motility using the two chemotaxis pathways [54]
reviewed clearly by Ortega et al. [57].

Furthermore, the chemoeftector repertoire of Pseu-
domonads is very diverse and includes organic and
amino acids, aromatic hydrocarbons, sugars, fatty acids,
peptides, bivalent metal ions, inorganic anions, herbi-
cides, morphine, as well as purine and pyrimidine bases
[72]. Pseudomonas strains have extraordinary meta-
bolic versatility and a large number of chemoreceptors.
Ortega etal. [58] concluded that three chemosensory
pathways in P, geruginosa utilize one chemoreceptor
per pathway, whereas the fourth pathway, which is the
main system controlling chemotaxis, utilizes the other
23 chemoreceptors. As mentioned by Ortega et al. [58]
the three model strains analyzed contain 26 chemo-
receptors (PAO1), 27 chemoreceptors (KT2440), and
37 chemoreceptors (Pfl0-1).

For instance, when a toxic compound is present in
the environment, bacteria can detect it and swim away
[52]. Via this response researcher could understand the
tolerance or resistance to certain metals, used as nano-
particules. It has been well established that essential
metals, such as, iron and zinc, control diverse cellular
metabolisms and biofilm formation in P. aeruginosa
[78]. Furthermore, biofilm cells of P. aeruginosa are
much more resistant to heavy metal stress than their
planktonic counterparts [78, 53].

Harrison et al. [28] has also shown that ions of sev-
eral metals, such as, silver, copper, and gallium, exert
bactericidal and antibiofilm activities against P, aeru-
ginosa. Meliani and bensoltane [54] reported that
when a toxic compound is present in the environ-
ment such as Cadmium nitrate (Cd (NO,), or lead
acetate (Pb (C,H,0,),), bacteria can detect it and
swim or swarm away. The motility patterns seems to
be dependent or correlated to the heavy metal either
chemoattractant or chemorepellent. Assessing the
application nanoparticles requires on understanding of
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the mobility, the reactivity and specially the chemo-
tactic response of the pathogen or engineered micro-
organism [54].

3. Heavy metal ions, nanoparticles vis
a vis Pseudomonas aeruginosa

Metal contamination has been linked to birth defects,
cancer, skin lesions, mental and physical retardation,
learning disabilities, liver and kidney damage and a host
of other diseases [75]. Thus, heavy metals pose a critical
concern to human health and environmental issues due
to their high occurrence as a contaminant, low solubility
in biota and the classification of several heavy metals as
carcinogenic and mutagenic [17].

Heavy metals are the primary inorganic contami-
nants, which include cadmium, chromium, copper,
lead, mercury, nickel and zinc etc. It was observed that
some bacteria could survive and grow even at high
metal ion concentrations such as Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas aeruginosa [25]. If one accepts that zinc
oxide nanoparticles (NPs) are also considered for use
as new antimicrobial agents generation , the ability of
using other heavy metal can be possible, the question
of Why and How? Still remains.

It quickly became apparent that the effects of heavy
metal ions on P.aeruginosa have been well studied
with regard to toxicity and metal resistance [78, 27].
In the case of Pseudomonas aeruginosa their resist-
ance mechanisms include the mer operon that reduces
toxic Hg** to volatile Hg’, which then diffuses out of
the cell [59]. Moreover, bacterial biofilm tolerance to
antimicrobials, including metals, is currently regarded
as a multifactorial phenomenon [27]. Several research-
ers have reported that biofilms are capable of removing
heavy metal ions from bulk liquid [39] and the use of
biofilms to remove heavy metals from wastewater has
been investigated [88]. It was determined that biofilms
were anywhere from 2 to 600 times more resistant to
heavy metal stress than free-swimming cells [78].

It is also interesting to note that the structure
dependent metabolic heterogeneity may also explain,
in part, the tolerance of bacterial biofilms to metal ions.
In P, aeruginosa biofilms that are less than 100 um thick,
the cells that are nearest to the substratum are in anoxic
zones and are slow growing, which leads to an intrinsic
tolerance to killing by antibiotics relative to the aerobic
fast growers in the outer biofilm layers [53].

As reported by Wagner-Dabler etal. [85] electron
microscopy revealed that a P. aeruginosa biofilm was
capable of sequestering heavy metals and that there
was surface-associated precipitation of lanthanum by
biofilm cells, while mercury-reducing Pseudomonas
putida biofilms were found to accumulate elemental
mercury on the exterior of the biofilms.

Another line of research is devoted to nanotech-
nology, which produced materials of various types at
nanoscale level. The continuous emergence of bac-
terial resistance has challenged the research commu-
nity to develop novel antibiotic agents. Among the most
promising of these novel antibiotic agents are metal
NPs, which have shown strong antibacterial activity
in an overwhelming number of studies [76]. Nano-
particles (NPs) are wide class of materials that include
particulate substances, which have one dimension
less than 100 nm at least [40]. These inorganic parti-
cles of either simple or complex nature, display unique,
physical and chemical properties and represent an
increasingly important material in the development
of novel nanodevices which can be used in numerous
physical, biological, biomedical and pharmaceutical
applications [48]. It is also noteworthy that nanopar-
ticles (NPs) show unique and considerably changed
chemical, physical, and biological properties compared
to bulk of the same chemical composition, due to their
high surface-to volume ratio. NPs exhibit size and
shape-dependent properties which are of interest for
applications ranging from biosensing, catalysts to optics
and antimicrobial activity [33]. With an antimicrobial
one, nanoparticles are used for their high penetrabil-
ity into bacterial membranes. They can disrupt biofilm
formation, possess multiple antimicrobial mechanisms,
and are good carriers of antibiotics [86]. The metal-
lic and antimicrobial agent-loaded nanoparticles have
been extensively studied, the nanocomposite films
displayed a significant antibacterial activity against
Escherichia coli and Staphylococcus aureus [95]. In
chemotaxis experiments of Kirschling [37], it was dem-
onstrated that while V. gazogenes did not see silver as
a chemorepellant, the silver resistant Pseudomonas sp.
was repelled by 50 nm silver nanoparticles.

Furthermore, AshaRani etal. [4] reported that
AgNPs are being used increasingly in wound dress-
ings, catheters and various households products due
to their antimicrobial activity. Antimicrobial agents
are extremely vital in textile, medicine, water disinfec-
tion and food packaging. Therefore, the antimicrobial
characteristics of inorganic NPs add more potency to
this important aspect, as compared to organic com-
pounds, which are relatively toxic to the biological
systems [26]. On the other hand, understanding these
phenomena will allow researchers to explain the appli-
cation of nanotherapy.

4. Mode action of nanoparticles in bacterial cell
Nowadays, it is known the disadvantage of using

nanoparticles and their potential toxicity, but these tiny
materials presented a great antimicrobial activity and
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have been used in a variety of chemical, biological and
biomedical applications [34]. NPs have a number of fea-
tures, which make them favorable as vectors for drugs
to combat disease-causing pathogens. These include
their enhancement of drug solubility and stability [32];
their ease of synthesis [22] and their modulated release
[77] or biocompatibility with target components cells.
Slavin etal. [76] reported that the most effective NPs
vis a vis bacteria, are those containing Ag, Au, Al, Cu,
Ce, Cd, Mg, Nj, Se, Pd, Ti, Zn, and super-paramagnetic
Fe. Other NPs such as CuONPs, TiONPs, AuNPs, and
Fe,O,NPs, have also demonstrated bactericidal effects
[30]. Among the metal-containing NPs, Au NPs have
moderate antibacterial activity unless their surface is
modified. Ag NPs are the most effective nano-weapon
against bacterial infections [70].

It is worth noting that the mode of action of NPs is
direct contact with the bacterial cell wall, without the
need to penetrate the cell. Ma and Lin [50] mentioned
that once NPs come into contact with cell surfaces,
they may be adsorbed on the cell walls or membranes
by multiple forces, and then it is likely that they will
enter the cells through various routes. The biophys-
icochemical interactions at the interfaces between the
NPs and cells, in conclusion, mainly include adsorption
and internalization.

Thus, NPs need to be in contact with bacterial cells
to achieve their antibacterial function via the known
accepted forms of electrostatic attraction, van der
Waals forces, receptor-ligand and hydrophobic inter-
actions. Ma and Lin [50] summarize schematically
the main adsorption mechanisms at the NP cell inter-
faces. They mentioned that the NPs with bio interfaces
can be combined by van der Waals forces, a common
attracting force. NPs with hydrophobic surfaces would
be adsorbed on the hydrophobic surface zones of the
cells through hydrophobic forces. In addition, Qiu
etal. [66] reported that the electrostatic attraction, as
another important and general adsorption mechanism
can cause the charged NPs to become adsorbed on the
cell surfaces with opposite charges. Gram positive bac-
teria have a highly negative charge on the surface of the
cell wall. For example, LPS provides negatively charged
regions on the cell wall of Gram-negative bacteria that
attracts NPs; and, since teichoic acid is only expressed
in Gram-positive bacteria, the NPs are distributed along
the phosphate chain. As such, the antimicrobial effect
is more foreshadowed in Gram positive than nega-
tive bacteria [86]. Other specific interactions are also
included like the hydrogen bonding and receptor ligand
interactions, depending on the surface properties of
both NPs and cells [70].

NPs do not present the same mechanisms of action
of standard antibiotics but they can exert a multitude
of mechanisms (Fig. 1).

4.1. Direct interaction with the bacterial cell wall

Both Gram-positive and negative bacteria have
a negatively charged cell wall, a characteristic that is
hypothesized to influence the interactions between the
cell walls of the bacteria and NPs or ions released from
them. The components of the cell membrane produce
different adsorption pathways for NPs and Gram-
positive and Gram-negative bacteria [43]. Studies per-
formed in Gram-negative bacteria such as Salmonella
typhimurium showed that the cell wall is populated with
a mosaic of anionic surfaces domains rather than a con-
tinuous layer [51].

Moreover, Gram-negative bacteria, such as Escheri-
chia coli, bacterial cells are covered by a layer of lipo-
polysaccharides (1-3 pm thick) and peptidoglycans
(~8nm thick). In the case of Gram-positive bacteria
like Staphylococcus aureus possess a peptidoglycan
layer much thicker than Gram-negative bacteria, span-
ning over 80 nm with covalently attached teichoic and
teichuronic acids [76]. Baek and An [5] reported that
Gram-negative bacteria Escherichia coli are highly sus-
ceptible whereas Gram-positive Staphylococcus aureus
and Bacillus subtilis are less susceptible to CuO NPs,
a trend that corresponds with Khan etal. [36] findings
on silver and cobalt nanoparticles. For example, Ag
and ZnO NPs have been reported to exert antibacte-
rial activity by release of Ag* and Zn** that disrupt the
membrane [15, 18].

4.2. Inhibition of biofilm formation

NPs have emerged as alternative antimicrobial
approach to combat biofilms and for treating severe
bacterial infections [56]. The antibacterial activity of
NPs against multidrug-resistant (MDR) bacteria and
biofilms depends on a number of factors, namely, their
large surface area in contact with bacteria through the
mentioned interactions; on the nanoparticle size and
stability; together with the drug concentration [46].
The molecular mechanisms, by which metal-based
NPs annihilate MDR bacteria, resulting in disturbance
in respiration and inhibition of cellular growth, have
been extensively reviewed [15, 18]. Fabrega etal. [19]
results suggested that Pseudomonas putida biofilms
are impacted by the treatment with AgNPs. Further-
more, Kalishwaralal etal. [35] concluded that AgNPs
are able to induce the detachment of P. aeruginosa and
S. epidermidis with rapidity and efficiency, opening
clinical possibilities of alternative therapies. Antibiofilm
action of AgNPs of 8.3 nm in diameter stabilized by
hydrolyzed casein peptides on Gram-negative bacte-
ria (E. coli, P. aeruginosa and Serratia proteamaculans)
was investigated by Radzig et al. [69]. Gurunathan etal.
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Fig.1. Different actions of NPs in bacterial cells [1, 2, 3, 4]
With different size, shape, stiffness and surface charge NPs cross the bacterial membrane and disrupt cell membrane and wall, influenc-
ing several pathways. NPs trigger a generation of oxidative stress (ROS) that damage cellular proteins and cell’s basic components (DNA,
ribosomes, enzymes), leading to changes in cell membrane permeability, metabolism pathways and biofilm disruption.

[24] analyzed the antibacterial and antibiofilm activity
of antibiotics these nanoparticles, or combinations of
both against P. aeruginosa, Shigella flexneri, S. aureus,
and Streptococcus pneumoniae. The anti-biofilm activ-
ity of silver nanoparticles was also demonstrated in
Ansari etal. [2] study. These authors reported that bio-
tilms from clinical isolates of P. aeruginosa treated with
gum arabic capped silver nanoparticles (GA-AgNPs)
showed a concentration dependent inhibition of bacte-
rial growth and treatment of catheters with GA-AgNPs
at 50 ug/mL resulted in 95% inhibition of bacterial
colonization of the plastic catheter surface. In another
interesting study, it was proved a synergistic activity of
chitosan and AgNPs to reduce the growth of S. aureus,
E. coli, S. epidermidis, P. aeruginosa strains and to dis-
rupt mature biofilms [71].

Furthermore, and in another report, thirty-six metal
ions have been investigated to identify antivirulence
and antibiofilm metal ions. Zinc ions and ZnO nano-
particles were found to markedly inhibit biofilm forma-
tion and the production of pyocyanin, Pseudomonas
quinolone signals (PQS), pyochelin, and hemolytic
activity of P, aeruginosa without affecting the growth
of planktonic cells [41]. TiO,, ZnO, BiVO,, Cu- and

Ni-based NPs have been utilized for this purpose due
to their suitable antibacterial efficacies [63, 67]. Fabrega
etal. [19] demonstrated the inhibition of marine bio-
tilm by Ag NPs, and reported a concentration depend-
ent reduction in biofilm formation.ZnO NPs [41] are
also documented to inhibit the microbial biofilm for-
mation. YF, [42] and Se NPs [23] restrain growth and
biofilm formation of E.coli and S. aureus. TiO, [89]
CdS [16] K MgF, [42] and BiNPs [31] have also been
reported to disrupt bacterial biofilms.

Another engineered nanoparticle was found to
improve the survival rate and the bacterial clearance
in a mouse model of P, aeruginosa lung infection [41].
In addition, attachment of antibiotics to nanoparticle
surfaces has been found to significantly enhance the
efficacy of both antibiotics and nanoparticles. In this
regard, silver nanoparticles attached to ampicillin have
a higher killing rate of ampicillin resistant P. aeruginosa
isolates in vitro compared to the silver nanoparticles
without ampicillin bound [10].

Previous studies have shown that, Zinc ions and
ZnO nanoparticles were found to markedly inhibit
biofilm formation and the production of pyocyanin,
Pseudomonas quinolone signal (PQS), pyochelin, and
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hemolytic activity of P aeruginosa without affecting
the growth of planktonic cells. Transcriptome analyses
showed that ZnO nanoparticles induce the zinc cation
efflux pump czc operon and several important tran-
scriptional regulators (porin gene opdT and type III
repressor ptrA) [41].

4.3. Generation of reactive oxygen species (ROS)

The interaction of NPs with bacteria generally trig-
gers oxidative stress mechanisms, enzymatic inhibition,
protein deactivation and changes in gene expression.
Still, the most common antibacterial mechanisms
are related to oxidative stress, metal ion release, and
non-oxidative mechanisms [86]. As reported by these
authors, ROS is a generic term for molecules and reac-
tive intermediates that have strong positive redox
potential, and different types of NPs produce different
types of ROS by reducing oxygen molecules. Reactive
oxygen species (ROS) are natural by products of cellular
oxidative metabolism and play important roles in the
modulation of cell survival, cell death, differentiation,
cell signaling, and inflammation-related factor produc-
tion [55]. Different NPs may generate distinctive ROS,
such as superoxide (O?) or hydroxyl radical (-OH),
hydrogen peroxide (H,0O,), and 1[O,]) [86]. Umama-
heswari etal. [81] demonstrated that the antibacterial
activity of AuNPs against E. coli, S. typhi, P. aeruginosa
and K. pneumoniae were due to oxidative stress caused
by increased intracellular ROS. In another important
study using different metal NPs, AgNPs were shown
to generate superoxide radicals and hydroxyl radicals,
whereas Au, Ni, and Si NPs generated only singlet oxy-
gen, which upon entering the cell produced an antibac-
terial effect [94].

Under high levels of stress, the levels of ROS can
increase significantly and it is hypothesized that their
generation is one of the focal NP mechanisms of action
that inhibit bacterial growth [61, 45]. Compared with
microparticles or their bulk of origin, NPs possess
unique physicochemical properties (size, surface area,
shape, solubility, and aggregation status) that corre-
late with their potential to generate ROS [87]. Previ-
ous reports illustrated the impact of reactive surfaces
of NPs in ROS production [82]. Excessive ROS caused
lipid peroxidation, membrane permeability augmenta-
tion, and oxidation damage of DNA, RNA, and proteins
in bacteria. Bao etal [6] also found that AgNPs could
inhibit new DNA synthesis in the cells.

Furthermore, several research reports evidenced
the role of oxidative stress in NP-induced antimicrobial
activity. Biologically-synthesized AgNPs showed potent
antimicrobial activity against Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, and Staphylococcus aureus. The sig-
nificant antimicrobial effect of AgNP is attributed to

its potential up-regulation of ROS and reactive nitro-
gen intermediates that eventually leads to killing of the
bacteria [68]. In the same way, nanosilver ions are used
as the center of catalytic activity to activate the oxygen
in air or water, leading to the production of hydroxyl
radicals and reactive oxygen ions, which prevent the
proliferation of bacteria or kill them [92]. Furthermore,
ROS are beneficial to increasing the gene expression
levels of oxidative proteins, which is a key mechanism
in bacterial cell apoptosis [90].

These authors reported the significant antimicrobial
effect of AgNP, which is attributed to its potential up-
regulation of ROS and reactive nitrogen intermediates
that eventually leads to killing of the bacteria. Iron oxide
NP (IONPs) that coated with the positively charged
chitosan possesses special interface that showed sig-
nificant production of ROS, which is involved in its
significant antimicrobial activity against Escherichia
coli and Bacillus subtilis [3].

4.4. Induction of intracellular effects

As mentioned above AgNPs are potent inducers of
reactive oxygen species. The augmented reactive spe-
cies levels are known to affect and damage the major
bio-molecules, such as nucleic acids and proteins [93].
This nanoparticle-generated oxidative stress, in turn,
may also affect the cellular metabolic systems, thereby
resulting in increased productivity of certain metab-
olites [8]. The entry of AgNPs induces ROS that will
inhibit ATP production and DNA replication [15]. Feng
etal. [21] reported the presence of silver ions and sulfur
in the electron-dense granules observed after silver ions
treatment in the cytoplasm of bacterial cells suggests
an interaction with nucleic acids that probably results
in impairment of DNA replication.

Others researchers reported that the plausible
mechanism of action of TiO, NPs against the bacteria
could be ROS generation, DNA damage after inter-
nalization, peroxidation of membrane phospholipids
and inhibition of respiration [38, 80]. Additionally, it
has been described that iron oxide NPs can damage
macromolecules, including DNA and proteins, through
the formation of ROS [44]. Sarwar et al. [73] data dem-
onstrated that nanosized ZnO caused significant oxida-
tive stress to Vibrio cholerae, the damage inflicted was
DNA degradation, protein leakage, membrane depo-
larization and fluidity.

Another study observed that copper oxide NPs
generate ROS that often leads to chromosomal DNA
degradation, which seems to highlight a “particle-spe-
cific” action rather than resulting from the release of
metallic ions [12].

Inhibition of DNA replication and DNA degrada-
tion has also been reported with Cu NPs in Chatterjee
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etal. [13] study. Thus, the potentials of NPs for use as
tags of DNA, proteins, microbes, and other cellular
molecules make them promising materials for various
diagnostic applications [11].

5. Conclusion

Beside certain toxicities associated with nanopar-
ticles, there has been growing interest in the develop-
ment of their use in medical applications; they are suit-
able candidates for the treatment of various bacterial
infections. This review provided a proposed hypothesis
of the application of metals in another positive way of
nanotechnology. However, future studies that utilize
nanoparticles need to focus on understanding the
bacterial chemotaxis to optimize their functioning in
medical applications.
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Streszczenie: Wirusy Coxsackie (CV), podobnie jak inne enterowirusy, to mate, bezostonkowe wirusy o ksztalcie ikosaedrycznym kap-
sydu. Naleza do rodziny Picornaviridae. Ich nazwa wywodzi si¢ od miasta Coxsackie w stanie Nowy York (USA), gdzie w latach 40.
XX wieku rozpoznano pierwsze przypadki zachorowan wywolane tymi wirusami. Wirusy Coxsackie B (CVB) wyréznia od innych entero-
wiruséw zdolno$¢ do zakazania réznego rodzaju tkanek i organow. Tak szeroki tropizm powoduje, ze sa one czynnikiem etiologicznym
wielu réznych jednostek chorobowych. CVB s3 w stanie zakazi¢ serce, optucna, trzustke, pluca i watrobe powodujac zapalenie miesnia
sercowego, pleurodynie, zapalenie trzustki, pluc i watroby. Przenikaja do centralnego ukladu nerwowego indukujac zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych, zapalenie moézgu lub ostre porazenie wiotkie. Powoduja takze uogdlnione zakazenia noworodkéw oraz choroby
chroniczne takie jak cukrzyca typu 1 czy przewlekte zapalenie miesnia sercowego. Pantropowy charakter CVB moze wynika¢ ze swoistej
interakcji wirusa z receptorem komoérkowym, ktéra warunkuje zakazenie i zajecie kolejnych komorek. CVB faczy si¢ z przynajmniej
dwoma biatkami receptorowymi, receptorem dla wiruséw Coxsackie i adenowiruséw (CAR) oraz czynnikiem przyspieszajacym roz-
kiad (DAF), ale réwniez inne determinanty moga warunkowa¢ permisywnos¢ tkanek i nasilenie choroby. Celem niniejszego artykutu
byto podsumowanie najwazniejszych aspektow dotyczacych zakazenia wirusami Coxsackie B takich jak: replikacja, interakcja z biatkami
gospodarza, zmiennos¢ genetyczna, patogeneza, epidemiologia i diagnostyka.

1. Rys historyczny. 2. Klasyfikacja i budowa. 3. Receptory komdrkowe i replikacja. 4. Zmienno$¢ genetyczna. 5. Przebieg zakazenia.
6. Patogeneza. 7. Epidemiologia. 8. Diagnostyka i mozliwosci terapeutyczne. 9. Podsumowanie

COXSACKIE B - PANTROPIC VIRUSES

Abstract: Coxsackieviruses (CV), as all enteroviruses, are small, non-enveloped, icosahedral-shaped capsid viruses. They belong to the
family Picornaviridae. This group was named after the town of Coxsackie in New York State (USA) where was recognized the first human
case of coxsackievirus infection in the 40s of the XX century. Coxsackie B (CVB) are distinguished from other enteroviruses by ability
to infect many types of tissues and organs. This wide tropism reason that these viruses are etiologic agents of large number of different
diseases. CVB cause infection of the heart, pleura, pancreas, lungs and liver, causing myocarditis, pleurodynia, pericarditis, pneumonia
and hepatitis. They can invade the central nervous system and induce meningitis, encephalitis, or acute flaccid paralysis. They also cause
systemic neonatal disease and chronic infections such as type 1 diabetes and chronic myocarditis. This pantropic character of CVB can be
determinate by specific virus - receptor interaction, which initiate the infection and viral spread. CVB attach at least two receptor proteins:
the coxsackievirus — adenovirus receptor (CAR) and the decay - accelerating factor (DAF). Moreover, other anonymous determinant may
play a role in tissue permissiveness and disease severity. This article summarizes the main aspects of Coxsackieviruses B infection: replica-
tion, virus-receptor interaction, genetic variability, pathogenesis, epidemiology and diagnostics.
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1. Rys historyczny

Historia wiruséw Coxsackie (CV) rozpoczyna si¢
w latach 40. XX wieku, w Stanach Zjednoczonych Ame-
ryki objetych epidemia poliomyelitis. Latem 1947 roku
w stanie Nowy Jork miato miejsce kilka ognisk zacho-
rowan, ktére badal Gilbert Dalldorf, dyrektor labora-

torium w Albany. Byl on zafascynowany ideg zasto-
sowania oseskow mysich do izolacji wirusa polio
jako alternatywnego modelu zwierzecego, zamiast
malp, ktdre dla kazdego laboratorium stanowity bar-
dzo kosztowny wydatek. Dalldorf i wspdélpracujaca
z nim Sickles uzyli katu od dwojki dzieci podejrzanych
o zakazenie wirusem polio. Zawiesine katowg podali
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dorostym i nowonarodzonym myszom, tylko u oseskow
rozwingt si¢ paraliz zwigzany z rozleglymi zmianami
w miesniach szkieletowych. Ich dalsze badania z uzy-
ciem surowic wykazaly jednak, ze przyczyng paralizu
nie byly wirusy polio. W 1949 roku Dalldorf zapropo-
nowal, aby nowe wirusy nazwa¢ Coxsackie, od malej
wioski nad rzeka Hudson, z ktérej pochodzily pierwsze
rozpoznane przypadki zachorowan, wywolane przez te
nowoodkryte patogeny [21, 22].

Dalsze badania na oseskach mysich sklonily Dall-
dofra do podzialu wiruséw Coxackie na dwie grupy
A iB. Izolaty nalezace do grupy A (CVA) wywolywaly
zmiany w mig¢$niach szkieletowych nowonarodzonych
myszy prowadzace do $§miertelnego paralizu w ciggu
2 dni od zakazenia. Natomiast te nalezace do grupy B
(CVB) powodowaly zajecie wielu organdw i tkanek,
a ostatecznie powolng $mier¢ w nastepstwie porazenia
spastycznego (5-7 dni). Dodatkowo badacze obserwo-
wali ogniskowe zapalenie mie$ni i zmiany w komoérkach
trzustki, serca, hepatocytach, w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN) oraz w nadnerczach zakazonych
myszy. W latach 50. XX wieku zastosowano surowice do
identyfikacji serotypdéw wiruséw Coxsackie. Wkroétce
rozpoznano, ze CVB s3 czynnikiem etiologicznym np.
pleurodynii, zwanej takze diabelskim u$ciskiem lub
chorobg bornholmska. Wirusy z grupy A powigzano
z herpanging, ciezkim zapaleniem gardfa i choroba
dloni, stop i jamy ustnej (HFMD) [21].

Czeste zakazenia laboratoryjne, charakteryzujace si¢
ciezkim przebiegiem powodowaly, ze wielu naukowcow
rezygnowalo z badan nad ta grupa wiruséw. Dopiero
rozwdj technik biologii molekularnej pozwolit na bar-
dziej dogtebne poznanie natury CV oraz stworzenie
nowej klasyfikacji, opartej na pokrewienstwie filoge-
netycznym [21].

2. Klasyfikacja i budowa

Wirusy Coxsackie B naleza do rodziny Picorna-
viridae. To jedna z najwiekszych rodzin w systematyce
wiruséw. W jej sktad wchodzg 63 rodzaje, a osiem z nich
jest zdolnych do zakazenia czlowieka: Enterovirus, Hepa-
tovirus, Parechovirus, Kobuvirus, Salivirus, Cardiovirus,
Rosavirus oraz Cosavirus. Wirusy Coxsackie B podob-
nie jak rinowirusy, wirusy polio oraz wirusy ECHO,
wchodzg w sklad rodzaju Enterovirus (EV), ktory zgod-
nie z kryteriami Miedzynarodowego Komitetu Takso-
nomii Wiruséw (ICTV) zostat podzielony na poszcze-
golne gatunki i typy. CVB zostaly sklasyfikowane jako
gatunek B ludzkich enterowiruséw (HEV-B). Do tej
pory wyodrebnionych zostalo sze$¢ typow wirusow
Coxsackie B tj. od CVB1 do CVBS6 [85].

Wirusy Coxackie B, podobnie jak inni przedsta-
wiciele rodziny Picornaviridae, s3 to mate (okoto 30 nm),

bezostonkowe wirusy o ikosaedralnym ksztalcie kap-
sydu. Materialem genetycznym jest liniowa czasteczka
kwasu rybonukleinowego o dodatniej polarnosci
((+)ssRNA). Genom CVB zbudowany jest z okoto
7400 nukleotydéw i posiada pojedynczg otwartg ramke
odczytu (ORF). ORF podzielona jest na trzy regiony P1,
P2, P3. Region P1 koduje biatka strukturalne kap-
sydu: VP1, VP2, VP3, VP4, natomiast P2 i P3 biatka
niestrukturalne: 2Ar°, 2B, 2C, 3A, 3B, 3Cre, 3Dr
(8,47, 50]. Na konicach genomowego RNA znajduja si¢
regiony, ktore nie ulegajg translacji (NTR). Do konca
5’ jest kowalencyjnie przylaczone bialko VPg, nato-
miast na koncu 3’ znajduje si¢ fragment poliadenylowy
- poli(A). Ponadto, w regionie 5’NTR zlokalizowane
sa dwie jednostki funkcjonalne: struktura liscia koni-
czyny CL oraz wewngtrzne miejsce wigzania rybosomu
typu I (IRES) [26, 47, 50, 82].

Kapsyd CVB tworzy 60 protomerdw, zbudowanych
z trzech biatek powierzchniowych VP1, VP2 i VP3
oraz biatka wewnetrznego VP4. W powierzchni kazdej
trojkatnej sciany utworzonej przez stykajace sie ze soba
monomery wystepuje zaglebienie (okoto 2 nm) nazy-
wane kanionem, ktore bierze udzial w wigzaniu wirusa
do receptoréw komoérkowych gospodarza. Specyficzna
budowa kanionu sprawia, ze jest on mato dostepny dla
przeciwcial, a jednoczesnie jego struktura wptywa na
stabilnos¢ czasteczki wirusowej. Bialka powierzchniowe
kapsydu s3 takze antygenami stymulujacymi odpo-
wiedz swoistych przeciwcial neutralizujacych, jednym
z najbardziej immunogennych jest VP1 [9].

Kapsyd wiruséw Coxsackie B pozbawiony jest
ostonki, co decyduje o jego wigkszej stabilno$ci w orga-
nizmie gospodarza oraz w $rodowisku. W tempera-
turze otoczenia CVB sg niewrazliwe na rozpuszczalniki
lipidowe (np. eter, chloroform, aceton) oraz stabilne
w niejonowych detergentach. Ponadto wykazuja opor-
nos¢ na powszechnie stosowane $rodki dezynfekujace,
w tym 70% etanol i izopropanol. Charakteryzuje je sta-
bilno$¢ w szerokim zakresie pH (3-9), po ekspozycji
na pH < 3.0 nadal zachowujg zakazno$¢. Dodatkowo sa
w stanie przetrwa¢, nawet do kilku tygodni w wodzie
i $ciekach. Wirion CVB zostaje inaktywowany w tem-
peraturze powyzej 56°C oraz poprzez ekspozycje na
promieniowanie ultrafioletowe (UV), podchloryn sodu,

formaldehyd, aldehyd glutarowy [72].

3. Receptory komorkowe i replikacja

CyKkl replikacyjny CVB mozna podzieli¢ na kilka eta-
pow: wigzanie wirusa z komoérka docelowa, wnikanie
materialu genetycznego wirusa do cytoplazmy, trans-
lacja i replikacja materialu genetycznego, skladanie
i uwalnianie potomnych czasteczek wirusa. Translacja,
replikacja oraz sktadanie zachodza na terenie cyto-
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plazmy komorki gospodarza, a ztozone formy wirionu
uwalniane s3 w wyniku lizy komoérki. Proces namna-
zania wiruséw Coxsackie B nie zostal jeszcze w pelni
poznany, wiekszo$¢ dostepnych informacji dotyczy ogol-
nego modelu replikacji enterowiruséw, gléwnie opar-
tego na badaniach nad wirusem polio [8, 26, 30, 48].

Pierwszym etapem procesu namnazania jest pola-
czenie si¢ wirusa z powierzchnig wrazliwej komorki,
a nastepnie wnikniecie do jej wnetrza. Wiazanie czas-
teczki wirusowej do komorki nastepuje w wyniku
oddzialywania pomig¢dzy bialkami powierzchniowymi
wirionu, a receptorami na komorce docelowej. Moz-
liwos$¢ wigzania ze specyficznymi receptorami wyzna-
cza zakres gospodarza i tropizm tkankowy danego
wirusa [3, 47].

Wszystkie typy CVB wiaza si¢ ze specyficznym recep-
torem dla wirusow Coxsackie i adenowirusow (CAR).
CAR to transbfonowa glikoproteina o masie 46 kDa,
ktéra nalezy do nadrodziny immunoglobulin [62]
i rodziny facznikowych czasteczek adhezyjnych (JAM)
[46]. Zbudowana jest z dwdch zewnatrzkomoérkowych
domen immunoglobulinowych D1 i D2, regionu trans-
blonowego TMD i wewnetrznego fragmentu cytoplaz-
matycznego ICD [62, 81]. W procesie wigzania i wnika-
nia materiatu genetycznego wirusa bierze udziat koniec
aminowy domeny D1 [47, 62]. CAR eksprymowany jest
gléwnie na komdrkach epitelialnych, w kluczowych
organach: mdzgu, sercu, plucach, watrobie, jadrach,
trzustce oraz nerkach [81]. Szczegdlnie silnej ekspre-
sji ulega w rozwijajacym si¢ centralnym ukladzie ner-
wowym [14, 53]. Jako molekuta adhezyjna odgrywa
istotng role w regulacji takich proceséw jak wzrost,
réznicowanie si¢ i migracja komorek, nalezy zaznaczy¢
jej szczegdlna role w rozwoju mozgu i serca [67].

CVBI, CVB3 i CVB5 dodatkowo wigzg si¢ z czyn-
nikiem przyspieszajacym rozklad (DAE CD55) bial-
kiem o masie 70 kDa, ktére wystepuje na powierzchni
wiekszosci komdrek. DAF jest jednym z wazniejszych
czynnikéw regulujacych aktywnos¢ dopelniacza [58].
Jego zewnatrzkomoérkowy region zbudowanym jest
z czterech 60 aminokwasowych fragmentéw SCR, row-
niez nazywanych domenami kontrolujacymi dopelniacz
(CCP) [58]. Nie wszystkie szczepy w ramach serotypu
oddzialujg z DAF, kolejne pasaze wirusa w hodowlach
komérkowych moga pomoéc wyselekcjonowac warianty,
ktore posiadaja taka zdolno$¢ [11]. Jednak uwaza sie, ze
samo zwigzanie si¢ wirusa do DAF nie jest wystarczajace
do wnikniecia i litycznego zakazenia komorki [19, 62].
Dodatkowo wymagana jest interakcja z CAR lub innym
receptorem, dlatego DAF uznawany jest za koreceptor
jedynie ufatwiajacy proces zakazania komorek [62].

Opisywane sg takze alternatywne receptory komor-
kowe wykorzystywane przez niektdre warianty CVB.
Mutant szczepu referencyjnego Nancy CVB3, cha-
rakteryzujacy sie zwiekszong wirulencja, jako recep-

tor wykorzystuje glikozaminoglikan na powierzchni
komorki, a dokladniej powtarzajace sie jednostki siar-
czanu heparyny [84].

Receptorem specyficznym dla wielu réznych wiru-
sOw sg integryny, biatka transbtonowe biorgce udziat
w regulacji funkcji komorki zwigzanych z adhezja,
agregacja i migracja. CVBI1 laczy si¢ z integryna avf36.
Zaobserwowano, ze ekspresja tej integryny wplywa
na bardziej wydajna replikacje wirusa w linii ludzkich
komorek epitelialnych wyprowadzonych z nowotworu
jelita grubego [3].

Kolejnym biatkiem, ktére moze petnic role receptora
dla CVB jest nukleolina, wielofunkcyjna fosfoproteina
gtownie zlokalizowana w jaderku, ale takze wystepu-
jaca na powierzchni komorki. Wszystkie typy CVB sa
zdolne do zwigzania nukleoliny w przeciwienstwie do
wirusa polio, ktdry takiej wlasciwosci nie posiada.

Miejscem wigzania si¢ receptora komérkowego z wiru-
sem s3 reszty aminokwasowe umieszczone na dnie
kanionu [47, 64]. W wyniku oddzialywania receptora
z glebszymi warstwami kanionu, dochodzi do usuniecia
reszty lipidowej z kieszonki biatka VP1. Powoduje to
destabilizacje i rozluznienie struktury czgsteczki wirusa,
otwarcie kanalu, przemieszczenie si¢ na zewnatrz
cze$ci aminowej VP1 i uwolnienie VP4. W blonie komor-
kowej zostajg utworzone pory, przez ktdre (+)ssRNA
transportowany jest do cytoplazmy [69]. Mechanizm
wprowadzenia genomu CVB do wnetrza komorki nie
jest do konca poznany. Jedna z teorii zaktada, iz pro-
ces zachodzi na drodze endocytozy zaleznej od kawe-
olin [32], a druga, ze przez makropinocytoze [20, 52].
Endocytoza zalezna od kaweolin polega na utworze-
niu wpuklenia, ktére od strony cytoplazmy stabilizuje
niskoczasteczkowe biatko - kaweolina, a nastepnie two-
rzy si¢ pecherzyk, ktory jest transportowany w okolice
siateczki $rédplazmatycznej (ER) lub aparatu Golgiego
[32]. Na drodze makropinocytozy, zwigzanie CVB
z receptorem prowadzi do polimeryzacji aktyny oraz
silnego sfaldowania blony komoérkowej i utworzenia
duzych pecherzykéw - makropinosomoéw [52]. Ist-
nieja takze doniesienia o internalizacji CVB3 na dro-
dze endocytozy zaleznej od klatryn [19]. W tym typie
endocytozy w powstawaniu pecherzykéw bierze udzial
bialko klatryna, ktdra ulega nagromadzeniu w cytoplaz-
mie w odpowiedzi na polaczenie receptor-ligand [19].
Nastepnie utworzony endosom jest transportowany
wzdluz mikrotubul do aparatu Golgiego [32]. Osta-
tecznie kwas nukleinowy wirusa zostaje uwolniony do
cytoplazmy komorki gospodarza (8, 69].

Kolejnym etapem cyklu replikacyjnego jest synteza
bialek wirusowych. Genom CVB, ze wzgledu na taka
samg polarno$¢ jak informacyjny RNA (mRNA) sta-
nowi bezposrednig matryce w procesie translacji [82].
Podobnie jak komoérkowy mRNA zakonczony jest
ogonkiem poli(A), natomiast nie posiada czapeczki kap,
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ktora poza zabezpieczaniem transkryptu przed degra-
dacja pelni kluczowa role w inicjacji translacji [47].
Material genetyczny wirusa wiaze si¢ z rybosomem
za posrednictwem IRES, ktéry imitujac kap rekrutuje
czynniki inicjujgce, ulegajac kap-niezaleznej translacji
[26, 47, 50, 82]. Produktem jest poliproteina o auto-
katalitycznych wlasciwosciach, ktéra podlega obrobce
proteolitycznej przez wirusowe proteazy: 2A i 3C/3CD
(2Are i 3Cre/3CDP™) [30, 50, 82]. Na poczatkowym eta-
pie 2AP dokonuje cigcia w ukladzie in cis wiazania Tyr-
-Gly na swoim wlasnym koncu aminowym, w wyniku
ktérego od poliproteiny zostaje oddzielony prekursor
P1, kodujacy wszystkie biatka kapsydowe. Dalsze etapy
obrébki potranslacyjnej obejmuja cigcia w uktadzie
in cis i in trans z udziatem 3CP°/3CDP™ [50], co pro-
wadzi do utworzenia bialek strukturalnych VPO, VP1I,
VP3 oraz niestrukturalnych: 2AP°, 2B, 2C, 3A, 3B, 3CP,
3D [47, 69, 82].

Proteazy wirusowe dzialajg takze na transkrypcje
i translacje zachodzace w komorce, hamujagc w ten
sposob synteze bialek gospodarza. Proteaza 2A tnie
czynniki inicjujgce translacje eIF4G, DAP5 oraz biatko
wigzace poli(A) (PABP). 3CP™ unieczynnia czynnik
transkrypcyjny TFIIIC [10, 47, 59].

W procesie obrobki poliproteiny, obok ostatecznych
produktow proteolizy powstaja formy posrednie (2BC,
3AB, 3CD), ktdére odgrywaja znaczaca role w replika-
cji CVB [82]. Biatko 2BC (prekursor bialek 2B i 2C)
taczy sie z blonami, wplywajac na ich przepuszczalnosé,
a tym samym na homeostaze w komorce oraz bierze
udzial w tworzeniu struktur replikacyjnych RO [8,
67]. 3AB kotwiczy kompleks replikacyjny, jednoczes-
nie podnosi aktywnos¢ RNA-zaleznej polimerazy RNA
(RdRp), ponadto stymuluje proteaz¢ 3CD [30, 47]. 3CD
taczac si¢ jednoczesnie z koncem 5’ i 3" powoduje cyr-
kulizacj¢ genomu, wraz z innymi biatkami tworzy kom-
pleks replikacyjny [47]. W cyklu replikacyjnym wirusa
dojrzale biatka niestrukturalne pelnia wiele réznych
funkgji, najwazniejsze z nich przedstawia Tabela I.

Na terenie cytoplazmy komorki gospodarza, réwno-
legle z syntezg bialek, zachodzi proces powielania mate-
rialu genetycznego CVB [47]. Synteza RNA zachodzi

Tabela I
Funkcje biatek niestrukturalnych wiruséw Coxsackie B

Biatko Funkcja
2A proteaza cysteinowa
2B wiroporyna
2C NTPaza
3A biatko wigzgce blone
3B biatko VPg
3C proteaza cysteinowa
3D RNA-zalezna polimeraza RNA (RdRp)

w kompleksach replikacyjnych utworzonych z biatek
niestrukturalnych wirusa oraz przegrupowanych bton
ER i/lub bton aparatu Golgiego [8, 47]. W tworzenie
kompleksow replikacyjnych zaangazowane s takze
czynniki gospodarza, do ktorych nalezg kinaza fosfaty-
dyloinozytolu typu III (PI4KIIIB) [77] oraz biatko wig-
zace oksysterol (OSBP) [4]. Udziat organelli komérko-
wych w tworzeniu kompleksow replikacyjnych wynika
z aktywnosci biatka 2B i wigze si¢ z zaburzeniem home-
ostazy jonowej (uwalnianie jonéw Ca** z ER i aparatu
Golgiego). W replikacje zaangazowane sg wszystkie
biatka niestrukturalne wirusa, a najwazniejsza funk-
cje peini RdRp [10]. Polimeraza wirusowa posiada
dwa typy aktywnosci katalitycznej, katalizuje synteze
komplementarnej nici na matrycy RNA oraz doko-
nuje addycji reszt urydyny do biatka VPg [10]. Proces
urydylacji zachodzi na matrycy poli(A), a czynnikiem
stymulujacym jest struktura spinki do wlosow (cre),
zlokalizowana w sekwencji kodujacej biatko 2C [26].
Urydylowane VPg (VPg-pU(pU)) jest dla RdRp spe-
cyficznym biatkowym starterem syntezy nici zaréwno
o dodatniej jak i ujemnej polarnosci [26, 82]. W pierw-
szej kolejno$ci nastepuje synteza ujemnej nici RNA,
komplementarnej do RNA genomowego [10, 26, 30].
Proces ten wymaga nieuszkodzonej struktury CL na
koncu 5’NTR [26] i prowadzi do utworzenia dwuni-
ciowych, posrednich form replikacyjnych RF (dsRNA)
[10, 82]. Ni¢ ujemna RNA staje si¢ nicig matrycowa,
na ktdrej powstaja liczne kopie genomowego RNA [10,
30]. Nowozsyntetyzowane czgsteczki RNA moga ulega¢
translacji, stanowi¢ matryce do syntezy nici ujemnej
RNA, a czgé¢ z nich staje si¢ genomami potomnych
wirionéw [26]. Wirus kontroluje syntez¢ RNA w taki
sposob, aby zostalo utworzonych okolo 50 razy wiecej
nici dodatnich RNA niz ujemnych [26]. RNA wirusowe
o ujemnej polarnosci wystepuje wylacznie w postaci
dwuniciowej RE, lub jako produkty posrednie replikacji
(RI) [10, 26, 82]. Sekwencja poli (A) na koncu 3’ nici
dodatniej jest syntezowana przez transkrypcje sekwen-
cji poli (U) na koncu 5 nici ujemnej [51].

Kompletny wirion powstaje poprzez polaczenie
materiatu genetycznego i bialek strukturalnych wirusa
[8]. Proces skladania rozpoczyna sig, gdy biatko pre-
kursorowe P1 ulega cigciu przez 3CDP®, nastepnie
tworzy si¢ protomer ztozony z biatek VPO, VP1 i VP3
[50]. W kolejnym kroku pig¢ takich protomerow laczy
sie razem i formuje pentametr [9]. W ostatnim etapie
skladania polaczone 12 pentameréw buduje prokapsyd.
Nowo zsyntetyzowana ni¢ (+)ssRNA ulega enkapsyda-
cji w obrebie prokapsydu, tworzac prowirion [9]. Pro-
ces ten jest na tyle wyspecjalizowany, ze do kapsydu
nastepuje pakowanie tylko nici RNA o dodatniej polar-
nosci [30]. Na wydajno$¢ procesu sktadnia prawdopo-
dobnie wptywa glutation lub proces od niego zalezny
(27, 73]. W trakcie enkapsydacji VPO ulega cieciu do
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VP2 i VP4 [9]. Proces ten nosi nazwe ciecia dojrze-
wajacego i zamyka genom wirusa w stabilnym i doj-
rzalym wirionie [9]. Tworzy si¢ uporzadkowana sie¢
koncéw aminowych bialek kapsydu, ktora stabilizuje
czasteczki wirusowe oraz daje im zdolnos¢ do zakaza-
nia [9]. Wiriony uwalniane sg przez lize komorki [30],
aczkolwiek istnieja badania in vitro wskazujace takze na
przetrwale i niecytolityczne zakazenia wywolane przez
niektére z CVB3 [64], CVB4 [29] i CVB5 [6].

4. Zmienno$¢ genetyczna

Wirusy Coxsackie B, podobnie jak inne RNA
wirusy, charakteryzuja si¢ bardzo duza zmienno$cig
genetyczng, a co za tym idzie wysokim tempem ewolu-
¢ji. Niestabilno$¢ genetyczna enterowirusow, w trakcie
krotkiego cyklu replikacyjnego, daje mozliwos¢ two-
rzenia mutantéw o nowych cechach i wlasciwosciach.
W zakazonym organizmie wystepujg one jako hetero-
genna populacja, ztozona z réznych wariantéw mole-
kularnych (tzw. pseudotypéw) okreslanych jako quasi-
species. Zmieniajace si¢ warunki srodowiska faworyzujg
najlepiej dostosowane mutanty, przez co populacja ta
wykazuje duza dynamike. Presja selekcyjna na roz-
nych etapach zakazenia caly czas sprzyja powstawaniu
nowych wariantéw genetycznych wirusa, o zmienio-
nym tropizmie komoérkowym czy zwigkszonej wiru-
lencji. Gléwnym zrédlem zmiennosci CVB sg mutacje
oraz rekombinacje [30, 54, 60, 67].

Mutacje, czyli bfedy powstajace na skutek niepre-
cyzyjnej replikacji RNA, mozna podzieli¢ na: mutacje
punktowe (zmiana pojedynczej zasady), insercje (wsta-
wienie przynajmniej jednego dodatkowego nukleotydu)
i delecje (utrata od jednego do kilku nukleotydéw).
Wynikaja one z wlasciwosci wirusowej RdRp, ktdra nie
posiada zdolnosci naprawy bledéw powstatych pod-
czas syntezy potomnych nici RNA. Zwigzane jest to
z brakiem domeny 3’-5’ egzonukleazy o wlasciwosciach
korektorskich [30]. U wiruséw Coxsackie B czestosé
powstawania mutacji szacuje si¢ na 10~ do 107 substy-
tucji na nukleotyd [30, 66]. Mutacje zachodza w kaz-
dym miejscu gnomu, ale najbardziej zmienne sg obszary
kodujace biatka strukturalne kapsydu. Liczne bledy
polimerazy moga prowadzi¢ do eliminacji wariantéw
wirusow o niskiej zdolnosci adaptacyjnej (selekcja nega-
tywna) [30]. Przeciwnie, w populacji wiruséw utrwalane
sa takie zmiany, ktore prowadza do zwigkszenia wiru-
lencji oraz dostosowania si¢ do zmieniajacego srodowi-
ska (selekcja pozytywna) [45]. Przykltadowo pojedyncze
mutacje w genie kodujacym biatko VP1 moga spowodo-
wac atenuacje szczepéw CVB3 kardiowirulentnych dla
myszy [23]. Bledy powstate w czasie syntezy nici potom-
nych wplywaja réwniez na cykl replikacyjny wirusa.
Insercje i delecje nukleotydéw w regionie 5’NTR zabu-

rzaja proces translacji [67]. Na wydajno$¢ syntezy RNA
majg wplyw zmiany utrwalone w 3’NTR [51], natomiast
na czestos¢ tworzenia rekombinantéw mutacje w regio-
nie kodujacym RdRp [54].

Obok mutacji, drugim szeroko rozpowszechnionym
mechanizmem determinujagcym zmiennos¢ CVB jest
rekombinacja (rearanzacja) [18, 60]. Proces ten, w obre-
bie enterowiruséw, szczegélowo zostal opisany dla
wirusa polio i w podobny sposéb zachodzi u CVB [54].
Warunkiem rekombinacji jest wystepowanie w zakazo-
nej komoérce dwoch typow wirusa, a jej wynikiem jest
powstanie genomoéw o innej konformacji niz w wiru-
sach rodzicielskich [45, 60]. Ze wzgledu na homologie¢
nici rekombinujgcych mozna ja podzieli¢ na: homo-
logiczng (ogoélng) oraz niehomologiczng (umiejsco-
wiong) [24, 54, 60]. Mozliwe s3 dwa typy mechanizméw
rekombinacji CVB: replikacyjny ,,zmiany matrycy” oraz
niereplikacyjny ,,pekania nici i ponownego przylacze-
nia” [24, 45]. Ponadto, rekombinacja w zaleznosci od
pochodzenia nici rodzicielskich moze by¢: intratypowa
(zachodzi w obrebie jednego typu) [45, 49, 60, 66] oraz
intertypowa (zachodzi pomiedzy ré6znymi typami tego
samego gatunku) [44, 45, 66]. Jak dotad, na postawie
analiz filogenetycznych, nie identyfikowano zdarzen
rekombinacyjnych w regionie kodujagcym genomu CVB
poza gatunkiem HEV-B [45]. Nie obserwowano takze
rekombinacji pomiedzy typami zakazajacymi cztowieka
i zakazajacymi zwierzeta. Wyjatek stanowi wirus cho-
roby pecherzykowej $win (SVDV), ktéry wykazuje 80%
homologii z CVB5.

Dane literaturowe wskazujg, iz reanzacja materialu
genetycznego u wiruséw Coxsackie B najczesciej: jest
typu homologicznego, przebiega wedtug mechanizmu
replikacyjnego ,,zmiany matrycy”, jest intertypowa,
wystepuje w regionach kodujgcych biatka niestruktu-
ralne, powstaje w miejscach genomu wirusa o stabil-
nej strukturze drugorzedowej (m.in. po zreplikowaniu
dwoch nukleotydow UU) [54].

5. Przebieg zakazenia

Wirusy Coxsackie B dostaja si¢ do organizmu
czlowieka droga pokarmowg (fekalno-oralng) i kro-
pelkowa [34, 53, 67]. Pierwotnym miejscem replikacji
s3 blony §luzowe jamy nosowo-gardlowej i jelita cien-
kiego [21]. Wirus przedostajac sie¢ do jelita narazony
jest na niskie pH w zofadku, dzialanie proteaz, zdkci
oraz innych enzyméw wydzielanych do $wiatla ukfadu
pokarmowego [21]. Kolejng bariere stanowi nabto-
nek blony $luzowej jelit, a doktadniej §luz pokrywa-
jacy powierzchnie kosmkéw oraz polaczenia zamy-
kajace (TT) w czgsci szczytowej komorek nablonka jelit
[46]. Polaczenia zamykajace tworza wodoodporne
uszczelnienia miedzy komdrkami, w tych miejscach
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komorki sa cisle do siebie przylaczone gltownie przez
biatka zwane klaudynami [20, 46], ale w procesie tym
biorg udziat takze molekuty adhezyjne typu JAM [46]
np. CAR, bedacy receptorem dla CVB [20, 67]. Poza
TJ, CAR nie jest eksprymowany na szczytowych cze$-
ciach komoérek nablonka jelit, w przeciwienstwie do
DAF, ktdrego ekspresja jest obficie wyrazona. Jednak
zwigzanie z DAF nie jest warunkiem wystarczajacym
do zakazenia komorki, dlatego uwaza sie, Ze proces
przekraczania bariery sluzéwkowej nastepuje w TJ
[20]. Na modelu wirusa polio wykazano, ze entero-
wirusy moga wykorzystywa¢ komérki M, jako wrota
zakazenia. Miejscem replikacji sg kepki Peyera oraz
migdatki, w przypadku zakazen gornych drog oddecho-
wych [63]. Nastepnie dochodzi do zasiedlenia okolicz-
nych weztéw chtonnych, zaleznie od miejsca replikacji
szyjnych lub krezkowych [54]. Wirus przedostaje sie
do krwioobiegu wywolujac pierwotng wiremie, ta faza
zakazenia jest najczesciej bezobjawowa i zwykle zostaje
zahamowana pod wplywem wrodzonej, a nastgpnie
nabytej odpowiedzi immunologicznej [15, 54]. Jednak
w niewielkim odsetku przypadkéw wirus rozprzestrze-
nia sie po organizmie, przedostajac si¢ do centralnego
ukladu nerwowego, watroby, pluc czy serca [15, 41, 54].
Temu etapowi zakazenia towarzyszy wtérna wiremia,
charakteryzujgca sie¢ wysokim mianem wirusa. CVB
wykazuja powinowactwo do wielu tkanek i narzadow
takich jak mozg, rdzen kregowy, serce, trzustka, skora,
pluca, watroba [59, 81]. Do cze¢sto zakazanych komo-
rek naleza: neurony [28], kardiomiocyty [43] oraz
komorki B wysp trzustkowych [37, 55]. Jednak pier-
wotnym miejscem replikacji CVB sa blony sluzowe
jelit i jamy nosowo-gardlowej [15, 21, 53]. To skon-
kretyzowane umiejscowienie zakazenia w organizmie
czlowieka wiaze sie ze sposobem rozprzestrzeniania sie
wirusa w populacji [7]. Niezaleznie od przebiegu zaka-
zenia (bezobjawowe, skapo-objawowe, pelnoobjawowe)
wirus intensywnie namnaza si¢ w §luzdéwkach osiggajac
wysokie miano w wydzielinach [21, 34]. Liczbe cza-
stek zakaznych enterowiruséw szacuje si¢ na 10°-107
w 1 gramie kalu osoby zakazonej. Dlugi czas wydala-
nia wirusa sprzyja powszechnemu rozprzestrzenieniu.
Wynosi on przecigtnie 2-4 tygodnie [15], ale moze by¢
dluzszy niz 11 tygodni, a u 0s6b z niedoborami immu-
nologicznymi moze trwa¢ latami. Wsréd oséb zaka-
zonych wirusem polio znane sa przypadki wydalania
wirusa po zakazeniu od 10 miesi¢cy do 28 lat [53].

6. Patogeneza

Zakazenia CVB, nawet w 90% przypadkow, maja
charakter bezobjawowy lub skgpo-objawowy [15]. Od
2 do 10 dni po przedostaniu si¢ wirusa do organizmu
dochodzi do rozwoju choroby goraczkowej o charak-

terze samoograniczajacym sie, ktora trwa 3-4 dni [15,
41, 57]. Do najczestszych objawow naleza: goraczka,
béle glowy, brzucha, gardla, migéni, zte samopoczucie,
niekiedy nudnosci i wymioty [21, 35, 59]. W rzad-
kich przypadkach dochodzi do zaj¢cia jednego lub
kilku organéw poza miejscem pierwotnej replikacji
[35]. Przebieg zakazenia moze zaleze¢ od wieku, plci
i statusu immunologicznego. Szczegdlnie narazone na
wystapienie ciezkich postaci klinicznych oraz dlugo-
trwatych powiklan sg osoby z obnizong odpornoscia
[15] oraz noworodki [2, 41] i niemowleta [41].

Wirusy Coxsackie B charakteryzuja si¢ pantropiz-
mem, czyli powinowactwem do wielu narzadow i tka-
nek [41, 52]. Ta wlasciwo$¢ powoduje, ze sg czynni-
kiem etiologicznym szerokiego wachlarza choréb [2].
Poszczegdlne typy CVB moga wywolywac rézne cho-
roby, a te same choroby mogg by¢ wywolywane przez
rozne typy [41]. CVB zakaza wigkszo$¢ ukladéw narza-
dowych w organizmie cztowieka:

o centralny uklad nerwowy: zapalenie opon mézgowo-
-rdzeniowych (zomr), zapalenie mézgu, ostre pora-
zenie wiotkie (AFP);

o uklad pokarmowy: zapalenie trzustki, zapalenie
watroby, niezyt zotadkowo-jelitowy, herpangina;

« uklad oddechowy: zapalenie gérnych i dolnych
drég oddechowych, w tym zapalenie ptuc;

« uklad sercowo naczyniowy: zapalenie migsnia ser-
cowego, zapalenie osierdzia;

o skora: choroba dtoni, stép i jamy ustnej (HFMD),
choroby wysypkowe;

« migénie: pleurodynia (nagminne zapalenie mie$ni,
choroba bornholmska).

Do najciezszych w przebiegu zalicza si¢ zachorowa-
nia u noworodkéw w pierwszym tygodniu Zycia, zwia-
zane z transmisjg wirusa przez tozysko. Choroba przy-
pomina posocznice bakteryjng i moze by¢ powiktana
zapaleniem mig$nia sercowego, piorunujacym zapale-
niem watroby, rozsianym wykrzepianiem wewnatrz-
naczyniowym, zomr, zapaleniem opon i mézgu oraz
zapaleniem pluc [2, 12, 41, 49, 57].

CVB uwaza si¢ za czynnik etiologiczny chordb prze-
wleklych, niekiedy o podtozu autoimmunologicznym
m.in. kardiomiopatii, przewleklego zaciskajacego zapa-
lenia osierdzia, cukrzycy typu 1, miastenii, pierwotnego
zespolu Sjogrena, zespolu chronicznego zmeczenia,
przewleklego klebuszkowego zapalenia i niewydolnosci
nerek, choroby Stilla czy reumatoidalnego zapalenia sta-
wow (7, 16, 35, 37, 43, 56, 65, 67, 70, 71, 74].

Wirusy Coxsackie B, podobnie jak inne enterowi-
rusy, wywoluja aseptyczne zapalenie opon-moézgowo
rdzeniowych, ktére nalezy do czestych zakazen OUN
[25, 63]. Diagnozowane jest ono w kazdej grupie wie-
kowej (u noworodkow, niemowlat, dzieci i dorostych)
[2, 41, 53, 63], przy czym najciezej choruja nowo-
rodki [28]. Zakazenie manifestuje si¢ typowymi obja-
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wami klinicznymi dla zapalenia opon (sztywnos¢
karku) oraz bolem glowy, goraczka, wymiotami [63,
75]. Symptomy te zwykle ustepuja bez nastepstw
neurologicznych [41, 75]. Inaczej jest w przypadku
zapalenia mozgu, ktére wystepuje znacznie rzadziej, ale
zwigzane jest z cigzkim przebiegiem (zajecie miagzszu
mozgu i rdzenia kregowego) [53, 63] oraz powiklaniami
m.in. miastenig, ktéra manifestuje si¢ zaburzeniami
nerwowo-mie$niowymi [71].

CVB wykazuja takze szczegdélne powinowactwo do
ludzkich kardiomiocytdw, przez co stanowig gléwng
przyczyng wirusowego zapalenia migsnia sercowego
(MC) [7, 23, 30, 65]. MC dotyczy przewaznie noworod-
kéw, niemowlgt oraz 0sob w wieku 20-40 lat [44, 53].
W kardiologii schorzenie to jest jednym z najtrudniej-
szych do zdiagnozowania [59]. Na poczatkowym etapie
moze przebiega¢ zupelnie bezobjawowo [67], nastep-
nie pojawia si¢ goraczka, dusznos¢, skrocenie oddechu,
ostry bol w klatce piersiowej, a nawet zaburzenie rytmu
serca [7, 44, 65]. Zakazenie prowadzi do reakgji zapal-
nej, w wyniku ktérej moga zosta¢ bezposrednio uszko-
dzone tkanki i komorki migsnia sercowego [30, 65].
Wykazano, ze patologiczne zmiany zachodzace w mies-
niu sercowym zwigzane sg z dzialaniem wirusowej pro-
teazy 2A, ktdra tnie dystrofine, bialko faczace szkielet
aktynowy z kompleksem biatek btonowych (DAP)
[43, 47]. Dystrofina stabilizuje blone komoérkowa
oraz wplywa na jej przepuszczalno$¢, potwierdzono,
ze rozwoj zakazenia CVB jest skorelowany z obnize-
niem poziomu tego wtasnie biatka w komorkach serca
[43]. Zwigkszenie przepuszczalnoéci blony, zwigzane
z cieciem dystrofiny przez 2AP°, moze odgrywac role
w uwalnianiu wirusa z kardiomiocytu [43]. W wyniku
namnazania si¢ wirusa w komdrkach miesnia serco-
wego uruchomiona zostaje nieswoista odpowiedz
immunologiczna [43]. Wydzielane zostaja cytokiny
prozapalne, w tym interferon typu gamma (IFN-y)
[65], ktory z kolei warunkuje wytwarzanie tlenku azotu
(NO) [83]. Na modelach zwierzecych wykazano, ze
ciagla ekspozycja komorek na wysokie stezenie NO
ma dziatanie cytotoksyczne prowadzace do uszkodzen
[83]. Komorki prezentujace antygen fagocytuja uwol-
nione czgsteczki wirusa i bialka serca, co prowadzi do
rozwoju odpowiedzi swoistej skierowanej przeciwko
wiasnym biatkom, tworzg si¢ autoprzeciwciala sercowe
mogace prowadzi¢ do znacznych uszkodzen serca [65].
Zapalenie mie$nia sercowego u dorostych oséb moze
przebiega¢ bez komplikacji, a gdy wirus zostanie wyeli-
minowany pacjenci samoistnie zdrowieja [53]. Nie-
mniej zdarzaja si¢ przypadki zachorowan, w ktérych
konieczne jest wykonanie przeszczepu serca [21, 35].
Do mozliwych powiklan zakazen serca o etiologii CVB
nalezy kardiomiopatia rozstrzeniowa, ktdra rozwija sie
w trakcie procesu naprawczego po eliminacji wirusa
z mie$nia sercowego [7, 59, 65, 67].

Juz w latach 50. XX wieku Dalldorf opisywat tro-
pizm CVB do trzustki w eksperymencie na oseskach
mysich. U ludzi, zapalenie trzustki o podlozu CVB, po
raz pierwszy zostato opisane w 1958 roku u noworodka
z posocznicg. Liczne badania wykazaly, ze wirusy te
stanowig czynnik etiologiczny ostrego, nawracajacego
lub przewleklego zapalenia trzustki oraz cukrzycy
typu 1 [17, 56]. Choroby trzustki sa szczegdlnie niebez-
pieczne u dzieci, poniewaz wigzg sie ciezkim przebie-
giem, a nawet $miercig [37]. Do symptomdw schorzenia
naleza m.in. silny bol brzucha promieniujacy do plecow,
nudnosci, wymioty oraz podwyzszony poziom enzy-
moéw trzustkowych w surowicy (lipazy i amylazy) [17].
Zapalenie trzustki prowadzi do uszkodzenia komoérek
zewnatrzwydzielniczych i wynika z blednej aktywacji
enzymow trawiennych narzadu [80]. Zakazenie trzustki
przewaznie ulega samoograniczeniu, lecz w 10-15%
przypadkéw prowadzi do niewydolnosci wielonarzado-
wej [17, 80]. CVB moga przetrwale zakaza¢ komorki B
trzustki, czyli komorki, ktére wytwarzajg insuline [56].
Wykazujg one silng ekspresje CAR, ktéry w przypadku
tych komorek, jest glownie zlokalizowany w blonach
pecherzykow wydzielniczych [38, 55]. W nastepstwie
zakazenia zostaje zakt6cone prawidlowe funkcjonowa-
nie komorek B lub ich trwate uszkodzenie, co moze pro-
wadzi¢ do rozwoju cukrzycy typu 1 [37, 70]. Dodatko-
wym czynnikiem rozwoju choroby jest aktywacja, pod
wplywem zakazenia, produkcji autoprzeciwciat skiero-
wanych przeciwko insulinie (IAA) lub dekarboksylazie
kwasu glutaminowego [55, 56]. Dokladny mechanizm
rozwoju cukrzycy pod wpltywem zakazenia nie zostal
jeszcze w pelni poznany [37, 70].

Po przeniknieciu przez tozysko CVB moga uszka-
dza¢ zaréwno zarodek jak i ptéd, powodujac poronienia
albo prowadzi¢ do wystapienia powaznych wad rozwo-
jowych, najczedciej sa to wady serca [28, 57, 67]. Zaob-
serwowano takze duza korelacje miedzy serokonwersja
matki w czasie cigzy, a rozwojem cukrzycy u dziecka
[57]. Szczegolnie narazone na ciezkie choroby oraz
diugotrwate powikiania s3 noworodki i niemowleta,
u ktorych doszto do transmisji CVB przez fozysko pod
koniec trwania cigzy lub w trakcie porodu [12, 25, 57].
Dlatego tez kobiety ciezarne powinny unika¢ kontaktu
z osobami chorymi, a w momencie podejrzenia zaka-
zenia korzystne jest przedluzanie cigzy, dajace szanse
plodowi na nabycie przeciwcial neutralizujacych od
matki [2, 53]. U dzieci ponizej pierwszego roku zycia
antygeny CVB identyfikowane sa w réznych typach
komorek: neuronach, kardiomiocytach, hepatocytach,
komorkach kanalikéw nerkowych, komoérkach p wysp
trzustkowych, komorkach nadnerczy, komérkach na-
blonka pecherzykéw pluc, pecherzykowych komor-
kach dendrytycznych sledziony [12, 14, 53]. Zakazenie
wrodzone czesto przyjmuje posta¢ 0goélng (posocznica
noworodkowa) i przebiega z zajeciem kilku narzadow
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[2, 53]. Objawy chorobowe rozwijaja si¢ w dwoch pierw-
szych tygodniach Zycia dziecka [2, 12, 14] i s to najczes-
ciej: zapalenie miesnia sercowego, ci¢zkie zaburzenia
w funkcjonowaniu watroby, niewydolno$¢ oddechowa,
niewydolno$¢ nerek, zaburzenia neurorozwojowe, aryt-
mia, ciezkie stany zapalne i uszkodzenia trzustki [2, 12,
28, 41, 67]. Uogdlnione zakazenie noworodkéw moze
takze by¢ powiklane aseptycznym zapaleniem opon
mozgowo-rdzeniowych i zapaleniem moézgu, prowa-
dzacym do trwatego uposledzenia umystowego [2, 67,
28]. Sr6dmigzszowe zapalenia ptuc u noworodkéw,
o etiologii CVB, jest zwigzane z rozwojem nadcisnienia
plucnego i wysoka $miertelnoscig pacjentow [2, 28].

7. Epidemiologia

Wirusy Coxsackie B majg charakter kosmopoli-
tyczny, sa jednymi z najczesciej wykrywanych entero-
wiruséw na calym $wiecie [5], przy czym typy CVB2,
CVB3, CVB4 i CVB5 oznaczane s3 znacznie czesciej niz
CVB1iCVBe6 [41, 42, 56, 63]. W klimacie tropikalnym
i subtropikalnym zachorowania wywolane CVB wyste-
puja przez caly rok, natomiast w klimacie umiarkowa-
nym obserwuje si¢ wzrost zapadalnosci w okresie letnio-
-jesiennym [21, 41, 53]. Krazenie wirusa w populacji
moze przyja¢ charakter endemiczny, wtedy zachoro-
wania wystepuja sporadycznie, na podobnym pozio-
mie przez wiele lat lub charakter epidemiczny zwigzany
z ogniskami zachorowan na danym obszarze pojawia-
jacymi sie cyklicznie co kilka lat [25, 42].

Czestos¢ wystepowania przeciwcial przeciwko CVB
jest wysoka w populacji ludzkiej, zalezy od typu wirusa
Coxsackie oraz od przedziatlu wiekowego grupy badanej
iwynosi od 30 do 80% [67]. Zakazeniu moze ulec kazda
osoba wrazliwa niezaleznie od wieku, lecz najbardziej
narazone s3 dzieci ponizej 10 roku Zycia [5, 53]. Typ
objawdw Kklinicznych wystepuje z inng czesto$cig w rdz-
nych grupach wiekowych np.: zakazenia centralnego
ukladu nerwowego dotycza gléwnie dzieci w wieku
5-15 lat, zapalenia mig¢$nia sercowego z najwigksza
czesto$cig wystepuja w grupie 20-40 latkow, natomiast
zakazenia ciezkie oraz uogélnione u noworodkow i nie-
mowlat [12, 44, 53]. Zwigkszona podatno$¢ na ciezkie
zachorowania u dzieci ponizej pierwszego roku zycia
wynika z ich niedostatecznie dojrzalego ukladu odpor-
nosciowego. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku
noworodkéw, ktore nie otrzymaty matczynych prze-
ciwciala neutralizujacych wirusa [14, 53]. Objawy kli-
niczne oraz nasilenie choroby uwarunkowane sg takze
wrodzonymi lub nabytymi niedoborami odpornosci.
Ponadto, cechami predysponujacymi do zachorowania
jest pte¢ meska i wezesniactwo [2].

Zachorowania o etiologii CVB1 wystepuja rzadko
i najczesciej przyjmuja epidemiczny wzor krazenia ze

wzrostami aktywnosci co kilka lat, w nieregularnych
odstepach czasowych [18, 42]. Wiekszo$¢ z zakazen
o etiologii CVB1 ma charakter skapo-objawowy [18].
Ten typ wirusa Coxsackie jest najczesciej wigzany
z ogniskami zachorowan na zomr [25] oraz pleurodynie
[42]. Przewaznie jest wykrywany u dzieci ponizej pierw-
szego roku zycia, najczesciej w materiale pobranym
z drég oddechowych [42]. Wigzany jest takze z typem
posocznicy noworodkowej, z piorunujacym zapaleniem
watroby z koagulopatia, ktéra przebiega podobnie jak
przy zakazeniu wirusem ECHOL11, w przeciwienstwie
do posocznicy powiklanej zapaleniem mdzgu i migsnia
sercowego charakterystycznej dla CVB2, CVB3 i CVB5
[18, 42, 49]. Zakazenie CVBI jest jednym z gtéwnych
czynnikéw ryzyka rozwoju cukrzycy typu 1 [18, 56].

CVB2 charakteryzuje endemiczny typ krazenia
w populacji ze zmienng skalg zachorowan z roku na
rok [42]. Istnieja takze doniesienia o ogniskach zacho-
rowan wywotanych tym typem, ale s3 one rzadko odno-
towywane. Najczedciej jest przyczyng zomr, zapalenia
miesnia sercowego i posocznicy u noworodkéw i nie-
mowlat [25, 35, 41, 42]. Grupa najmiodszych pacjen-
tow ponizej pierwszego roku zycia stanowi az 60%
wérdéd osoéb z potwierdzong etiologia CVB2. Wirus
najczesciej jest wykrywany w plynie moézgowo-rdznio-
wym (pmr) [25, 42].

CVB3 cechuje epidemiczny typ krazenia w popu-
lacji w zréznicowanych interwatach czasowych [42].
Jest on najczesciej przyczyng zapalenia mie$nia serco-
wego, zomr, posocznicy, zapalenia opon mézgowych
i mézgu u oséb z niedoborami odpornosci, herpan-
giny i chorob wysypkowych [12, 30, 41, 42, 44, 57,
59]. Obserwowano ogniska zachorowan wywolywane
tym typem, powigzane z przypadkami zapalen miesnia
sercowego oraz wzrostem zachorowan u niemowlat
i noworodkéw z charakterystyczng herpanging [42].
Najczesciej jest identyfikowany u dzieci ponizej pierw-
szego roku zycia, gléwnie w materiale pobranym z drég
oddechowych [42]. Zachorowania o etiologii CVB3
u noworodkéw cechuje cigzki przebieg i wysoka $mier-
telno$¢ 30-50% [44].

CVB4 charakteryzuje endemiczny typ krazenia,
tylko w jednostkowych przypadkach odnotowywane
sa ogniska zachorowan [42]. Zachorowania o etio-
logii CVB4 wiaza si¢ gtéwnie z goraczka i wysypka,
objawami ze strony ukfadu oddechowego, zapaleniem
opon mozgowo-rdzeniowych, zapaleniem mozgu,
zapaleniem serca oraz posocznicg noworodkowy [7,
14, 41, 42]. Zakazenie dotyczy gtéwnie malych dzieci,
a materialem, w ktérym najczesciej wykrywa sie CVB4
jest pmr [12, 42]. Zakazenia cechuje bardzo wyrazna
sezonowos¢ ze wzrostem odnotowywanych przypad-
kow w okresie lato-jesien [42]. Z tym typem wirusa
Coxsackie B wigze si¢ bardzo wysoka $miertelnos¢,
jedna z najwyzszych wsérdd enterowirusow [14, 42].
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CVBS jest jednym z najczeséciej identyfikowanych
enterowirusow [42, 49, 66]. Wykazuje on wyrazny
epidemiczny wzor krazenia, z regularnym wzrostem
zachorowan co 3-6 lat, trwajacych najczesciej jeden
sezon. W latach epidemicznych czesto wystepuja liczne
ogniska zachorowan na zomr [42, 63, 66, 75]. Dodat-
kowo CVB5 wywoluje zapalenie miesnia sercowego,
posocznice, zapalenie opon i mozgu, ostre porazenia
wiotkie, ktérym moze towarzyszy¢ HFMD i herpan-
gina [12, 41, 42, 49, 66]. Zakazenie CVB5 uwaza sig, za
czynnik predysponujgcy do rozwoju cukrzycy typu 1
[42]. Zachorowania dotycza gléwnie matych dzieci,
wirus wykrywany jest najcze$ciej w pmr. Podobnie
jak w przypadku CVB1 i CVB4 obserwuje si¢ wyrazng
sezonowo$¢ zachorowan, szczyt przypada w okresie
letnio-jesiennym [25, 42].

Najrzadziej wykrywanym typem jest CVB6, najczes-
ciej powoduje sporadyczne przypadki zachorowan.
Poziom przeciwcial przeciwko temu typowi utrzymuje
sie na niskim poziomie w populacji [42, 63].

Wirusy Coxsackie B czgsto izolowano ze $ciekow, wy-
krywano je takze w wodach powierzchniowych, grun-
towych i wodzie pitnej. Mozliwo$¢ przenoszenia CVB,
podobnie jak innych enterowiruséw, przez wode sta-
nowi szczegdlne zagrozenie dla krajow rozwijajacych sie
z niedostatecznym poziomem higieny, ztymi warunkami
sanitarnymi i brakiem dostepu do nieskazonej wody.
Chociaz udowodnienie wodopochodnego zakazenia jest
trudne, biorgc pod uwage okres inkubaciji, szybkie wtérne
rozprzestrzenianie si¢ w populacji oraz niejednorodnos¢
objawdw, to jednak takie potwierdzenie uzyskano dla
kilku ognisk zwigzanych z zakazeniami CVB [53].

8. Diagnostyka i mozliwosci terapeutyczne

Choroby wywolywane przez CVB, nie s3 charakte-
rystyczne tylko dla tej grupy wiruséw, moga by¢ row-
niez spowodowane zakazeniem innym enterowirusem,
dlatego tez nie stosuje si¢ diagnostyki kierunkowej dla
CVB. Celem badania laboratoryjnego jest, na pierw-
szym etapie, ustalenie czy czynnikiem etiologicznym
choroby jest enterowirus, dopiero dalsze oznaczenia
pozwalaja na identyfikacje typu wirusa [34]. Wstepnym
etapem badan diagnostycznych jest pobranie materiatu
od pacjenta, rodzaj probki uzalezniony jest od rozpo-
znania. Zalecane jest jak najszybsze pobranie materiatu,
najlepiej z miejsca objetego chorobg (Tab. II).

W zaleznosci od rozpoznania do diagnostyki w kie-
runku enterowiruséw uzywany jest roznego rodzaju
material kliniczny: kal, ptyn moézgowo-rdzeniowy,
wymaz z odbytu, wymaz z gardla i nosogardla, ptyn
z pecherzykow skornych, popluczyny oskrzelowo-
-pecherzykowe (BALF), wymaz z oka, mocz, zamro-
zona lub utrwalona w formalinie tkanka, krew, surowica
iosocze 2,5, 34, 39, 53]. W przypadku powszechnych
dla CVB neuroinfekgji (zapalenia opon mdzgowo-rdze-
niowych) najlepszym materialem diagnostycznym jest
pmr, gdyz detekcja wirusa jednoznacznie potwierdza
etiologie zakazenia [34, 78]. W przypadku zakazen
OUN identyfikacja wirusa w kale i probkach z ukfadu
oddechowego jest pomocna w diagnostyce, ale nie okre-
$la ostatecznie przyczyny choroby [34]. W zakazeniach
gornych i dolnych drég oddechowych, odpowiednimi
materialami klinicznymi sg kal oraz wymaz z gardla,
niemniej identyfikacja wirusa nie potwierdza jedno-

Tabela II
Rekomendowane materialy kliniczne do diagnostyki w kierunku enterowiruséw w zaleznosci od rozpoznania [41]

Rozpoznanie Typ materiatu klinicznego*

Wskazania diagnostyczne

Zapalenie opon i mézgu/
zapalenie opon mézgowo-
-rdzeniowych

pmr, kat i prébka z drég odde-
chowych, ewentualnie krew

W przypadku zapalent opon mézgowo-rdzeniowych materiat genetyczny
wirusa jest wykrywany w wiekszosci probek pmr, lecz nie zawsze

u pacjentow z zapaleniem mozgu. Dzigki przediuzonej obecnosci wirusa
w kale i wydzielinach z uktadu oddechowego jest on tatwo wykrywany,
lecz jego detekcja nie potwierdza ostatecznie etiologii choroby.

Posocznica noworodkowa

pmr, kal, krew i probka z drég
oddechowych

W zakazeniach uogélnionych miano wirusa moze by¢ wyzsze we krwi
niz w pmr; wskazana jest jednoczesna diagnostyka w kierunku ludzkiego
parechowirusa.

Ostre porazenie wiotkie/
zapalenie rdzenia

probka z drog oddechowych,
pmr, kal i krew

W wigkszoéci przypadkow porazen wiotkich material genetyczny wirusa
jest wykrywany w pmr, chociaz u niektérych pacjentow moze wystepowac

mie$nia sercowego

kregowego tylko w prébkach z ukladu oddechowego i/lub kale.
HFMD/ Wysypka plyn z pecherzykéw wysyp- | Wirus o wysokim mianie wystepuje w plynie z pecherzykow
kowych, probka z drog odde- | wysypkowych.
chowych i/lub kat
Choroby ukladu probka z drég oddechowych, | Material genetyczny wirusa zazwyczaj wykrywany jest w wymazach
oddechowego kat z gardla i aspiratach z jamy nosowo-gardfowej. Zalecane jest jednoczesne
wykonanie diagnostyki w kierunku ludzkiego rinowirusa.
Zapalenie kal, prébka z uktadu oddecho- | Biopsja serca moze zosta¢ wykorzystana do potwierdzenia diagnozy.

wego, biopsja serca i/lub krew

Wskazane jest wykonanie typowania wirusa.

* — Zalecany typ materialu do badan oznaczono pogrubiong czcionka.
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znacznie etiologii zakazenia [7]. Pobieranie probek katu
jest polecane do typowania wirusa, bez wzgledu na cha-
rakter symptoméw klinicznych, gdyz osoby zakazone
wydalaja z kalem duze ilo$ci wirusa (10°-107 czastek na
1 gram katu) przez dlugi czas po ustgpieniu objawdw
($rednio 2-4 tygodnie) [15].

Standardowa diagnostyka laboratoryjna zakazen
CVB, podobnie jak innych EV, polega na detekcji mate-
riatu genetycznego wirusa w probkach klinicznych przy
uzyciu technik biologii molekularnej. Dodatkowo do
dalszej charakterystyki patogenu stosuje si¢ izolacje
w hodowlach komoérkowych, typowanie metodami
molekularnymi lub przy uzyciu surowic neutralizu-
jacych. Mniej popularne s3 metody serologiczne ze
wzgledu na niska czuto$¢ i specyficznos¢ [34].

Diagnostyka enterowiruséw przez wiele lat opierata
sie na izolacji w hodowlach komoérkowych, a nastepnie
ich identyfikacji w tescie neutralizacji z wzorcowymi
surowicami Lim Benyesh-Melnick. Izolacja wiruséw
dlugo stanowila ,ztoty standard” Obecnie metoda
ta najczesciej stuzy do badan referencyjnych, nauko-
wych oraz epidemiologicznych, dostarczajac informa-
cji o typach klinicznych i srodowiskowych krazacych
w populacji [34]. Ponadto moze by¢ takze uzywana do
wykrywania zakazen mieszanych oraz oceny dzialania
lekéw przeciwwirusowych [34]. Wirusy Coxsackie B
izolowane sg w liniach komdrkowych, wyprowadzo-
nych zaréwno ze zwierzecych jak i ludzkich tkanek.
Dobrze namnazajg si¢ w komorkach nerki malpiej
oraz ludzkich liniach nowotworowych takich jak: A549,
HeLa, Hep-2, HT-29 i RD [6, 29, 64].

Trudnosci w izolacji niektdrych wariantéw wirusoéw
w hodowlach komoérkowych doprowadzito do opraco-
wania nowych metod diagnostycznych, opartych na
technikach biologii molekularnej [5, 39]. Wykrywanie
materialu genetycznego EV, bezposrednio w bada-
nym materiale klinicznym, oparte jest na tanncuchowej
reakcji polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR)
[34]. Obecnie w celach diagnostycznych EV uzywa
sie rézne odmiany reakcji PCR: RT-PCR w czasie rze-
czywistym (rtRT-PCR) [78], multiplex-RT-PCR [13]
oraz wewnetrzny (zagniezdzony) RT-PCR (nRT-PCR)
[39]. W podstawowym tescie diagnostycznym, reakcji
amplifikacji podlega wysoko konserwatywny region
5’NTR. Test ten charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia,
swoistoscig oraz krétkim czasem realizacji. Umozliwia
on takze wykrywanie materialu genetycznego warian-
tow wirusow, ktére nie namnazaja si¢ w hodowlach
komorkowych [34].

Typowanie CVB przebiega z uzyciem metod mole-
kularnych i jest mozliwe dzigki zastosowaniu techniki
PCR polaczonej z sekwencjonowaniem [39]. Reak-
cja sekwencjonowania moze obejmowac caly genom
wirusa lub region kodujacy bialka strukturalne kap-
sydu, zwlaszcza VP1 [34]. Obecnie typowanie mole-

kularne EV uwaza sie za standardowag metode (tzw.
zloty standard) [34]. Stuzy ona do celéw epidemiolo-
gicznych, grupowania, genotypowania, identyfikacji
zdarzen rekombinacyjnych oraz pojawiania si¢ nowych
rekombinantow i wariantéw EV [5, 34, 39].

Uzyskanie wyniku badan potwierdzajacego etio-
patogeneze CVB, nie wigze sie z przyczynowa terapia
zakazenia, ze wzgledu na brak preparatéw dziataja-
cych selektywnie na wirusa [1, 2, 76, 79]. W ciezkich
przypadkach zachorowan konieczna jest hospitaliza-
cja chorego i wdrozenie leczenia objawowego, a nawet
dzialan podtrzymujacych zycie [2, 14, 35]. Korzystny
wplyw moze przynies¢ podawanie pacjentowi dozyl-
nych preparatéw ludzkiej immunoglobuliny (IVIG), ale
ta metoda leczenia nie zostala jednoznacznie potwier-
dzona [2, 67]. Lepsze zrozumienie patogenezy zakaze-
nia CVB stanowi podstawe opracowania terapii prze-
ciwwirusowej i strategii ochronnej. Gléwnym zadaniem
nowych substancji terapeutycznych jest selektywne
oddzialywanie na wirusa lub niezbedne do replikacji
wirusa czynniki gospodarza (Tab. III).

Najbardziej obiecujacymi zwigzkami w terapii zaka-
zen enterowirusami, w tym CVB, sg inhibitory wigzania
kapsydu wirusa z receptorem komoérkowym [1, 64]. Do
tej grupy nalezy pleconaril, pirodavir, vapendavir, poca-
pavir [1, 2, 8]. Substancje te taczg sie z hydrofobowym
zaglebieniem w kapsydzie, tym samym zapobiegajac
polaczeniu z receptorem [2]. Jak dotad zadna z tych
substancji nie zostala zarejestrowana do leczenia, ale
przeprowadzono obiecujace badania klinicznie z uzy-
ciem pleconarilu na grupie noworodkéw z zakaze-
niem ogdlnoustrojowym o etiologii enterowirusowe;j.
Uzyskane wyniki daja nadzieje na skuteczna terapie
i zmniejszenie §miertelnosci w tej grupie chorych [2].
Do kapsydu wirusa wigzg si¢ takze pochodne benze-
nosulfonamidowe [1]. Zwiazki te tacz si¢ z kieszenia
w kapsydzie w zaglebieniu bialek VP1 i VP3, przez co
hamujg proces uwalniania materialu genetycznego
wirusa do cytoplazmy komorki gospodarza [1]. Tego
typu zwiazki wydaja si¢ mie¢ szeroki zakres dzialania
ijest nadzieja, ze znajda zastosowanie w terapii zakazen
wywolywanych nie tylko przez enterowirusy, ale takze
rinowirusy [1]. Innym rodzajem substancji przeciw-
wirusowych sg rozpuszczalne receptory, ktore konku-
rencyjnie wiagzac czasteczki wirusa, przeciwdzialaja
zakazeniu komorki. Tego typu zwiazkiem jest fuzyjne
biatko sCAR-Fc, zbudowane z zewnatrzkomorkowej
domeny CAR i fragmentu ludzkiej immunoglobuliny
typu G (IgG) [61]. Badania in vitro wykazaly wysoka
aktywnos$¢ przeciwwirusowg sCAR-Fc wzgledem
wszystkich szczepow referencyjnych dla kazdego z szes-
ciu typow CVB, ale takze duzg skutecznos¢ w stosunku
do izolatow klinicznych [61].

Do innej grupy zwiazkéw nalezg inhibitory prote-
azy 3C. Oddzialuja one z aktywnym miejscem enzymu,
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Tabela III
Substancje oddziatujace z wirusami Coxsackie B [1, 4, 8, 31, 33, 40, 48, 61, 64, 68, 73, 76, 77, 79]

Cel Mechanizm dzialania

Substancja czynna

Kapsyd
komorkowego

Zaburzenie etapu przylaczania wirusa do receptora

o Pleconaril i jego analog
o Pocapavir (V-073)

« sSCAR-Fc

« Pirodavir

o Vapendavir

3Crr Hamowanie procesu potranslacyjnej obrobki poliproteiny | o Rupintrivir i jego analog AG7404
3Dpe! Hamowanie procesu replikacji genomu wirusa » Gemcytabina

 Rybawiryna

o Amiloryd
2C Hamowanie procesu replikacji genomu wirusa o Fluoksetyna

« Dibucaina

« Pirlindole

« Formoterol

o Zuklopentyksol
Czynniki Ukierunkowane na HSP90, inhibicja obrébki  Geldanamycyna i jej analog 17-AAG
gospodarza | proteolitycznej regionu P1 genomu

Ukierunkowane na PI4KB, inhibicja replikacji wirusa

¢ Enviroxime
« GW5074

« PIK93

« BF738735

Ukierunkowane na OSBP, inhibicja replikacji wirusa

« Itrakonazol
e OSW-1

sktadania kapsydu

Ukierunkowane na glutation, inhibicja procesu

« Butionino-sulfoksymina
« TP219

Oznaczenia: HSP90 - biatko szoku cieplnego 90; PI4K - kinaza4-fosfatydyloinozytolu; OSBP - biatko wigzace oksysterol.

przez co hamuja potranslacyjng obrobke poliproteiny.
Opracowanie inhibitoréw 3C jest zwigzane z synteza
ztozonych czasteczek peptydomimetycznych np. rupin-
triviru i jego analogu AG7404. Pozytywnym aspektem
zastosowania tego typu zwigzkow w terapii jest ich
szeroki zakres dziatania nie tylko na enterowirusy, ale
takze na rinowirusy. [8, 48]

Kolejng strategia w terapii antywirusowej jest hamo-
wanie wirusowej polimerazy 3Dpol. Analogi nukleozy-
dow (gemcytabina, rybawiryna) oraz inhibitor nienu-
kleozydowy (amiloryd) wplywaja na zahamowanie
procesu replikacji [8, 48]. Moga one zosta¢ wlaczone
do genomu wirusa, prowadzac do terminacji syntezy
nowopowstajacego tancucha nukleotydowego [40] lub
oddzialywa¢ z polimerazg (amiloryd) zwiekszajac jej
czesto$¢ bledow [48]. Zwiazki wykazujace aktywnosé
wobec polimerazy 3Dpol uzywane sg w terapiach innych
schorzen. Mianowicie gamcytabina to lek przeciwnowo-
tworowy stosowany w chemioterapii réznych nowotwo-
réw [40]. Rybawiryna stosowana jest w terapii przeciw
RNA wirusom, takim jak wirus zapalenia watroby typu
C oraz wirus RS (RSV), a amiloryd to diuretyk [31, 40].

Do kolejnej grupy potencjalnych lekéw przeciw-
wirusowych nalezg inhibitory bialka enzymatycznego
wirusa 2C. Hamujg one proces replikacji materialu
genetycznego wirusa, chociaz dokladny mechanizm ich
dzialania nie jest poznany. Inhibitorem 2C jest m.in.

lek przeciwdepresyjny fluoksetyna (Prozac), dibucaina
stosowana do miejscowych znieczulen oraz lek prze-
ciwdepresyjny pirlindole. [8, 33,76]

Wysoki wskaznik mutacji RNA wiruséw wplywa na
szybkie pojawianie sie wariantéw opornych na dziatanie
substancji aktywnych. Dlatego tez ro$nie zainteresowa-
nie opracowywaniem lekéw przeciwwirusowych celuja-
cych w czynniki gospodarza, ktore sa kluczowe w repli-
kacji wirusa [8]. Zaburzenie procesu replikacji mozna
uzyska¢ poprzez ukierunkowana aktywnos¢ inhibito-
réw wobec czynnikéw gospodarza biorgcych udzial
w tworzeniu struktury replikacyjnej RO tj. PI4KB oraz
OSBP [4, 77]. OSBP jest blokowany przez lek prze-
ciwgrzybiczy itrakonazol [8] oraz naturalny zwigzek
przeciwnowotworowy OSW-1 [4]. Inhibitory PI4KB
(Enviroxime; GW5074; PIK93) wykazuja szerokie spek-
trum dziatania, lecz ich stosowanie wigze si¢ wysta-
pieniem dzialan niepozadanych [8, 77]. Inhibitory
czynnikow gospodarza mogg takze prowadzi¢ do zaha-
mowania procesu skladania czasteczek potomnych
wirusa [8]. Przyktadem takich substancji sg geldana-
mycyna [8], butionino-sulfoksymina [68] i TP219 [73].
Geldanamycyna oddziatuje z biatkiem szoku ciepl-
nego (HSP90), ktdre bierze udzial w cigciu proteiny P1
przez proteaze 3CD na VPO, VP11 VP3 [50], natomiast
butionino-sulfoksymina [68] wplywa na poziom glu-
tationu w organizmie, podobnie jak TP219 [73], ktore
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kowalencyjnie taczy si¢ z tym peptydem [27]. Gluta-
tion to tripeptyd, w ktorego sktad wchodzi glutamina,
cysteina i glicyna, bierze on udzial w stabilizacji pen-
tametrow budujgcych prokapsyd [27, 68].

Jak dotad zadna z opisanych powyzej substancji
nie zostala zatwierdzona do stosowania w terapii zaka-
zen CVB. Nie ma takze dostepnej szczepionki prze-
ciwko CVB. W trakcie badan klinicznych sg obiecu-
jace prototypowe szczepionki zapobiegajace zakaze-
niom CVB3 [36] oraz CVB1 [37], ktére w modelach
zwierzecych ograniczajg rozwodj cukrzycy typu 1.
Zakazeniom CVB nie mozna calkowicie zapobiec, ale
nalezy pamietad, ze transmisja CVB zachodzi gléwnie
drogg fekalno-oralng. Dlatego tez przestrzeganie zasad
higieny, czeste i dokltadne mycie rak zmniejsza ryzyko
zakazenia [2, 25].

9. Podsumowanie

Wirusy Coxsackie B to jedne z najczesciej wykry-
wanych enterowiruséw na catym s$wiecie. Wywo-
tuja szeroki wachlarz choréb od fagodnych niezytow
zoladkowo-jelitowych, do czgsto cigzkich w przebiegu
zapalen mie$nia sercowego, watroby, trzustki, opon
mozgowo-rdzeniowych, mézgu oraz ostrych porazen
wiotkich. Z zakazeniami CVB zwigzany jest réwniez
rozwdj chordb chronicznych: kardiomiopatii, cukrzycy
typu 1 oraz zespolu chronicznego zmeczenia. Szeroki
wachlarz jednostek chorobowych jakie wywotuja zwia-
zany jest z pantropizmem tych wiruséw, czyli z mozli-
woscig zakazania roznych tkanek i organdw. Poznanie
mechanizméw wnikania, patogenezy oraz interakcji
z bialkami gospodarza jest tematem zainteresowania
wielu badaczy. Miejmy nadzieje, ze kolejne odkrycia
i poszerzenie wiedzy w zakresie CVB pozwola na sku-
teczng kontrole zakazen i zapobieganie ciezkim, jak
réwniez chronicznym postaciom choroby, oraz rozsze-
rzg mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne.
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Streszczenie: Candida auris jest nowym patogenem grzybiczym, ktorego znaczenie kliniczne systematycznie wzrasta na przestrzeni ostatnich
lat. Najwazniejsze aspekty dotyczace zagrozen zwigzanych z tym gatunkiem dotycza szybkiego rozprzestrzeniania si¢ C. auris w skali glo-
balnej i wysokiego potencjatu epidemicznego, zdolnosci utrzymywania si¢ w srodowisku szpitalnym, ktorg umozliwia, m.in.: opornoé¢ na
$rodki dezynfekcyjne, transmisja horyzontalna, mozliwa dlugotrwala kolonizacja organizmu pacjenta, zdolno$¢ do wywolywania zakazen
inwazyjnych; trudnosci zwigzane z laboratoryjna identyfikacja oparta na konwencjonalnych testach biochemicznych, wieloantybiotyko-
opornos¢ oraz konieczno$¢ wdrazania restrykcyjnych i kosztownych strategii kontroli i prewencji zakazen w przypadku izolacji tego droz-
dzaka. Praca przegladowa opisuje powyzsze problemy w oparciu o wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach, celem podsumowania
obecnego stanu wiedzy na temat tego drobnoustroju.

1. Wprowadzenie. 2. Candida auris - charakterystyka gatunku. 2.1. Epidemiologia Candida auris. 2.2. Wirulencja Candida auris.
2.2.1. Zmienno$¢ morfologiczna. 2.2.2. Wytwarzanie enzymow litycznych. 2.2.3. Adaptacja do stresogennych warunkéw $rodowiskowych.
2.2.4. Tworzenie biofilmu. 2.3. Oporno$¢ Candida auris na leki przeciwgrzybicze. 3. Kolonizacja a zakazenie. 4. Laboratoryjna diagnostyka
Candida auris. 4.1. Identyfikacja gatunku Candida auris. 4.2. Ocena antybiotykowrazliwosci C. auris. 4.3. Rekomendowany algorytm poste-
powania diagnostycznego. 5. Leczenie zakazen wywotywanych przez Candida auris. 6. Zalecane dzialania prewencyjne. 7. Podsumowanie

CANDIDA AURIS: WHAT DO WE KNOW
ABOUT THE MOST ENIGMATIC PATHOGEN OF THE 215" CENTURY?

Abstract: Candida auris is a new fungal pathogen whose clinical significance has dramatically increased within recent years. Major issues
related to this species include its rapid global spread and high epidemic potential, resilience and persistence in the hospital environment
favoured by its resistance against certain disinfectants, horizontal transmission; possibility of persistent colonization, challenging labora-
tory identification based on conventional biochemical methods, multidrug resistance as well as the need for implementation of restrictive
and expensive prevention and control measures. This review raises the above mentioned issues and compiles recent findings regarding
this microorganism.

1. Introduction. 2. Candida auris — characterization of the species. 2.1. Epidemiology of Candida auris. 2.2. Candida auris virulence.
2.2.1. Morphologic variability. 2.2.2. Production of lytic enzymes. 2.2.3. Adaptation to environmental stress conditions. 2.2.4. Biofilm
production. 2.3. Resistance of Candida auris to antifungal agents. 3. Colonization vs. infection. 4. Laboratory diagnosis of Candida auris.
4.1. Identification of Candida auris species. 4.2. Determination of Candida auris antifungal susceptibility profile. 4.3. Recommended
algorithm of the diagnostic proceedings. 5. Treatment of Candida auris infections. 6. Recommended preventive measures. 7. Summary

Stowa kluczowe: Candida auris, wirulencja, wieloantybiotykoopornos¢, diagnostyka, leczenie

Key words:

Candida auris, virulence, multidrug resistance, diagnosis, treatment

1. Wprowadzenie

Zakazenia grzybicze stanowia narastajacy problem
wspolczesnej medycyny [34]. Mimo, iz drobnoustroje
nalezace do rodzaju Candida stanowig wazny sktadnik
ludzkiego mykobiomu, kolonizujac powierzchnig skory
i bton $luzowych, m.in., uktadu oddechowego, pokar-
mowego i moczowego, s3 one jednocze$nie wiodacymi
patogenami zwigzanymi z zakazeniami szpitalnymi

o etiologii grzybiczej, i czwartg, co do czestosci wyste-
powania, przyczyna wszystkich zakazen zwigzanych ze
srodowiskiem szpitalnym [2, 34]. Zmianie z komensal-
nego do inwazyjnego trybu Zycia tych drobnoustrojow
sprzyja przede wszystkim osfabienie sprawnosci ukladu
immunologicznego organizmu gospodarza [2, 94].
Kliniczne objawy zakazen drozdzakami z rodzaju
Candida s réznorodne i moga przyjmowac zar6wno
postac zakazen powierzchniowych, obejmujacych skore
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i blony sluzowe, jak i inwazyjnych, przebiegajacych pod
postacia zakazen narzagdowych i kandydemii [2, 34].
W skali globalnej, rocznie raportowanych jest okolo
400 000 przypadkéw kandydemii, wywolywanych przez
ten rodzaj grzybdw, zas $miertelno$¢ zwigzana z ich
przebiegiem przekracza 40% [34].

Coraz czgstsze wystepowanie zakazen wywolywa-
nych przez Candida spp. mozna wigzaé ze stosowa-
niem szerokozakresowych antybiotykéw, wykonywa-
niem inwazyjnych procedur medycznych oraz z rosnaca
populacjg osob znajdujgcych sie w stanie immunosu-
presji i krytycznie chorych, w przypadku ktérych, zaka-
zenia o etiologii Candida spp. stanowig gtéwng przy-
czyne zachorowalnosci i $miertelnosci [27].

Co wiecej, inwazyjne zakazenia grzybicze, w tym
zakazenia wywolywane przez drozdzaki z rodzaju
Candida, stanowig obecnie jedno z kluczowych po-
wiklan COVID-19 u pacjentéw hospitalizowanych.
Pomimo zaburzen immunologicznych notowanych
w przebiegu COVID-19, nie stwierdzano znaczacych
defektéw w funkcjonowaniu komoérek immunologicz-
nie czynnych, takich jak neutrofile i monocyty/makro-
fagi, odgrywajacych kluczowy rolg w przebiegu odpo-
wiedzi immunologicznej wobec Candida spp. [2].
Uznano, ze do istotnych czynnikéw ryzyka zwigza-
nych z tymi zakazeniami naleza: dtugotrwala (>7 dni)
hospitalizacja na oddziale intensywnej terapii (OIT),
mechaniczna wentylacja (sprzyja kolonizacji drég
oddechowych przez grzyby), monitorowanie hemo-
dynamiczne, stosowanie centralnych wktu¢ dozylnych,
wczesniejsza antybiotykoterapia, stosowanie korty-
kosteroidow (2, 52, 59, 77, 78, 93]. Nierozwigzang pozo-
staje kwestia, czy nadkazenie Candida spp. w przebiegu
COVID-19 skutkuje wigksza $miertelnoscig, czy pozo-
staje ono jedynie wyznacznikiem ciezkiego przebiegu
zakazenia wirusowego, co czyni koniecznym konty-
nuowanibadan epidemiologicznych, by oceni¢ zna-
czenie inwazyjnej kandydozy u pacjentéw zakazonych
koronawirusem [2].

Mimo, iz C. albicans pozostaje wiodacym gatunkiem
z rodzaju Candida odpowiedzialnym za zakazenia,
notowane jest takze rosnace kliniczne znaczenie gatun-
koéw okreslanych jako nomn-albicans Candida, w tym
C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis i C. krusei. Uwaza
sie, ze jest to w duzej mierze spowodowane profi-
laktycznym stosowaniem lekéw przeciwgrzybiczych
u pacjentéw wysokiego ryzyka. Gatunki Candida non-
-albicans majy potencjal do wywolywania zakazen
inwazyjnych, w tym kandydemii. S3 one réwniez nie-
rzadko przyczyng niepowodzen terapeutycznych, wyni-
kajacych z naturalnej opornosci na leki przeciwgrzy-
bicze i/lub szybko nabywanej antybiotykoopornosci.
Szczegolnie niepokojacy jest stwierdzony w ostatnich
latach trend rosnacej opornosci na flukonazol wsrod
szczepow C. parapsilosis i C. tropicalis 2, 27].

Etiologia zakazen wywolywanych przez Candida
spp. ulegla zmianie w 2009 roku, kiedy po raz pierwszy
opisano w pi$miennictwie medycznym nowy gatunek
- Candida auris. Jego znaczenie kliniczne systematycz-
nie wzrasta w ostatnich latach, czego dowodem jest
uznanie C. auris za jedno z najwiekszych zagrozen dla
zdrowia publicznego [33].

Przypadki inwazyjnych zakazen C. auris o charak-
terze ognisk epidemicznych i wysokiej $miertelnosci,
notowane u pacjentéw z COVID-19 leczonych na OIT,
dodatkowo wzbudzajg uzasadniony niepokdj [24, 31,
70, 51, 75, 77, 93]. Oprécz wymienionych wyzej czyn-
nikéw ryzyka predysponujacych do nadkazen grzybi-
czych w tej grupie chorych, Prestel i wsp. [75] zwrdcili
uwage na uzywanie przez personel medyczny, zwlasz-
cza w pierwszym okresie pandemii COVID-19, wielu
warstw $rodkéw ochrony osobistej oraz noszenie
ich przez cala zmiane¢ (rekawiczki, fartuchy, okulary
ochronne, maseczki ochronne N95, czepki, ochrania-
cze na buty), niewlasciwe mycie i dezynfekcje sprzetu
medycznego oraz uchybienia w przestrzeganiu obowig-
zujacych procedur dotyczacych higieny rak.

C. auris, ze wzgledu na zdolnos¢ do przezycia na
powierzchniach nieozywionych i kontaminacji srodowi-
ska szpitalnego oraz, co odréznia ten gatunek od innych
grzybow — wysoki potencjal j transmisji w srodowisku
i horyzontalnej (pomigdzy pacjentami) [52] - moze
z fatwoscia rozprzestrzeniac si¢ w tych warunkach [75].
Efektywna transmisja tego drozdzaka pomiedzy ludzmi
pozostaje wyjatkowa w poréwnaniu z innymi przedsta-
wicielami rodzaju Candida. Kandydoza jest zazwyczaj
wywolywana przez gatunki stanowigce w warunkach
tizjologicznych sktadnik ludzkiego mikrobiomu, a cze-
stym zZrédtem zakazenia jest przewdd pokarmowry.
C. auris nie jest jednak w stanie efektywnie kolonizowa¢
ukladu pokarmowego, czego prawdopodobnym wytlu-
maczeniem jest staby wzrost tego gatunku w warun-
kach beztlenowych w jelicie grubym [73]. Co wiecej,
jest to tez jedyny poznany dotychczas gatunek grzyba,
mogacy wykazywac naturalng oporno$¢ na trzy gtéwne
grupy lekow przeciwgrzybiczych stosowane w praktyce
klinicznej: azole, polieny oraz na echinokandyny [45].
Analiza profiléw antybiotykowrazliwoéci izolatow
C. auris pochodzacych z réznych czesci swiata wyka-
zala, ze niemal w 40% s3 to szczepy wieloantybiotyko-
oporne (ang. multidrug resistant MDR), w tym szcze-
golnie czesto stwierdzana jest oporno$¢ na flukonazol
(90%) i amfoterycyne B (30-40%). Dodatkowo, szczepy
oporne na flukonazol, czesto wykazuja wysokie wartosci
MIC (ang. minimal inhibitory concentration) dla wori-
konazolu i innych azoli nowej generacji, co przemawia
za brakiem skutecznosci tej grupy lekéw. Opornosé
na echinokandyny wykazuje 5-10% izolatéw C. auris
[1, 28]. Zdarzaja si¢ takze szczepy oporne na wszystkie
dostepne obecnie leki przeciwgrzybicze, co sprawia, ze
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$miertelno$¢ w przebiegu zakazen wywolanych przez
C. auris siega nawet 60% [95].

Podsumowujac, najwazniejsze aspekty dotyczace
zagrozen zwiazanych z C. auris dotycza [1, 27, 28]:

o szybkiego rozprzestrzeniania si¢ szczepow tego
gatunku w skali globalnej,

« wysokiego potencjatu epidemicznego i zdolnosci
utrzymywania si¢ w Srodowisku szpitalnym, ktdrg
umozliwia, m.in., opornos¢ na srodki dezyn-
fekcyjne (np. czwartorzedowe zwigzki amoniowe
i aktywne wzgledem powierzchni zwiazki katio-
nowe),

« transmisja horyzontalna,

o kontaminacja i dtugotrwate (do 2 tygodni) utrzy-
mywanie si¢ na powierzchniach nieozywionych

« mozliwa dlugotrwata (nawet > 1 roku) kolonizacja
pacjenta,

+ zdolnos¢ do wywolywania zakazen inwazyjnych
(np. fungemia)

o trudnosci zwigzane z laboratoryjng identyfikacja
opartg na reakcjach biochemicznych

« wieloantybiotykoopornos¢,

o konieczno$¢ wdrazania restrykcyjnych i kosztow-
nych strategii kontroli i prewencji zakazen w przy-
padku izolacji C. auris.

2. Candida auris - charakterystyka gatunku

C. auris nalezy do gromady Ascomycota i klasy Sac-
charomycetes. Genom gatunku jest haploidalny. Gene-
tyczna analiza poréwnawcza wykazala pokrewienstwo
pomiedzy C. auris, a kladem C. haemulonii, obejmuja-
cym gatunki o sporadycznie stwierdzanym znaczeniu
klinicznym i czestej wieloantybiotykoopornosci. Iden-
tyczno$¢ nukleotydowa osiaga poziom 88% pomiedzy
genomem C. auris, a genomami drozdzakow nalezacych
do wymienionego kladu i reprezentujacych gatunki:
C. haemulonii, C. duobushaemulonii i C. pseudohae-
mulonii [72]. Kladem spokrewnionym z powyzsza
grupa gatunkow jest C. lusitaniae. Genetyczne pokre-
wienstwo C. auris ze znacznie czgsciej izolowanymi od
ludzi gatunkami, takimi jak C. albicans, C. glabrata jest
duzo bardziej odlegle [4, 72]. Niemniej jednak, C. auris,
podobnie jak C.albicans, jest gatunkiem zaliczanym
do kladu CTG, w ktérym kodon CTG ulega translacji
na seryne, a nie na leucyne [25]. W genomie C. auris
wykryto ortologi genéw obecnych w genomie C. albi-
cans, ktérych produkty determinuja grzybicza zdolnos¢
do adaptacji do organizmu gospodarza i inwazji, w tym
oligopeptydowe biatka transportujace, wydzielnicze
proteazy, wlaczajac enzymy SAP (ang. secreted aspartic
proteases), transferazy mannozylowe, czy geny zwigzane
z tworzeniem biofilmu. Chattergee i wsp. [17] zidentyfi-
kowali biatka transportujace, stanowiace determinanty

wieloantybiotykoopornosci poprzez ich role wyrzucie
(ang. efflux) lekdéw z komdrek grzybiczych, a ich zwigk-
szona ekspresja moze ttumaczy¢ niska naturalng wraz-
liwo$¢ tego gatunku na leki przeciwgrzybicze. Bialka te
nalezg do rodzin ABC (ang. ATP binding cassette) i MFS
(ang. major facilitator superfamily). Punkty uchwytu
dla poszczegdlnych grup lekéw przeciwgrzybiczych
sa konserwatywne u C.auris, wlaczajac demetylaze
14alfa lanosterolu/ERG11 (miejsce uchwytu azoli),
syntaze beta-1,3-glukanu/FKS1 (miejsce uchwytu echi-
nokandyn), transferaz¢ fosforybozylo-uracylu/FURI1
(miejsce uchwytu flucytozyny). Mutacje punktowe
zwigzane z antybiotykoopornoscig u innych gatunkow
Candida spp. wykrywane sg w wielu klinicznych izo-
latach C. auris i zwigzane s3 z genetycznymi kladami.
Niedawno zidentyfikowano mutacje w genie ERG11
(Y132F1K143R) C. auris, ktére prowadza do zwigkszo-
nej opornosci na flukonazol [72]. Analiza poréwnaw-
cza genomow reprezentujacych cztery klady C. auris
oraz trzech spokrewnionych gatunkéw nalezacych do
kladu C. haemulonii, mapowanie wewnatrz- i mie-
dzygatunkowych rearanzacji genetycznych w obrebie
7 chromosomoéw, wykazaly, m.in., rozszerzony zakres
biafek transportujacych i lipaz, mogacych mie¢ zwiazek
z wirulencjg C. auris oraz mutacje i obecno$¢ warian-
tow z rozng liczbg kopii genu ERG11. Analiza ekspresji
gendw pozwolila na identyfikacje transporteréw i meta-
bolicznych regulatoréw specyficznych dla C. auris oraz
konserwatywnych w odniesieniu do spokrewnionych
gatunkow, co moze z kolei mie¢ zwigzek z réznicami
dotyczacymi odpowiedzi na leczenie przeciwgrzybicze
w obrebie tego kladu [72].

2.1. Epidemiologia Candida auris

Gatunek C. auris (Yac. auris — ucho) zostal po raz
pierwszy wyizolowany w Japonii, z wydzieliny kanatu
ucha zewnetrznego w przebiegu stanu zapalnego
u 70-letniej pacjentki hospitalizowanej w tokijskim
szpitalu [84].

Kolejne publikacje zwigzane z opisem zakazen wywo-
tanych przez C. auris dotyczyly przypadkéw zapalenia
ucha $rodkowego w Korei [60] oraz szpitalnej kandy-
demii w Korei Poludniowej [66], Indiach [16, 20, 22],
poludniowej Afryce [71], Kuwejcie [35] i Wenezueli
[14]. Pierwsze ognisko epidemiczne C. auris w Euro-
pie pojawilo sie w 2015 roku w londynskim szpitalu
kardiochirurgicznym [86], wkrétce potem w szpitalu
w Hiszpanii [44]. Ogniska epidemiczne wywotane przez
C. auris i opisane dotychczas w piSémiennictwie zostaly
zebrane i wymienione w pracy przegladowej autorstwa
Desaubeuaux i wsp. [33] z 2022 roku. Warto przy tym
zaznaczy¢, ze jedynie w Portugalii, Irlandii oraz krajach
skandynawskich (z wyjatkiem Norwegii) sposrod kra-
jow zachodnioeuropejskich nie pojawily sie dotychczas
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Ryc. 1. Wystepowanie C. auris na swiecie (oznaczone kolorem niebieskim)

Zr6dto: CDC [https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/tracking-c-auris.html] sprawdzone: 27.09.2022.

informacje na temat izolacji C. auris. Krajem o najwiek-
szej jak dotad liczbie potwierdzonych lub prawdopo-
dobnych przypadkéw zakazen (n=1157) i kolonizacji
(n=>3043) C. auris pozostaja Stany Zjednoczone [33].

Rycina 1 przedstawia dane opublikowane przez ame-
rykanskie Centrum ds. Kontroli i Zapobiegania Choro-
bom (ang. Center for Disease Control and Prevention,
CDC) na temat wystepowania C. auris na $wiecie (aktu-
alne na dzien 15 lutego 2022 r.). Od tej daty mapa nie jest
aktualizowana, ze wzgledu na ogromne rozpowszech-
nienie wystepowania tego drobnoustroju [https://www.
cdc.gov/fungal/candida-auris/tracking-c-auris.html].

W raporcie CDC z 2019 roku, gatunek C.auris
zostal zaliczony do najwigkszych zagrozen zwiagza-
nych z antybiotykoopornoscig drobnoustrojéow wraz
z paleczkami Enterobacterales i Acinetobacter bau-
mannii opornymi na karbapenemy, Clostridioides
difficile i Neisseria gonorrhoeae. C. auris przewyzsza
w tym wzgledzie tak istotne klinicznie patogeny, jak
pateczki Enterobacterales wytwarzajace beta-laktamazy
typu ESBL (ang. extended spectrum beta-lactamases),
metycylinooporne szczepy Staphylococcus aureus (ang.
methicillin resistant Staphylococcus aureus, MRSA), czy
wieloantybiotykooporne szczepy Pseudomonas aerugi-
nosa [https://www.cdc.gov/drugresistance/pdf/threats-
-report/2019-ar-threats-report-508.pdf].

Poczatkowe trudnosci zwigzane z identyfikacja
C. auris zainspirowaly badaczy do wykonania badan
retrospektywnych wsréd dostepnych kolekeji szcze-
pow grzybiczych. Re-analiza ponad 20000 izolowa-
nych z zakazen inwazyjnych szczepéw Candida spp.
pochodzacych z czterech kontynentéw i wyizolowanych

w latach 1997-2016 (badanie SENTRY), pozwolita na
identyfikacje zaledwie 6 szczepow C. auris, z najwczes-
niejsza izolacja w 2009 roku [74]. Najstarszy znany izolat
C. auris pochodzi z 1996 roku. Byl on czynnikiem etiolo-
gicznym kandydemii u pacjenta pediatrycznego w Korei
Poludniowej [66]. Dane te wskazujg, ze coraz czestsze
wykrywanie C.auris w $rodowisku szpitalnym ma
najprawdopodobniej zwigzek z jego niedawnym poja-
wieniem si¢ w populacji, nie wynika za$ bezposrednio
z usprawnienia postepowania diagnostycznego i iden-
tyfikacji laboratoryjnej [https://www.ecdc.europa.eu/
en/publications-data/rapid-risk-assessment-candida-
auris-outbreak-healthcare-facilities-northern-italy].
Pochodzenie C.auris oraz ustalenie niszy ekolo-
gicznej, z ktdrej sie wywodzi, nadal pozostaje niewyjas-
nione. Wyniki sekwencjonowania genoméw izolatow
wyhodowanych od 54 zakazonych pacjentéw z Paki-
stanu, Indii, poludniowej Afryki, Wenezueli i Japonii
na przetomie lat 2012-2015, wskazuja na niemalze
réwnoczesne i niezalezne pojawienie si¢ odmiennych
klonalnych populacji tego drozdzaka na trzech konty-
nentach. Fakt, ze izolaty pochodzace z poludniowej,
wschodniej Azji, poludniowej Ameryki i potudnio-
wej Afryki roznily sie miedzy soba ogromna liczba
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw, wyka-
zujac jednoczesnie minimalng genetyczng réznorod-
no$¢ w obrebie danego regionu geograficznego, czyni
powyzsza hipotezg¢ wysoce prawdopodobng. Mimo, ze
przyczyny tego zjawiska pozostaja niejasne, pojawienie
sie nowej lub rosnacej presji selekcyjnej obecnej w $ro-
dowisku, w organizmach ludzi lub zwierzat powinno
by¢ wziete pod uwage w sposob szczegélny [68]. Udziat
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czynnikéw antropogeniczych, w tym stosowanie azoli
w lecznictwie i rolnictwie nalezy do najczesciej sugero-
wanych przykltadow powyzszej presji selekcyjnej [23].
Pojawiaja sie opinie poddajace w watpliwos¢ stosowanie
lekéw azolowych jako bezposredniego wytlumaczenia
ekspansji tego drobnoustroju, biorac pod uwage jego
nagle pojawienie sie w réznych czesciach $wiata. Casa-
devall i wsp. [15] zaproponowali teze, faczaca globalne
ocieplenie klimatu ze zdolnos$cig niektdrych grzybow,
bytujacych naturalnie w $rodowisku, do rozwoju ter-
micznej tolerancji i adaptacji do temperatury ciata
czlowieka, ze wzgledu na malejacy gradient pomiedzy
temperaturg otoczenia a $rednig temperaturg ciata ssa-
kéw, mozliwe zwigzane z tym procesem (np. w wyniku
wyzszego poziomu promieniowania UV) mutacje
genetyczne, czy nawet nabycie pewnych cech warun-
kujgcych wirulencje poprzez transfer DNA od innych
patogennych dla ludzi gatunkéw Candida w kontekscie
zmieniajacych si¢ nisz ekologicznych. Autorzy ci suge-
rujg, ze C. auris moze by¢ grzybem pochodzenia $rodo-
wiskowego, w tym saprofitem roslin. O jego niedawno
nabytej termotolerancji moze $wiadczy¢ preferencyjna
kolonizacja powierzchni skory (nie za$ charakteryzuja-
cego sie wyzsza temperatura $wiatla jelita) oraz poczat-
kowo stwierdzany zwigzek z zakazeniem ucha (ktérego
temperatura jest nizsza niz wewnatrz ciala). W proce-
sie domniemanej adaptacji mozliwy jest takze udziat
gospodarza posredniego - ptakow — biorgc pod uwage
zdolno$¢ C. auris do wzrostu w temperaturze 42°C.
Ptaki mogg mie¢ udzial w transmisji C. auris z ekosys-
temow Srodowiskowych do obszaréw wiejskich, gdzie
ludzie i ptaki pozostaja w bliskim kontakcie, a nastepnie
do miast, w tym do $rodowiska szpitalnego. Niedawna
izolacja C. auris ze srodowiska, obejmujgca zaréwno
izolaty wrazliwe, jak i wieloantybiotykooporne na jed-
nej z plaz na wyspach Andaman (Indie), stanowi pierw-
sze naukowe potwierdzenie istnienia $rodowiskowej
niszy (morski ekosystem) dla tego gatunku, bedac jed-
noczesnie wsparciem dla wspomnianej wyzej hipotezy,
taczacej proces globalnego ocieplenia z pojawieniem sie
tego drobnoustroju w ludzkiej populacji [4].

Do tej pory zidentyfikowano 5 genetycznie odmien-
nych kladoéw C. auris, [19, 33]. Cztery z nich (klad I-IV)
s3 ze soba w duzym stopniu spokrewnione genetycznie
(98,7% sredniej identycznosci par nukleotydow) [72]:

« klad I, potudniowo-azjatycki, obejmujacy szczepy

wykryte w Indiach i Pakistanie,

« klad II, wschodnio-azjatycki, obejmujacy szczepy

wykryte w Japonii i Korei

o klad III, poludniowo-afrykanski, obejmujacy

szczepy wykryte w poludniowej Afryce,

o klad IV, poludniowo-amerykanski, obejmujacy

szczepy wykryte w Kolumbii i Wenezueli,

o klad V, wykryty w 2019 roku w Iranie, u 14-letniej

pacjentki z otomykozg, ktéra nigdy nie podrdzo-

wala za granice; szczep roznit si¢ od pozostalych
kladéw >200000 polimorfizmdéw pojedynczych
nukleotydéw [18].

W niektorych krajach (m.in., w Kanadzie, Kenii,
Stanach Zjednoczonych, Niemczech, Wielkiej Brytanii)
zidentyfikowano izolaty nalezace do réznych kladow,
co wskazuje na filogeograficzne ich ,wymieszanie si¢”,
wynikajace z przemieszczania si¢ ludzi, w tym oséb
majacych wezedniejszy kontakt z osrodkami leczni-
czymi [11, 19, 49]. Wszystkie klady, z wyjatkiem II,
faczono juz z ogniskami epidemicznymi zakazen inwa-
zyjnych. Klad II wydaje si¢ wykazywa¢ tendencje do
wywolywania zakazen ucha [19].

Chow i wsp. [19] wysungli teze o globalnym kon-
tekscie filogeografii C. auris, struktury populacyjnej
i mechanizméw zwigzanych z opornoscia tego droz-
dzaka na leki przeciwgrzybicze. Ustalono, ze pochodze-
nie kazdego z czterech analizowanych (lata 2004-2018)
kladéw C. auris nie przekracza ostatnich 360 lat, za$
epidemiczne grupy szczepow nalezgce do kladow I, I11
i IV pojawily si¢ najprawdopodobniej 36-38 lat temu.
Informacja ta zbiega si¢ w czasie (lata 80. XX wieku)
z rozpoczeciem stosowania azoli w lecznictwie, rolnic-
twie (fungicydy, ktére moga ulega¢ akumulacji w gle-
bie) oraz poczatkiem epidemii AIDS, ktéra doprowa-
dzita do zwiekszonego stosowania lekow przeciwgrzy-
biczych w przebiegu towarzyszacych rozwojowi AIDS
nadkazen grzybiczych.

2.2. Wirulencja Candida auris

Rozwdj zakazenia grzybiczego uwarunkowany jest
zaréwno charakterystycznym dla danego szczepu po-
tencjalem patogennym zwigzanym z wytwarzaniem
czynnikéw wirulencji, jak i zdolno$cig organizmu
gospodarza do kontroli nad wzrostem potencjalnego
patogenu [102].

C. auris wykazuje szereg przystosowan warunkuja-
cych adaptacje zaréwno do nisz $srodowiskowych, jak
i obecnych w organizmie gospodarza, co wplywa jed-
nocze$nie na potencjal patogenny tego gatunku. Prze-
prowadzone do tej pory badania nad wirulencja C. auris
obejmowaly rézne modele, poczawszy od badan pro-
wadzonych w warunkach in vitro, przez wykorzysta-
nie zwierzat doswiadczalnych (in vivo), w tym myszy,
nicieni (Caenorhabditis elegans), owadow (Galleria mel-
lonella, Drosophila melongaster) i ryb (Danio rerio), po
doswiadczenia przeprowadzane w warunkach ex vivo
(modele ustne, skorne). Wyniki tych badan nierzadko
réznig si¢ w zaleznosci od zastosowanego modelu,
wskazuja takze na réznice dotyczace wirulencji w kon-
tekscie badanego szczepu, co sprawia, ze wiele aspektow
zwigzanych z wirulencjg tego drozdzaka nadal oczekuje
na naukowe wyjasnienie [33, 45].
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2.2.1. Zmienno$¢ morfologiczna

Plastycznos¢ morfologiczna postrzegana jest jako
jeden z kluczowych determinantéw warunkujacych
szybka adaptacje do zmieniajacych si¢ warunkow $ro-
dowiskowych i wplywajacych na zwigkszenie wirulencji
patogenow grzybiczych.

Poczatkowo uwazano, ze gatunek C. auris jest nie-
zdolny do wzrostu w postaci grzybni prawdziwej/
pseudogrzybni, ktdry jest kluczowy dla inwazji tkanek
gospodarza [34, 101]. Yue i wsp. [101] dowiedli istnie-
nia trzech typéw komorek wytwarzanych przez C. auris:
typowych form drozdzakowych (ang. yeast cells, YC),
komorek drozdzakowych zdolnych do filamentacji (ang.
filamentation-competent yeast cells, FCYC) oraz form
filamentacyjnych/nitkowatych (ang. filamentous, F),
co stanowi przyklad, tzw. przelaczania fenotypowego
(ang. phenotype switching). Dziedziczony proces prze-
aczania zachodzi na drodze YC-F; nie dziedziczony
i uzalezniony od uwarunkowan $rodowiskowych pozo-
staje proces przetaczania z formy FCYC na F. Co wigcej,
przelaczanie pomiedzy formg YC a fenotypem F zacho-
dzi podczas zakazenia ukladowego, w wyniku pasazu
przez organizm myszy, za$ zmiana z formy FCYC na F
zachodzi pod wplywem zmian temperatury. Niska
temperatura promuje fenotyp E za$ wysoka - FCYC.
Fenotyp F przechodzi w fenotyp FCYC w temperatu-
rze odpowiadajacej fizjologicznej cieplocie organizmu
gospodarza (37°C) i w warunkach in vivo, co odrdznia
C. auris od C. albicans (ktorej filamentacja jest induko-
wana pod wplywem wysokiej temperatury), przy czym
komoérki FCYC utrzymujg zdolnos¢ do filamentacji.
Kolonizacja powierzchni skory, typowa dla C. auris,
moze sprzyja¢ powstawaniu form F, ktore jednoczesnie
wydzielajg mniejsze ilosci proteaz aspartylowych SAP,
przez co moga one uczestniczy¢ w ustaleniu komen-
salnej interakcji z organizmem gospodarza. Ponadto,
zdolno$¢ do tworzenia pseudogrzybni przez C. auris
zaobserwowano w wyniku ekspozycji na dzialanie
10% NaCl, co sugeruje mozliwo$¢ zachodzenia procesu
filamentacji pod wptywem blizej nieznanych czynni-
kéw srodowiskowych. Analiza poréwnawcza profilu
transkrypcyjnego form YC i F wykazala zwiekszong
ekspresje gendéw zwigzanych z filamentacja w fenoty-
pie E zroznicowana ekspresje genéw warunkujacych
sktad $ciany komorkowej lub zwigzanych z powierzch-
nig komorek oraz - co okazalo sie szczegdlnie istotne
- odmienny poziom aktywnosci genéw zwigzanych
z metabolizmem. Fenotyp F wykazywal zmniejszona
ekspresje genow uczestniczacych w cyklu Krebsa i gli-
kolizie, zwiekszona za$ byla ekspresja genéw uczestni-
czacych w metabolizmie kwasow ttuszczowych.

Borman i wsp. [10] zaobserwowali wystepowanie
tzw. form agregujacych i nie-agregujacych C.auris
w warunkach in vitro i badali patogennos¢ tego droz-

dzaka z wykorzystaniem modelu Galleria mellonella.
Formy agregujace (powstate w wyniku tego, ze komorki
potomne nie oddzielily sie od siebie po procesie pacz-
kowania) charakteryzowaly sie mniejsza wirulencja, zas
formy nie-agregujace doréwnywaly zjadliwoscia C. albi-
cans. Podobne wyniki, zwigzane z wigksza wirulencja
form nie-agregujacych przy wykorzystaniu analogicz-
nego modelu in vivo, zostaly uzyskane przez innych
badaczy [46, 47, 90], przy czym Garcia-Bustos i wsp.
[47] wykazali mniejsza niz C. albicans, ale wigkszg niz
C. parapsilosis, wirulencje szczepdéw C. auris. Autorzy
ci stwierdzili takze zdolno$¢ C. auris do filamentacji
w zastosowanym modelu zakazenia in vivo, przy czym
obie formy morfologiczne drozdzaka wykazywaly
rézny stopien tworzenia pseudogrzybni, ktérg mozna
traktowa¢ jako determinant patogennosci zalezny od
szczepu. Histologicznie, zdolnosci inwazyjne C. auris
i C.albicans byly podobne, z efektywnym rozprze-
strzenianiem si¢ zaréwno form drozdzakowych jak
i filamentacyjnych, poczawszy od wczesnych etapow
zakazenia, z wyjatkiem silnego tropizmu C. auris do
drog oddechowych [47]. Garcia-Bustos i wsp. [46]
stwierdzili, ze zdolno$¢ filamentacji niekoniecznie
jest gtéwnym determinantem patogennosci C. auris,
biorac pod uwage fakt, ze mniej wirulentne formy
agregujace wykazujg silniejszg zdolnos¢ do tworzenia
pseudogrzybni. Mniejsza wirulencje form agreguja-
cych C.auris mozna taczy¢ z ich slabsza zdolnoscia
do rozprzestrzeniania si¢ w organizmie gospodarza
[10]. Odmienne wyniki opublikowali Wurster i wsp.
[100], stwierdzajac brak korelacji pomie¢dzy zdolnos-
cig C. auris do agregacji a wirulencjg w zastosowanym
modelu zakazenia Drosophila melongaster, przy czym
izolaty C. auris doprowadzily do wyzszej smiertelnosci
wsrod zakazonych owadow niz C. albicans.
Stwierdzono zdolnos¢ form nie-agregujacych do
tworzenia biofilmu [47, 90]. Brown i wsp. [12] poddali
badaniu agregujgce i nie-agregujace izolaty C.auris
w kontekscie ich zdolnosci do tworzenia biofilmu
i stwierdzili wysoki poziom heterogennosci wsérod
analizowanych fenotypéw. Niezaleznie od zdolnosci
tworzenia biofilmu, zidentyfikowano unikalne trans-
krypcyjne profile obu fenotypéw podczas tworzenia
biofilmu z komorek plaktonicznych. W przypadku
biofilmu tworzonego przez agregujacy izolat stwier-
dzono zwigkszenie ekspresji genéw kodujacych kom-
ponenty $ciany i blony komodrkowej, w tym biatkek bio-
racych udziat w adhezji do powierzchni nieozywionych
i komoérek gospodarza oraz inwazji i przezyciu pato-
genu (na przykltadzie innych gatunkow grzybdw). Pro-
ces agregacji wplywa zatem na transkryptom grzybow
podczas tworzenia biofilmu. Ponadto, oba fenotypy
wywolaly minimalng odpowiedz w przebiegu modelu
zakazenia tkanki nablonkowej w warunkach in vitro.
W przypadku rany, obie formy doprowadzily do induk-
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cji silniejszej odpowiedzi, przy czym fenotyp agregujacy
wykazal silniejsze wlasciwosci prozapalne.
Stwierdzono ze tworzenie agregatow przez C. auris
jest indukowane dziataniem lekéw przeciwgrzybiczych,
w tym triazoli i echinokandyn. Ta forma fenotypowa
charakteryzuje si¢ tez lepsza zdolnoscig przetrwania
w poréwnaniu z pojedynczymi komoérkami C. auris
[91]. Sugeruje sie, ze trudno ulegajace dyspersji agre-
gaty komorek C. auris podlegaja ostabionej penetra-
cji przez $rodki dezynfekcyjne, promieniowanie UV,
co moze przyczynia¢ sie do utrzymywania si¢ grzyba
w $rodowisku szpitalnym [27]. Short i wsp. [91] stwier-
dzili, ze zdolnos¢ do agregacji komorkowej zwigksza
zdolno$¢ przezycia C. auris, co taczy sie takze ze zwiek-
szong ekspresja gendw zwigzanych z tworzeniem bio-
filmu. Ponadto,stwierdzono zdolnos¢ form agreguja-
cych do przezycia przez co najmniej dwa tygodnie po
poddaniu ich dzialaniu klinicznych stezenn NaOCI [91].
Fan i wsp. [38] wykazali fenotypowe zréznicowanie
wsrod klinicznych izolatéw C. auris reprezentujacych
cztery rozne genetyczne klady. Dotyczylo ono zaréwno
morfologii komérek (obecne formy drozdzakowe, fila-
mentacyjne, agregujace, wydluzone), jak i kolonii na
podlozu hodowlanym, sklaniajac autoréw do wysnu-
cia wniosku o powszechnym wystepowaniu morfolo-
gicznej plastycznosci u reprezentantéw tego gatunku.
Co wiecej, zmiany morfologiczne nie byly uzaleznione
od indukgji przez organizm gospodarza (pasazowanie
w organizmie myszy), wystepowala ona takze w hodowli
in vitro. Badania z wykorzystaniem modelu Galleria
mellonella wykazaly wieksza zjadliwo$¢ form filamen-
tacyjnych i wydtuzonych C. auris oraz rozbieznosci
dotyczace wartosci MIC badanych lekéw przeciwgrzy-
biczych dla poszczegdlnych form fenotypowych tego
gatunku. Podobne obserwacje, dotyczace tworzenia
réznych morfologicznych fenotypéw (komorki okra-
gle, wydluzone, pseudogrzybnia) przez kliniczny szczep
C. auris, w zaleznoséci od zastosowanych warunkéow
hodowli, opisali Wang i wsp. [94]. Potwierdzili oni zdol-
nos$¢ tworzenia pseudogrzybni drozdzaka w wyniku
ekspozycji na wysokie stezenia NaCl, co moze odzwier-
ciedla¢ zaburzenia procesu podzialu komoérkowego
w obecnosci czynnikow stresogennych. Autorzy wyka-
zali znacznie mniejszg wirulencje C. auris w pordw-
naniu z C.albicans, wykorzystujac zaréwno model
uogdlnionego zakazenia u immunokompetentnych
myszy, jak i model Galleria mellonella [94]. Forgacs
i wsp. [41] wykorzystali z kolei model kandydemii
u neutropenicznych myszy, by oceni¢ wirulencje izola-
tow C. auris nalezacych do czterech genetycznych kla-
doéw i w odniesieniu do C. albicans. Gatunek C. auris
charakteryzowal si¢ mniejsza wirulencja niz C. albi-
cans, niezaleznie od kladu. Stwierdzono jednak réznice
w wirulencji pomiedzy izolatami nalezacymi do tego
samego kladu oraz zréznicowang wirulencje poszcze-

golnych kladéw - wskaznik $miertelno$ci myszy oscy-
lowatl bowiem migdzy 44% (klad wschodnio-azjatycki)
a 96% (klad potudniowoamerykanski). Agregaty blas-
tokinidiow i komdrek paczkujacych C. auris wykryto
w sercu, nerkach i watrobie zakazonych myszy, przy
czym serce i nerki byly najsilniej obcigzonymi narza-
dami, niezaleznie od kladu, co korelowalo ze §miertel-
noscig zwierzat.

Fakhim i wsp. [37] wykorzystali do badania poten-
cjalu patogennego C.auris model zakazenia uogol-
nionego immunokompetentnych myszy, poréwnujac
jednoczesnie ten gatunek z C. haemulonii, C. glabrata
i C. albicans. Wysoka wirulencjg charakteryzowal si¢
gatunek C. albicans, a nastepnie C. auris, C. glabrata
i C. haemulonii, przy czym potencjal patogenny bada-
nych gatunkéw byl poréwnywalny. Nerki, §ledziona
watroba i pluca zakazonych zwierzat byly najbardziej
obcigzone zakazeniem grzybiczym. Pseudogrzybnie
stwierdzono w tkankach nerek myszy zakazonych
C. albicans; w odniesieniu do pozostatych gatunkow
Candida wykazano obecnos¢ jedynie form drozdzako-
wych, co, wedlug autoréw, moze ttumaczy¢ fakt cze-
stej ich izolacji z hodowli krwi zakazonych pacjentdw.
Badania z wykorzystaniem myszy w immunosupresji
wskazaly na mniejsza wirulencje C.auris w porow-
naniu z C. albicans, ale wiekszg niz C. haemulonii. Ana-
liza histopatologiczna wykazala obecno$¢ agregatow
komorek drozdzakowych C. auris w tkankach nerek my-
szy, podczas gdy inwazyjne formy nitkowate w obrebie
tego narzadu tworzyla C. albicans. Agregacja komorek
moze stanowi¢ strategie pomocng w unikaniu dziala-
nia uktadu immunologicznego gospodarza (np. ataku
fagocytow) i przezyciu w obrebie tkanek [6].

Unikanie przez C. auris dziatania uktadu immuno-
logicznego gospodarza, w tym jego mechanizmdéw wro-
dzonej odpornosci, jawi si¢ obecnie jako jedna z waz-
niejszych strategii tego drozdzaka, wplywajacych na
jego potencjal patogenny. Wang i wsp. [95] poréwnali
mechanizmy odporno$ci naturalnej indukowane przez
kliniczny szczep C. auris BJCA001 i C. albicans SC5314
w warunkach in vitro i in vivo, wskazujac na slabsze
wlasciwosci immunostymulacyjne C. auris i taczac roz-
nice migdzy dwoma gatunkami z cechami ich $ciany
komorkowej. Wykorzystujgc ludzkie neutrofile oraz
model inwazyjnej kandydozy Danio rerio, Johnson
i wsp. [56] stwierdzili brak zdolnosci neutrofili do zabi-
jania C. auris. W przeciwienstwie do C. albicans, zaka-
zeniu C. auris towarzyszy niewystarczajaca rekrutacja
tych komorek immunologicznie czynnych do ogniska
zakazenia; nie powstaja tez, tzw. struktury NET (ang.
neutrophil extracellular traps) — skladajace si¢ z DNA,
histonow i bialek o aktywnosci przeciwdrobnoustrojo-
wej. Wykazano, ze unikanie dzialania neutrofili przez
C. auris jest zwigzane z mannozylacja $ciany komor-
kowej (modele ex vivo i Danio rerio), za$ genetyczne
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~wylaczenie” $ciezek mannozylacji zmniejsza zawar-
to$¢ mannanu w zewnetrznej warstwie $ciany, powo-
duje odstoniecie skladnikéw immunostymulujacych,
co skutkuje silniejszym zaangazowaniem neutrofili,
fagocytozg i zabijaniem komorek grzyba. Mechanizm
tej ucieczki immunologicznej wyréznia C. auris na tle
innych gatunkéow Candida [53]. Badania przeprowa-
dzone przez Wang i wsp. [95] wskazujg, ze zewnetrzna
warstwa mannanu maskuje wewnetrzng warstwe beta-
-glukanu, chronigc jg przed ekspozycja i detekcja przez
receptory komorek wrodzonej odpowiedzi immuno-
logicznej, takich jak makrofagi. Oslabiona aktywacja
makrofagéw prowadzi do kolonizacji i proliferacji
C. auris poprzez unikanie eliminacji przez neutrofile.
Zaburzenie ciaglosci powloki mannanowej umozli-
wia ekspozycje beta-glukanu, ktéry ulega rozpoznaniu
przez receptory makrofagéw. Interakcja ta skutkuje
aktywacja $ciezki sygnatowej MAPK, uwolnieniem pro-
zapalnych cytokin i chemokin, a nastepnie aktywacja
i naplywem neutrofili, ktére eliminujg komorki grzy-
bicze. Na stabsze zdolnosci immunozapalne C. auris
w poréwnaniu z C. albicans w przeprowadzonych bada-
niach in vivo wskazuja: persystencja C. auris w organiz-
mie gospodarza, unikanie rozpoznawania i eliminacji
przez wrodzone mechanizmy odpornosciowe, mniejsza
liczba komoérek immunologicznie czynnych (neutro-
tile, leukocyty, komérkiCD45+, makrofagi, monocyty,
komorki NK) w zakazonych tkankach, nizsze surowicze
stezenia prozapalnych cytokin i chemokin.

Bruno i wsp. [13] uzyskali odmienne wyniki,

wykazujac, ze C. auris jest silnym induktorem wro-
dzonych mechanizméw odpowiedzi immunologicz-
nej. Gatunek ten indukuje specyficzny transkryptom
w ludzkich komérkach jednojadrzastych, silniejsza
odpowiedz cytokinowa w poréwnaniu z C.albi-
cans, niemniej jednak cechuje go stabsza zdolnos¢ do
wywotywania lizy makrofagéw. Charakterystyczne dla
C. auris mannoproteiny s3 w duzej mierze zwigzane
z indukcja mechanizméw naturalnej odpornosci przez
rozpoznawanie receptoréw lektynowych typu C. Bada-
nia in vivo przy wykorzystaniu modelu uogélnio-
-nej kandydozy wykazaly mniejszg wirulencje C. auris
w poréwnaniu z C. albicans.

Wang i wsp. [95] ttumaczg rozbieznosci w wynikach
uzyskanych przez wspomniane dwie, niezalezne grupy
badawcze, m.in., roznymi rodzajami uzytych w eks-
perymentach komodrek immunologicznie czynnych
i szczepoéw C. auris, oraz innymi szczegétami meto-
dologicznymi. Warto tez zaznaczy¢, Ze poszczegolne
szczepy C. auris mogg réznic¢ si¢ chemiczng strukturg
mannan6w obecnych w $cianie komdrkowej, co moze
przekladac sie na zréznicowane interakcje z uktadem
immunologicznym. Ponadto istniejg zapewne inne, jesz-
cze nieznane czynniki i mechanizmy immunologiczne
uczestniczace w rozpoznawaniu C. auris jako patogenu.

Na silniejsza niz oczekiwano, przy umiarkowanym
stopniu inwazji tkankowej, immunogenng aktywnos¢
C. auris, wskazuja tez wyniki badan opublikowane przez
Garcia-Bustos i wsp. [46]. Gatunek ten wywotywal sil-
niejsza odpowiedz zapalng niz C. albicans i C. parap-
silosis, zwlaszcza wsrod szczepoéw nie-agregujacych,
wykazywal szczegdlng zdolnos¢ do inwazji ukladu
oddechowego larw G. mellonella oraz réznice dotyczace
tropizmu tkankowego w zaleznosci od szczepu.

Mozna zatem przyjac, Ze heterogenno$¢ wirulencji
stanowi wsparcie hipotezy sugerujacej, ze morfoge-
netyczna zmiennos¢ jest naturalng, wrodzong cecha
C. auris oraz wykladnikiem zdolnosci adaptacyjnych
do réznych czynnikéw stymulujacych i warunkow $ro-
dowiskowych [47].

Jedno z najnowszych badan wskazuje na znaczace
zwiekszenie ekspresji biatka PD-1 (ang. programmed
cell death protein 1) na powierzchni limfocytéw T oraz
jego ligandu PD-L1 na makrofagach myszy zakazonych
agregujacym szczepem C. auris w poréwnaniu do nie-
zakazonych myszy [99]. Bialko PD-1 odgrywa zna-
czaca role w hamowaniu odpowiedzi immunologiczne;j
poprzez modulacje¢ aktywnosci limofcytow T, aktywacje
apoptozy antygenowo-swoistych komoérek T i hamowa-
nie apoptozy regulatorowych komorek T. Przezblonowe
biatko PD-L1 pelni ko-inhibitora odpowiedzi immu-
nologicznej, a jego interakcja z PD-1 doprowadza do
ostabienia proliferacji komérek PD-1-pozytywnych,
hamowania wydzielania cytokin i indukeji apoptozy
[50]. Indukcja PD-1/PD-L1 w przebiegu sepsy wywo-
tanej przez C. auris moze zatem promowac supresyjny
fenotyp immunologiczny (podobnie do wcze$niej-
szych doniesien na temat kandydemii wywotlanej przez
C. albicans), a jej blokada mogtaby by¢ brana pod uwage
jako potencjalna immunoterapeutyczna strategia walki
z kandydoza wywotang przez C. auris [99].

Zamith-Miranda i wsp. [102] zwrdcili uwage na
zdolno$¢ C. auris do wydzielania zewnatrzkomorko-
wych pecherzykow (ang. extracellular vesicles, EV's)
i ich potencjalnego udzialu w patogenezie zakazen.
Grzybicze EV zawieraja wiele biologicznie aktywnych
substancji, w tym czynnikéw wirulencji oraz substancji
regulatorowych, co wskazuje na ich udziat w aktywacji
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej oraz wplyw
na przebieg zakazenia grzybiczego. Molekularna analiza
poréwnawcza EV wytwarzanych przez C. auris i C. albi-
cans oraz badanie ich wplywu na modulowanie efekto-
rowych mechanizméw odpowiedzi immunologicznej
wykazalo, ze EV uwalniane przez C. auris (w odrdz-
nieniu od C. albicans) zwiekszaly adhezje drozdzaka
do komorek nablonkowych. Ponadto EV C. auris
promowaly przezycie komoérek grzybiczych, podczas
gdy EV uwalniane przez C. albicans przygotowywaly
makrofagi do wewnatrzkomoérkowego zabijania komo-
rek drozdzakowych. EV wydzielane przez oba gatunki
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doprowadzaly do aktywacji komérek dendrytycznych,
wywodzacych sie ze szpiku kostnego. Mozna zatem
zaktada¢, ze EV C. auris wykazujg wlasciwo$ci immu-
noregulatorowe, czy czym niektdre z nich s3 odmienne
od tych, ktére wykazuje C. albicans.

2.2.2. Wytwarzanie enzymow litycznych

C. auris jest gatunkiem zdolnym do wytwarzania
enzymow warunkujgcych procesy adaptacji i inwazji,
takich jak fosfolipazy, lipazy, wydzielnicze proteazy
aspartylowe SAP; wykazuje tez aktywno$¢ hemoli-
tyczng [17, 64].

2.2.3. Adaptacja do stresogennych
warunkow srodowiskowych

Zdolno$¢ do wzrostu w wysokich temperaturach
przekraczajacych 40°C i tolerancja wysokich (10%)
stezen NaCl odrdznia C. auris od pozostalych przed-
stawicieli tego rodzaju. Sugeruje si¢, ze morfologiczna
tranzycja grzyba poprzez tworzenie struktur przypo-
minajacych pseudostrzepki w odpowiedzi na wysokie
stezenia soli, moze stanowi¢ przyktad adaptacji do stre-
sogennych warunkéw. Wspomniane cechy moga tez
sprzyjac przezyciu i utrzymywaniu sie tego drozdzaka
na powierzchniach ozywionych (np. ludzka skodra)
i nieozywionych [34].

Sugerowana jest rola roznych Sciezek sygnalowych
w rozwoju opornosci C. auris na warunki stresogenne.
Jedna z nich jest $ciezka SAPK (ang. stress activated pro-
teinase kinase signalling pathway), ktéra odgrywa role
w odpowiedzi na stres srodowiskowy w postaci stresu
osmotycznego, czy nadtlenku wodoru. Proponowany
jest jej udzial w tworzeniu agregatow komorek C. auris,
jako potencjalnej strategii przetrwania. Inne $ciezki sg
zalezne od bialkowej fosfatazy kalcyneuryny, ktéra
wchodzi w interakcje z bialkiem chaperonowym Hsp90.
Biatko Hsp90 ulega konsytutywnej nadekspresji, wyka-
zuje réznorodne funkcje i jest zasadnicze dla wzrostu
tego drozdzaka. Prawdopodobnie odgrywa ono zna-
czacg role w wirulencji, termicznej tolerancji, tolerancji
na stres osmotyczny i w wieloantybiotykoopornosci.
Jest ono, m.in., negatywnym regulatorem filamenta-
cji C. auris, jego inaktywacja prowadzi do powstania
wydluzonych form przypominajacych pseudogrzybnie,
morfologicznie podobnych do tych, ktére sa induko-
wane pod wplywem wysokiego zasolenia czy pasazu
przez organizm ssaka. Jego zahamowanie prowadzi do
zwigkszonej wrazliwosci na flukonazol, co wykazano na
przykladzie izolatéw C. auris nie majacych powszech-
nych w obrebie tego gatunku mutacji w genie ERG11,
ktdre zwigzane sg z opornoscig na azole [58].

2.2.4. Tworzenie biofilmu

Biofilm jest rodzajem ustrukturyzowanej ,spo-
tecznos$ci” drobnoustrojéw, osadzonej w zewnatrzko-
morkowej macierzy i utworzonej na powierzchni ozy-
wionej lub nieozywionej. Struktura ta moze tworzy¢
sie na powierzchni ludzkich tkanek, bton $luzowych
lub na powierzchni biomaterialéw (np. cewnikow)
i stanowi¢ ognisko zakazenia, z ktérego drobnoustroje
moga dostawac si¢ do innych miejsc [34]. Wykazano,
ze C. auris moze tworzy¢ biofilm w warunkach in vitro,
aczkolwiek jego biomasa wydaje si¢ by¢ stabsza niz bio-
film tworzony przez C. albicans [90]. Co wigcej, zdol-
no$¢ tworzenia biofilmu jest zalezna od szczepu oraz
typu morfologicznego/fenotypowego. Podobnie jak bio-
film tworzony przez inne gatunki Candida, struktura ta
stanowi ochrone przed dzialaniem antybiotykow i fago-
cytoza [72]. Sherry i wsp. [90] stwierdzili zréznicowang
zdolno$¢ C. auris w zakresie adherencji do powierzchni
polimerowych, tworzenia biofilmu i opornosci na leki,
ktore sg aktywne wzgledem komorek planktonicznych.
Kaspofungina okazala si¢ w duzym stopniu nieaktywna
wzgledem biofilmu C. auris. Oporno$¢ biofilmu two-
rzonego przez drozdzaki na leki przeciwgrzybicze moze
by¢ wynikiem, m.in., oslabionej penetracji leku przez
jego strukture oraz by¢ zwigzana ze zwiekszong ekspre-
sja gendéw zwigzanych z biofilmem przy zwiekszone;j
aktywnosci pomp wyrzutu czy enzyméw modyfikuja-
cych strukture glukanu [45].

Zdolno$¢ C. auris do tworzenia biofilmu stanowi
jedno z kluczowych wyzwan w praktyce klinicznej
w zwigzku z powszechnym stosowaniem biomaterialow.
Kolonizacja powierzchni u pacjentéw poddawanych
procedurom zwigzanym z instrumentalizacja, zwiek-
sza ryzyko rozwoju inwazyjnej kandydozy i szpital-
nego ogniska epidemicznego, a takze zmniejsza szanse
eradykacji kolonizacji pacjenta. W konsekwencji,
|inwazyjna kandydoza wywolana przez C. auris w wielu
przypadkach jest zwigzana ze stosowaniem biomate-
riatéw i innych medycznych urzadzen, przyjmujac
klinicznie postaci, m.in., zakazen uktadu moczowego
u pacjentéw cewnikowanych, zakazen ukladu sercowo-
-naczyniowego, czy zakazen w u pacjentéw neuro-
chirurgicznych [45].

Kean i wsp. [59] przeprowadzili transkryptomiczng
analize biofilméw C. auris, stwierdzajac zwigkszona,
co najmniej dwukrotnie, ekspresje 791 genow podczas
tworzenia biofilmu (vs. 464 geny w komérkach plank-
tonicznych). Wykazano zwickszong, na wszystkich
etapach powstawania biofilmu, ekspresje genow Sciany
komorkowej, biorgcych udzial w adhezji (ang. adhe-
sin-related glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored
cell wall genes) oraz w biofilmach stadium posredniego
i dojrzalego, genéw kodujacych pompy wyrzutu nale-
zace do rodzin ABC i MFS. Zablokowanie aktywnosci
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tych pomp zwigkszalo wrazliwo$¢ mikroorganizmu na
flukonazol 4-16-krotnie.

Biofilm tworzony przez C.auris charakteryzuje
sie zwigkszong (w poréwnaniu z komoérkami plank-
tonicznymi) tolerancje na dzialanie $rodkéw dezyn-
fekcyjnych, w tym na klinicznie znaczace stezenia
chlorheksydyny (0,5%, 2%) i nadtlenku wodoru (3%).
W jednym z badan eradykacj¢ osiggnieto wylacznie
przy zastosowaniu powidonu jodu [57]. Sherry i wsp.
[90] wykazali efektywno$¢ chlorheksydyny wzgledem
planktonicznych komérek C. auris oraz biofilmu, suge-
rujac mozliwe zastosowanie jej standardowych stezen
w dezynfekcji skory i ran.

2.3. Oporno$¢ Candida auris
na leki przeciwgrzybicze

Jedna z najwazniejszych cech C. auris determinujg-
cych znaczenie tego gatunku jako ,,superpatogenu’, sta-
nowigcego jedno z najwiekszych zagrozen dla zdrowia
publicznego w XXI wieku, jest jego czesta wieloantybio-
tykoopornos$¢, w tym réwniez opornos¢ na wszystkie
grupy chemiczne lekéw przeciwgrzybiczych, dostepne
obecnie w praktyce klinicznej. Zjawisko to znaczaco
ogranicza mozliwo$¢ skutecznego leczenia zakazen [45].

Gatunek C. auris zdolal wyksztalci¢ szeroki zakres
mechanizméw opornosci na leki, ktére obejmuja:
zmiane miejsca docelowego (mutacje) lub jego nad-
ekspresje, zmiane przepuszczalnosci oston komérko-
wych lub aktywny wyrzut leku z komoérki, aktywacje
$ciezek komorkowych warunkujacych odpowiedz na
warunki stresogenne i tworzenie biofilmu.

Szczepy C. auris sa filogenetycznie spokrewnione
z gatunkami C. krusei, C.lusitaniae, C.haemulonii,
ktore charakteryzuja si¢ naturalng lub nabytg opornos-
cig na flukonazol i/lub amfoterycyne B [68]. Jak przed-
stawiono wyzej, odsetek szczepdéw C. auris opornych na
flukonazol, amfoterycyne B i echinokandyny przekra-
cza odpowiednio 90%, 30% i 5% [17, 36]. Wedlug Chow
iwsp. [19] klad I wykazywal najwigkszy odsetek szcze-
péw MDR (45%, oporno$¢ na dwie grupy lekow prze-
ciwgrzybiczych), jako jedyny obejmowal tez szczepy
o rozszerzonej wieloantybiotykoopornosci (opornosé
na trzy grupy lekow, 3%). Klad II wykazywal najwiekszy
odsetek szczepow wrazliwych (86%).

Niemalze wszystkie szczepy C. auris wykazuja opor-
nos¢ in vitro na flukonazol, przy czym niektére szczepy
wykazujg podwyzszone wartosci MIC w stosunku do
innych lekow nalezacych do grupy azoli, przewyzszajac
wartosci MIC raportowane dla C. albicans czy C. gla-
brata [33]. Opornos¢ C. auris na azole, ktére hamuja
biosynteze ergosterolu — gtéwnego skfadnika grzybiczej
blony komodrkowej — uwarunkowana jest mutacjami
w obrebie genu ERG11, kodujacego 14-alfa-demetylaze

lanosterolu, enzymu, ktéry bierze udzial w demetylacji
lanosterolu, bedacego prekursorem ergosterolu. Sa to
substytucje aminokwasowe typu: Y132F, K143R, F144,
F126T i VF125AL (znana takze jako F126L), ktorych
obecnos¢ stwierdzana jest wérdd szczepow C. auris
nalezacych do réznych genetycznych kladow [33, 68,
82]. Raportowano takze szczepy C. auris wrazliwe na
flukonazol (MIC=1-8mg/l), u ktérych obecne byly
mutacje typu Y132F lub K143R, co sugeruje istnienie
dodatkowych mechanizméw warunkujacych opornos¢
[21, 68, 81]. Nalezg do nich m.in., zwi¢kszona ekspresja
genu ERGI11 wynikajaca ze zwigkszonej ilosci czynni-
kow transkrypcyjnych ERGII lub zwiekszonej liczby
kopii tego genu [7, 19, 72]. W obu tych przypadkach
wysokie stezenie czasteczki stanowigcej punkt uchwytu
dla leku ,,rozciencza” koncowy efekt aktywnosci srodka
terapeutycznego [25]. Oporno$¢ na azole wynika tez ze
zwigkszonej aktywnosci bialek transportowych i pomp
wyrzutu. Nalezg one do rodzin typu ABC i MFS, i odpo-
wiadajg im, odpowiednio, pompy typu CDR1 i MDRI.
Sa one jednoczesnie ortologami bialek transportujacych
leki zidentyfikowanych u C. albicans 7, 81, 82]. Stwier-
dzono, ze pompy CDR1 and MDRI1 ulegajg silniejszej
ekspresji w komorkach klinicznych szczepéw C. auris
opornych na leki triazolowe, a nadekspresja CDR1 zna-
czaco przyczynia sie do klinicznej opornosci na te grupe
lekéw [81]. Zwigkszona aktywnos¢ pomp wyrzutu typu
ABC u C. auris w poréwnaniu z C. glabrata moze stano-
wi¢ mechanistyczng podstawe wytlumaczenia natural-
nej opornosci C. auris na leki azolowe [6].

Fan i wsp. [39] opisali kliniczny szczep C.auris
(BJCAO002) nalezacy do kladu IIT (poludniowo-afry-
kanski) charakteryzujacy si¢ opornoscia na flukonazol
i amfoterycyne B w oparciu o proponowane wartosci
graniczne i pordwnali jego wlasciwosci genetyczne
i biologiczne z wczesniej opisanym [94] szczepem
BJCAO001, charakteryzujacym si¢ wrazliwoscia na
badane leki przeciwgrzybicze i nalezagcym do kladu I
(potudniowo-azjatycki). Stwierdzono mniejszg wiru-
lencje opornego szczepu BJCA002 niz wrazliwego
BJCAO001 przy zastosowaniu dwoch typow modeli
doswiadczalnych: Galleria mellonella oraz zakazenia
ukladowego u myszy BALB/c. Szczep BJCA002, w od-
réznieniu od BJCA001, mial mutacje w genach zwia-
zanych z antybiotykoopornoscia, w tym mutacje typu
hot-spot w genie ERG11 (VF125AL, tj. V125A i1 F126L)
oraz mutacje w genach CDRI, MDRI, a takze TACI
i MMRI (prawdopodobnie pelnigcych role transkryp-
cyjnych regulatoréw genéw CDR1 i MDR1) [39].

Wykazano, ze C. auris moze nabywac opornos¢ na
flukonazol poprzez adaptacyjny mechanizm zwigzany
z aneuploidalnoscia (atypowa liczbg chromosomoéw).
Bing i wsp. [8] stwierdzili, ze w wyniku poddania
szczepu C. auris BJCA001 presji selekcyjnej zwigzanej
z pasazowaniem na podlozu w obecnosci wzrastajacych
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stezen leku, doszlo do rozwoju opornosci, przy czym
czg§¢ opornych szczepow posiadala dodatkowsq kopie
chromosomu V. Ponadto wykazano, ze obecne w obre-
bie tego chromosomu geny, ERG9 i OPT1/2, potencjal-
nie warunkujace opornos¢ na flukonazol lub zwigzane
z biosynteza ergosterolu, podlegaly zwigkszonej trans-
krypcji. Uzyskanie dodatkowego chromosomu moze
zatem mie¢ zwigzek z rozwojem opornosci C. auris
na flukonazol. Przy braku presji selekcyjnej w postaci
flukonazolu komorki grzybicze szybko odzyskiwaly
wrazliwos¢, tracac jednoczes$nie dodatkowa kopie chro-
mosomu [8].

Leki polienowe, do ktérych nalezy amfoterycyna B,
dzialaja poprzez wigzanie si¢ z ergosterolem bion
komérkowych grzybow, doprowadzajac do powsta-
nia poréw i uwolnienia do $rodowiska sktadnikow
wewngtrzkomorkowych, takich jak cukry, jony potasu
czy wapnia, co prowadzi do $mierci komoérki [25]. Przy-
puszczalnie, opornos¢ na t¢ grupe lekdw moga determi-
nowa¢ zmiany w $ciezce biosyntezy i w sktadzie steroli
blonowych, mutacje w obrebie czynnika transkrypcyj-
nego FLO8 wplywajacego na wirulencje i tworzenie bio-
filmu przez C. albicans oraz w genie kodujagcym biatko
transblonowe [25, 36]. Stwierdzono takze nadekspre-
sje bialek transportujacych leki (wyrzut) w obecnosci
amfoterycyny B [25, 27]. Rybak i wsp. [80] odkryli nowa
mutacje w genie ERG6 C. auris kodujacym metyltrans-
feraze steroli, opisujac przypadek kliniczny zakazenia,
w przebiegu ktérego opornos¢ na amfoterycyne B
zostala nabyta przez ten szczep in vivo podczas leczenia.
W szczepach C. auris majacych wspomniang mutacje,
wykryto zaburzenia biosyntezy ergosterolu.

Echinokandyny sa lekami, ktérych mechanizm
dzialania polega na nie-kompetycyjnym hamowaniu
syntezy glukanu, co doprowadza do zablokowania jego
syntezy. Skutkiem tego jest ostabienie grzybiczej $ciany
komorkowej i zwigkszenie jej wrazliwosci na dzialanie
stresu osmotycznego. Opornos¢ na te grupe lekow
zwigzana jest przede wszystkim z mutacjami w genie
FKS1, kodujacym katalityczng podjednostke syntazy
1,3-beta-glukanu (mutacje/substytucje: S639F, F635Y,
F635L, S639P, S639Y, R1354S). Sugerowana jest pomoc-
nicza rola zwigkszonej transkrypcyjnej regulacji syntezy
chityny oraz genéw $ciany komorkowej uczestniczg-
cych w odpowiedzi grzyba na obecnos$¢ w srodowisku
czynnikéw stresogennych w promowaniu opornosci
C. auris na echinokandyny [61, 89].

Flucytozyna jest analogiem nukleozydowym, ktory
hamuje synteze grzybiczych kwaséw nukleinowych.
Stosowana jest do leczenia inwazyjnych zakazen wywo-
tanych przez C. auris, zwlaszcza zwigzanych z bioma-
teriatami. Prolek ulega aktywacji przez uracyl-fosfory-
bozylotransferaze, kodowana przez gen FURI. Jednym
z udokumentowanych mechanizméw opornosci C. auris
jest substytucja typu F2111 w genie FURI [45].

Oprécz uznanych mechanizméw warunkujacych
antybiotykooporno$¢ C. auris, istnieja dodatkowe czyn-
niki wplywajace na zmniejszona efektywnos¢ prowa-
dzonego leczenia. Wér6d nich nalezy wymieni¢ opisang
wezesniej zdolno$¢ C. auris do tworzenia biofilmu czy
fenotypowa plastycznos¢ tego gatunku [45].

3. Kolonizacja a zakazenie

C. auris kolonizuje rdzne anatomiczne powierzchnie
czlowieka, wykazuje jednak szczegolne powinowactwo
do powierzchni skory. Najczesciej szczepy tego gatunku
sg izolowane z okolic pach i pachwin, ale réwniez
z jamy ustnej, gardta oraz wysigkéw. Bywa tez izolo-
wany z moczu, jamy nosowej i zewnetrznego przewodu
stuchowego. Z tatwoscia kolonizuje rany.

Kolonizacja powierzchni skéry skutkuje wytwo-
rzeniem przez drozdzaki zlozonego biofilmu, zbudo-
wanego z wielu warstw o wysokim stopniu adherencji
i zdolnosci do proliferacji w niszach o zwiekszonej wil-
gotnosci. Tworzenie biofilmdéw na powierzchni bioma-
terialow stosowanych w praktyce medycznej zwigksza
ryzyko wieloogniskowej kolonizacji oraz jej diugo-
trwalego utrzymywania sie, co dramatycznie zmniejsza
szanse eradykacji grzyba.

Kolonizacja pacjentéow w $rodowisku szpitalnym
przez C. auris zachodzi bardzo szybko, w ciagu kilku
godzin po ekspozycji. Trwaé moze przez tygodnie, mie-
sigce, a nawet lata, pomimo stosowania srodkéw dezyn-
fekcyjnych jak i leczniczych, takich jak chlorheksy-
dyna, nystatyna, echinkandyny. Przewlekla koloniza-
cja moze z kolei prowadzi¢ do rozwoju kolejnych epi-
zodow inwazyjnej kandydozy w ciggu kilku miesiecy,
niezaleznie od zastosowanej optymalnej leczenia prze-
ciwgrzybiczej [45].

Réznicowanie pomiedzy kolonizacjg a zakazeniem,
podobnie jak w przypadku zakazen wywolywanych
przez inne grzyby z rodzaju Candida, powinno by¢
oparte na obserwacji wystapienia u pacjenta objawow
klinicznych, wskazujacych na proces infekcyjny, toczacy
sie w miejscu, z ktorego C. auris zostata wyizolowana
[27]. Nalezy przy tym podkresli¢, ze izolacja i iden-
tyfikacja C. auris z miejsc fizjologicznie niejalowych
jest wazna, gdyz kolonizacja pacjenta niesie wysokie
ryzyko transmisji tego drobnoustroju. Zdolnos¢ do
dlugotrwalej kolonizacji, stwierdzanej nawet trzy mie-
sigce po pierwszej identyfikacji, pomimo podjetego
leczenia przeciwgrzybicznego i ujemnych wynikow
pozniejszych badan przesiewowych, w duzym stopniu
stanowi o potencjale epidemicznym C. auris [57, 76].
Pacjent skolonizowany C. auris stanowi zrédlo konta-
minacji srodowiska szpitalnego [oszacowano, ze okolo
milion komdrek grzybiczych na godzine ulega uwolnie-
niu z powierzchni skéry do $rodowiska], co sprawia, ze
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Tabela I
Najczestsze miejsca kolonizacji i postaci inwazyjnych zakazen wywotywanych przez C. auris oraz
czynniki ryzyka dla rozwoju zakazenia u pacjentéw skolonizowanych [na podstawie 45, 27, 76]

Candida auris
Kolonizacja* Zewngtrzny przewod stuchowy
Jama nosowa
Jama ustna, gardto
Pachy
Pachwiny
Mocz
Odbytnica, odbyt
Inne: dlonie, skdra koniuszkow palcéw, przestrzenie miedzypalcowe stop
* mozliwa kolonizacja wigcej niz jednego miejsca anatomicznego
Zakazenie Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych
Stan zapalny tkanek oka
Zapalenie ucha zewnetrznego, zapalenie ucha i wyrostka sutkowatego
Zapalenie segmentu ruchowego kregostupa
Zakazenia odcewnikowe
Zapalenie wsierdzia, mig¢énia sercowego
Zakazenia skory i tkanek migkkich, zakazenia ran
Kandydemia
Zakazenia uktadu moczowego i kandyduria
Zakazenia wewnatrzbrzuszne
Zapalenie kosci i szpiku
Czynniki ryzyka | Wczesniejsza ekspozycja na leki przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze
Zabiegi chirurgiczne
Mechaniczna wentylacja
Zywienie pozajelitowe
Cewnikowanie
Hemodializa
Przewlekla niewydolno$¢ nerek
Wieloogniskowa kolonizacja C. auris
Cukrzyca

staje si¢ on rezerwuarem tego drobnoustroju i zrédlem
jego szpitalnej transmisji [76].

Stwierdzono pozytywna korelacje miedzy stop-
niem kolonizacji pacjenta przez C. auris, a kontami-
nacja srodowiska w jego najblizszym sasiedztwie [28,
87]. Kontaminacja 16zek szpitalnych, poreczy, klamek,
parapetow okiennych, krzesel, urzadzen pomiarowych
wielokrotnego uzytku (np. pulsykometréw, termome-
tréw) wykrywana jest w przebiegu wielu szpitalnych
ognisk epidemicznych i moze mie¢ charakter diugo-
trwaly [28]. Ponadto, C. auris moze zanieczyszczac rece,
rekawiczki i odziez personelu medycznego, bedacego
w bezposrednim kontakcie ze skolonizowanym pacjen-
tem, nie przestrzegajacego zasad higieny rak oraz pre-
wencji zakazen, co z kolei przyczynia sie do transmisji
drozdzaka na kolejnych pacjentow [76].

Tabela I przestawia najczesciej stwierdzane miejsca
kolonizacji, inwazyjnych zakazen wywolywanych przez
C. auris oraz czynniki ryzyka rozwoju zakazen u pacjen-
tow skolonizowanych [27, 45, 76] .

Najczestsza postacig zakazen wywolywanych przez
C. auris jest kandydemia. Obecnos¢ drozdzaka we krwi
niesie ryzyko jego rozsiewu do narzadéw wewnetrz-
nych (m.in. watroby, mézgu, pluc, kosci, nerek oraz
ukladu moczowego), co moze prowadzi¢ do wysta-

pienia zakazenia uogdlnionego, wstrzasu septycznego
i niewydolnosci wielonarzadowej. Kolonizacja i zaka-
zenia miejscowe mogg prowadzi¢ do wystgpienia
lub nawrotu kandydemii nawet po kilku miesigcach
od zakonczonego wyleczeniem pierwszego epizodu
infekcji. Smiertelnoéé z powodu zakazeri wywotanych
przez C. auris jest wyzsza niz dla innych przedstawicieli
rodzaju Candida i wynosi 30-70%. Wczesne wykrycie
i szybkie wdrozenie leczenia przeciwgrzybiczego zwiek-
szajg szans¢ pacjenta na przezycie [45].

4. Laboratoryjna diagnostyka Candida auris

Izolacja i identyfikacja C. auris jest kluczowa w za-
kresie rozpoczecia wlasciwej leczenia zakazonego
pacjenta oraz w celu kontroli transmisji drozdzaka
i opanowania ognisk epidemicznych w warunkach szpi-
talnych. Postepowanie diagnostyczne nastrecza jednak
wiele probleméw.

4.1. Identyfikacja gatunku Candida auris
Identyfikacja C. auris oparta o metody klasyczne,

w tym wyniki reakcji biochemicznych, jest proble-
matyczna i prowadzi do identyfikacji szczepéw jako
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Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevisiae, C. sake,
C. haemulonii, C. duobushmaemulonii, C. famata, C. lusi-
taniae, C. albicans, S. guillermondii czy C. parapsilosis
[30, 45, 79]. Dodatkowym problemem jest istnienie
5 kladéw C. auris, rdznigcych si¢ miedzy sobg np. pro-
tilami asymilacji N-acetyloglukozaminy [69].

Najczestsze przyklady btednej identyfikacji C. auris
za pomocg komercyjnych systeméw do identyfikacji
drobnoustrojow opartych na badaniu profilu aktyw-
nosci biochemicznej oraz wskazéwki dotyczace dal-
szych etapow diagnostyki mikrobiologicznej, koniecz-
nych przy podejrzeniu izolacji C. auris, s3 dostepne na
stronie CDC [https://www.cdc.gov/fungal/candida-
-auris/identification.html;
https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/pdf/ Testing-
-algorithm_by-Method_508.pdf].

Wiarygodna identyfikacja C. auris jest obecnie moz-
liwa przy zastosowaniu [33]:

v MALDI-TOF (ang. matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time-of-flight/ desorpcja/jonizacja
laserem wspomagana matrycg z pomiarem czasu
przelotu jonéw) pod warunkiem zastosowania
zaktualizowanej wzgledem C. auris bazy danych
dotyczacej profilow bialkowych badanych dro-
bnoustrojow (Bruker Biotyper® [Palaiseau, France;
system bioMérieux Vitek®, Capronne, France; nie-
zalezna biblioteka MSI®, Paris, France],

Y metod biologii molekularnej (PCR, multipleks
PCR, Real-Time PCR, PCR polimorfizmu dtu-
gosci fragmentow restrykcyjnych (ang. Restric-
tion Fragment Lenght Polymorphisms, RLFP)
sekwencjonowanie genetycznych loci: regionu
D1/D2 28S rDNA; 18S Internal Transcribed
Regions (ITS 1/2) rDNA; RPB1 i RPB2). Han-
dlowo dostepne zestawy do przeprowadzenia
reakcji PCR w kierunku C. auris to AurisID
(OLM, Newcastle Upon Tye, UK), Fungiplex
Candida Auris RUO Real-Time PCR (Bruker,
Bremen, Germany).

W jednym z badan [85] wykazano, Ze oba testy
pozwalaja zidentyfikowaé C. auris nawet przy niskich
stezeniach DNA.

Polaczenie analizy loci D1/D2 i ITS pozwala takze
na zakwalifikowanie izolatu do kladu genetycznego
bez koniecznos$ci wykonywania sekwencjonowania
calego genomu.

Proponowane sa molekularne protokoly uwzgled-
niajace wykrycie C. auris bezposrednio z wymazdw, co
moze ulatwia¢ przeprowadzanie badan przesiewowych
pacjentéw [65, 87]. Opracowano metode opartg na uzy-
skaniu RNA rybosomalnego genu ITS2 i przeprowadze-
niu reakcji real-time PCR z wykorzystaniem odwrot-
nej transkrypcji (RT-qPCR), w celu wykrycia Zywych

komorek C. auris w $rodowisku szpitalnym, co moze
by¢ pomocne w kontroli transmisji tego drozdzaka [42].

Obecnie dostepne metody izolacji i identyfikacji
C. auris zostaly przedstawione w publikacji Lockharti
wsp. [69].

Wykrywanie kolonizacji C. auris jest szczegoélnie
istotne w aspekcie kontroli zakazen, podjecia decyzji
o ewentualnej koniecznosci izolacji pacjenta. Badania
przesiewowe oparte s3 na pobraniu wymazow ze skory
pach i pachwin, po czym wstepne namnazanie prowa-
dzone jest w bulionie Sabouraud, zawierajacym 10%
NaCl i dulcytol. Po zaobserwowaniu wzrostu w bulio-
nie, hodowla jest przesiewana na podloze chromogenne
CHROMagar w celu uzyskania wzrostu izolatu, ktéry
w kolejnym etapie zostanie poddany identyfikacji. Pro-
cedura izolacji C. auris przy zastosowaniu tej metodyki
jest dostepna na stronie CDC pod adresem:
https://www.cdc.gov/fungal/lab-professionals/pdf/c.-
auris-colonization-screening-508.pdf.

Procedura pobierania wymazéw w kierunku C. auris
jest dostepna pod adresem: https://www.cdc.gov/fungal/
candida-auris/c-auris-patient-swab.html

Wzrost kolonii C. auris obserwowany jest po 24 go-
dzinach inkubacji w temperaturze 30-35°C, np. na
podlozu Sabouraud z dekstroza w postaci gtadkich
kolonii o kolorze bialym lub kremowym. W odrdz-
nieniu od innych gatunkéw Candida, C. auris wzrasta
takze w temperaturze 42°C. Na podiozach chromogen-
nych obserwowana jest zmiennos¢ morfologii kolonii
[https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/identifica
tion.html], w tym zabarwienia, od koloru rézowego do
bezowego [62].

Ostatnio opracowano i poddano analizie dwa nowe
podioza chromogenne CHROMagar Candida Plus
(CHROMagar, France) i HiCrome C. auris MDR selec-
tive agar (HiMedia, Mumbai, India) w celu identyfikacji
C. auris [5,9, 31]. W badaniu De Jong i wsp. [31] pod-
foze CHROMagar Candida Plus jako jedyne podloze
chromogenne (sposréd analizowanych: CHROMagar
Candida Plus (CHROMagar), HiCrome C. auris MDR
selective agar (HiMedia), CandiSelect (Bio-Rad),
CHROMagar Candida (CHROMagar), Chromatic Can-
dida (Liofilchem)) prawidlowo pozwala rozréznié
badane izolaty C.auris. Kolonie tego gatunku byly
zabarwione na kolor jasno niebieski, z tworzeniem
charakterystycznego niebieskiego halo [https://www.
chromagar.com/en/product/chromagar-candida-plus/].
Niemniej jednak, blisko spokrewnione gatunki C. pseu-
dohaemulonii i C. vulturna tworzyty kolonie o podob-
nym wygladzie, prowadzac do uzyskania wynikow
falszywie-dodatnich [31]. Z tego powodu zaleca sig,
aby kolonie podejrzane o przynaleznos¢ do gatunku
C. auris na podstawie wzrostu na podfozu chromogen-
nym, zostaly poddane dalszej analizie, z wykorzysta-
niem sekwencjonowania lub MALDI-TOF [69]. Kumar
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i wsp. [63] zaproponowali wykorzystanie tolerancji
temperaturowej i CHROMagaru uzupelnionego pod-
tozem Pal w celu morfologicznego rozréznienia pomie-
dzy C.auris a C. haemulonii i C.duobushaemulonii,
aczkolwiek opcja ta wydaje sie by¢ przydatna jedynie
w sytuacji, gdy zawezamy identyfikacje tylko do tych
blisko spokrewnionych ze sobg gatunkéw [69].

Opracowano takze dwa podloza selektywne dla
C. auris, z ktérych jedno (Selective Auris Medium,
SAM) zawiera wysokie (12,5%) stezenie NaCl oraz siar-
czan zelaza, co w polaczeniu z podwyzszong tempera-
turg inkubacji (42°C), preferencyjnie umozliwia wzrost
C. auris [30]. Inne podtoze (SCA/Specific C.auris
medium), jest wzbogaconym bulionem, w sktad ktérego
wchodzi 10% NaCl, mannitol i fiolet krystaliczny (inku-
bacja w temperaturze 40°C) [54]. Podloza te oczekujg
jednak na proces walidacji z uzyciem wiekszej liczby
gatunkow Candida, tacznie z blisko spokrewnionym
kompleksem C. haemulonii [69].

4.2. Ocena antybiotykowrazliwosci Candida auris
na leki przeciwgrzybicze

Wobec wysokiego odsetka izolatéw C. auris charak-
teryzujacych si¢ antybiotykoopornoscia, oznaczanie
lekowrazliwosci tego drozdzaka w warunkach in vitro
jest niezwykle istotne.

Wedlug rekomendacji Instytutu Klinicznych i Labo-
ratoryjnych Standardéw (ang. Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) oraz Europejskiego Komitetu
ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (ang. European Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST)
metody oceny lekowrazliwosci tego drobnoustroju,
obejmujg metode¢ mikrorozcieniczen w bulionie, metode
gradientowo-dyfuzyjng (E-testy, bioMérieux), Sensititre
YeastOne (Thermo Fisher Scientific), system VITEK-2
(bioMérieux), a takze MALDI-Biotyper antibiotic sus-
ceptibility test rapid assay (MBT ASTRA) i metody
molekularne [40].

Niestety, dotychczas nie ustalono wartosci granicz-
nych (ang. breakpoint) dla zadnego z dostepnych lekow
przeciwgrzybiczych, wykazujacych aktywnos¢ wzgle-
dem C. auris. Wiele laboratoriéw korzysta z prébnych
wartosci ,,breakpoint” opracowanych i zaproponowa-
nych przez CDC (https://www.cdc.gov/fungal/candida-
-auris/c-auris-antifungal.html) w oparciu o analize war-
tosci MIC, wyniki przeprowadzonych na zwierzetach
modeli zakazen C.auris i molekularng identyfikacje
mechanizmoéw lekoopornosci tego drobnoustroju. CDC
udostepnito takze przewodnik w interpretacji wartosci
MIC dla C. auris w oparciu o wiedz¢ uzyskana na temat
Candida spp. oraz opinie ekspertéw [https://www.cdc.
gov/fungal/candida-auris/c-auris-antifungal.html].
Mimo, iz wspomniane wartoéci ,,breakpoint” moga
by¢ pomocne klinicystom w interpretacji wartosci MIC

klinicznych szczepéw C. auris, nie powinna ona by¢
wlaczana do koncowych raportéw z wynikami prze-
prowadzonej diagnostyki laboratoryjnej [69].

Wyzwaniem diagnostycznym stwierdzanym w przy-
padku wielu izolatéw C.auris analizowanych przy
zastosowaniu metody mikrorozcienczen w bulionie
dla kaspofunginy jest takze tzw. efekt Eagle [61, 69].
Polega on na tym, ze izolat poddany ekspozycji na ste-
zenia antybiotyku wyzsze niz tzw. optymalne stezenie
bakteriobdjcze (ang. optimal bactericidal concentration,
OBC) paradoksalnie wykazuje zwiekszong przezywal-
no$¢ niz przy ekspozycji na OBC, co powodowane jest
zmniejszonym tempem obumierania komoérek grzyba
[https://www.cell.com/trends/microbiology/fulltext/
S0966-842X(18)30230-0].

Jesli wrazliwo$¢ na inne echinonadyny nie jest
badana réwnolegle z kaspofunging, zjawisko to moze
prowadzi¢ do blednej identyfikacji opornosci na ta
grupe lekow w szczepie wrazliwym [81]. Nalezy pod-
kresli¢, ze efekt Eagle nie odzwierciedla potencjalnej
odpowiedzi in vivo C. auris na echinokandyny, czego
dowiedziono, przeprowadzajac do$wiadczalny model
inwazyjnej kandydozy u myszy [61].

4.3. Rekomendowany algorytm post¢powania
diagnostycznego

Izolaty podejrzane o przynaleznos¢ do gatunku
C. auris powinny by¢ identyfikowane z wykorzystaniem
metody MALDI-TOF MS lub sekwencjonowania DNA.
Jesli nie ma mozliwosci zastosowania Zadnej z tych
metod, system Vitek2 (bioMérieux) jest obecnie uznany
za najbardziej wiarygodny w kontekscie identyfikacji
biochemicznej tego gatunku. Niemniej jednak, nalezy
pamietad, ze niektdre klady tego drozdzaka mogg zostaé
blednie zidentyfikowane jako kompleks C. haemulonii
i konieczna bedzie ich dalsza charakterystyka. Jesli
zadna z wyzej wymienionych opcji diagnostycznych nie
jest dostepna, mozna zastosowa¢ CHROMagar Candida
Plus w celu identyfikacji izolatu na podstawie koloru
wyrostych kolonii. Swoistos¢ tego podloza nie wynosi
jednak 100%, dlatego tez izolaty wstepnie zidentyfiko-
wane jako C. auris, powinny by¢ poddane gatunkowo-
-swoistej reakcji PCR lub RT-PCR, by zweryfikowaé
przynaleznos$¢ gatunkowa. W ostatecznosci, przy nie-
moznosci zastosowania zadnej z opisanych opcji diag-
nostycznych, nalezy wysta¢ szczep to laboratorium
referencyjnego w celu identyfikacji [69] zwlaszcza, jesli
w testach biochemicznych zostat on zidentyfikowany
jako C. haemulonii, C. famata, C. sake, Rhodotorula spp.,
Saccharomyces spp. Tego rodzaju postgpowanie jest
szczegllnie wazne w szpitalach o zwickszonym wystepo-
waniu zakazen wywolanych przez gatunki nie-albicans
oraz tych, ktdre przyjmuja pacjentéw z innych osrodkéow,
zglaszajacych ogniska wystepowania zakazen C. auris.
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5. Leczenie zakazen wywolywanych
przez Candida auris

Leczenie inwazyjnych zakazen wywolywanych przez
C. auris stanowi duze wyzwanie, bioragc pod uwage
zar6wno czesto spotykang wsrdd szczepdw opornosé na
dostepne leki przeciwgrzybicze, jak i brak rekomendacji
na temat optymalnego schematu leczenia. Na wybodr
odpowiedniego schematu terapeutycznego powinien
mie¢ wplyw rodzaj szczepu C. auris (niektore profile
antybiotykoopornosci s3 zalezne od genetycznego
kladu), zakazenie zwigzane z mozliwo$cig tworzenia
biofilmu przez drobnoustrdj oraz czynniki zwigzane
z pacjentem, m.in. wiek, wcze$niejsze leczenie przeciw-
grzybicze, postac kliniczna zakazenia, czy stan uktadu
odpornosciowego pacjenta [25, 33].

Ze wzgledu na najczesciej stwierdzane wsrod izo-
latéw klinicznych profile wrazliwosci na antybio-
tyki, mikafungina traktowana jest obecnie jako lek
z wyboru w terapii wiekszosci klinicznych postaci
zakazen C. auris u pacjentow dorostych. Lek ten jest
drogi, w niektorych krajach nie jest on fatwo dostepny.
Podczas leczenia konieczne jest monitorowanie stanu
klinicznego pacjenta i antybiotykowrazliwosci szczepu
poprzez wykonywanie kolejnych badan mikrobiolo-
gicznych, jako ze znane sg przypadki nabycia opornosci
na mikafungine w wyniku ekspozycji grzyba na lek.
Przy braku klinicznej odpowiedzi na terapie echino-
kandynami lub w przypadku rozwoju trwajgcej ponad
5 dni kandydemii, nalezy rozwazy¢ dodanie lub zmiane
schematu leczenia poprzez podanie liposomalnej amfo-
terycyny B lub izawukonazolu [91].

W terapii zakazenn noworodkow i dzieci <2 m.z.
lekiem pierwszego rzutu powinien by¢ deoksycholan
amfoterycyny B; podanie echinokandyn (kaspofungina,
mikafungina) mozna rozwazy¢ jedynie po upewnieniu
sie, ze zakazeniem nie zostal objety osrodkowy uklad
nerwowy (OUN) dziecka. Ze wzgledu na stabg penetra-
cje echinkandyn do OUN, terapia powinna obejmowa¢
wowczas inne leki, w tym flucytozyne, pozakonazol lub
izawukonazol, w zaleznosci od profilu lekowrazliwosci
szczepu in vitro [83]. Bardziej szczegdtowe informa-
cje na temat rekomendowanego obecnie postepowa-
nia terapeutycznego dostepne s3 na stronie CDC pod
adresem: https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/c-
-auris-treatment.html.

Warto dodac, ze nie zaleca sie podejmowania lecze-
nia w przypadku izolacji C. auris z miejsc fizjologicznie
niejatowych (np. uklad oddechowy, mocz) i kolonizacji
powierzchni skory, przy braku objawéw klinicznych,
wskazujacych na aktywne zakazenie. W tych sytuacjach,
jednak, konieczne jest wdrozenie odpowiednich proce-
dur majacych na celu zapobieganie i kontrole zakazen
i ograniczenie transmisji drobnoustroju w srodowisku
szpitalnym. Brak wystarczajacych dowodéw na skutecz-
no$¢ procedur, majacych na celu dekolonizacje, np. za
pomoca chlorheksydyny [https://www.cdc.gov/fungal/
candida-auris/c-auris-treatment.html] [1].

W ostatnich latach coraz wigksza uwage zwraca sie
na poszukiwanie nowych lekdw o aktywnosci przeciw-
grzybiczej, ale takze alternatywnych metod terapii zaka-
zen wywotywanych przez C. auris. Potencjalnie nowe
metody terapii o wykazanej aktywnosci wzgledem tego
gatunku zostaly przedstawione w Tabeli II.

Tabela II
Nowe leki przeciwgrzybicze oraz alternatywne strategie leczenia o wykazanej aktywnosci wzgledem C. auris
[na podstawie 25, 45]

Nowe leki przeciwgrzybicze

Lek Mechanizm dziatania Pls.mlen-
nictwo

Fosmanogepix (APX001) Inhibitor enzymu Gwt1 (ang. Glycosylphosphatidylinositol-anchored Wall protein Transfer 1) [48]

Arylamidyna T-2307 Powoduje zaburzenia potencjatu bfony mitochondrialnej w komoérkach grzybiczych [98]

Ibrexafungerp (SCY-078) Inhibitor syntazy glukanu (3]

Nitroksolina Pochodna hydroksychinoliny, mechanizm dzialania prawdopodobnie oparty [43]
na chelatacji jonowej

VT-1598 Lek tetrazolowy, inhibitor enzymu CYP51 (ERG11p) i syntezy ergosterolu [97]

PC945 Lek triazolowy, inhibitor demetylazy 14a-lanosterolu [79]

Rezafungina Nowa echinokandyna o dlugim okresie pottrwania [67]

Alternatywne strategie leczenia

Karwakrol Roslinne olejki eteryczne, zawierajg sktadniki fenolowe o aktywnosci przeciwgrzybiczej (88]

Farnesol Ostabianie wirulencji, adherencji i tworzenia biofilmu przez C. auris [92]

Krotamina Naturalny peptyd, toksyna uzyskana z jadu grzechotnika; powoduje destabilizacje [29]
blony komoérkowe;j

Nanoczasteczki tlenku azotu | Hamowanie proliferacji planktonicznych komoérek C. auris, hamowanie tworzenia biofilmu [26]
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Coraz wiekszym zainteresowaniem w zakresie po-
tencjalnego zastosowania w terapii zakazen C.auris
ciesza sie takze istniejace juz leki, wlaczajac preparaty
o aktywnosci przeciwwirusowej, przeciwpasozytniczej,
przeciwnowotworowej, przeciwzapalnej, czy przeciwde-
presyjnej. Potencjalna aktywnos¢ przeciwgrzybicza tych
$rodkow terapeutycznych zostala szczegétowo opisana
w pracy przegladowej Izadi i wsp. [55].

6. Zalecane dzialania prewencyjne

Jedna z kluczowych zasad postepowania w przy-
padku pacjentéow skolonizowanych lub zakazonych
C. auris jest ich izolacja (ewentualnie kohortacja) oraz
zastosowanie kontaktowych srodkéw ostroznosci.
Bardzo istotna w zakresie dziatan prewencyjnych jest
mozliwos¢ wydzielenia osobnego personelu i sprzetu
medycznego (np. sprzet USG, zestawy do tracheo-
stomii) dla tych pacjentéw. Jesli to tylko mozliwe, nalezy
stosowac sprzet i materialy jednorazowego uzytku.
Powinno obowigzywaé mycie i dezynfekcja srodowi-
skowa, w tym np. aparatéw do RTG, EKG, sprzetu do
tizjoterapii, przed i po uzyciu, a takze codzienna (oraz
po wypisaniu pacjenta skolonizowanego/zakazonego)
dezynfekcja sal szpitalnych. Szczegoélny nacisk nalezy
polozy¢ na dezynfekcje czgsto uzywanych powierzchni
(stoly, porecze tozek, szafki) z zastosowaniem odpo-
wiednich $rodkow z uwzglednieniem zalecanego przez
producenta czasu ekspozycji. Rekomendowane s3
$rodki na bazie chloru, kwasu nadoctowego, nadtlenku
wodoru, alkoholu. Nalezy natomiast unika¢ czwarto-
rzedowych zwigzkéw amoniowych ze wzgledu na brak
wrazliwosci C. auris [1, 28, 33].

Personel medyczny powinien podczas leczenia
i ochrony nad pacjentami z C. auris zaklada¢ jednora-
zowe fartuchy z dlugimi rekawami i jednorazowe reka-
wiczki (germ-free). Szczegodlne znaczenie ma odpowied-
nia dezynfekcja skory rak z wykorzystaniem $rodkow
na bazie alkoholu, wedlug rekomendacji WHO [https://
www.who.int/campaigns/world-hand-hygiene-day].
Ze wzgledu na fakt, iz C. auris jest nowym patogenem,
konieczna jest réwniez edukacja personelu, uswiado-
mienie zagrozen z nim zwigzanych, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem jego wieloantybiotykoopornosci i drog
transmisji [1].

W przypadku kontaktu (>24-godzinny pobyt w tej
samej sali szpitalnej, stosowanie tego samego sprzetu
medycznego) z ,pacjentem zero’, konieczne s3 badania
przesiewowe 0sdb z kontaktu. Powinny one obejmo-
wa¢é pobranie wymazoéw z pach, pachwin (po jednej
wymazdowce dla kazdej z nisz) i jamy nosowej/gardla,
oraz moczu (tylko pacjenci cewnikowani) i wymazu
z odbytu. Badaniu przesiewowemu powinni by¢ nato-
miast poddani wszyscy pacjenci w jednostce objetej

potencjalng transmisjg C. auris. Dodatkowo, w zalez-
nosci od sytuacji klinicznej, mozna rozwazy¢ dodatkowe
pobranie wymazdéw z ran, zewnetrznego przewodu stu-
chowego, pochwy. Dwa pierwsze badania przesiewowe
(dzien 0 i dzien 4.) powinny by¢ wykonane w pierw-
szym tygodniu, po czym kolejne - raz w tygodniu.
Pobrane materialy kliniczne powinny by¢ wysiane na
chromogenne podloze selektywne w kierunku C. auris
badz na podloze umozliwiajace identyfikacje gatun-
kéw nom-albicans za pomocg MALDI-TOE. Izolacje
pacjentow mozna zakonczy¢ po uzyskaniu ujemnych
wynikéw badan przesiewowych w co najmniej dwdch
seriach wymazow pobranych w odstepie tygodnia, przy
niestosowaniu w tym czasie lekéw przeciwgrzybiczych.
Rekomendowane jest testowanie w kierunku C. auris
za pomocg reakcji PCR po pobraniu drugiego zestawu
wymazow, w celu zwigkszenia czulosci badan. Bada-
niom mikrobiologicznym nalezy takze poddac sprzet
medyczny majacy kontakt z pacjentem, w celu ustalenia
potencjalnych drég transmisji [1].

Do jednostki, w ktérej wykryto C. auris, nie nalezy
przyjmowac pacjentow, az do czasu ustalenia zasiegu
szpitalnej transmisji drozdzaka oraz potencjalnych
drég transmisji. Alternatywnie, Zadni nowi pacjenci
nie powinni by¢ przyjmowani, do czasu wypisania
wszystkich dotychczasowych pacjentow z C. auris [1].
Co wigcej, nawet jesli kolejne przypadki izolacji C. auris
nie zostang wykryte w jednostce, zalecane jest cotygo-
dniowe badanie przesiewowe pacjentéw (wymazy ze
skory pach i pachwin, oraz mocz u pacjentéw cewni-
kowanych, ewentualnie wymaz z odbytu - materialy
pobierane w celu hodowli) przez co najmniej 3 miesigce
od wypisania ostatniego pacjenta z C. auris.

Tabela III przedstawia rekomendacje CDC i ECDC
na temat zapobiegania i kontroli transmisji C. auris
w warunkach szpitalnych [27].

7. Podsumowanie

C. auris, ze wzgledu na nieznane, jak dotad, pocho-
dzenie oraz szereg cech odrdzniajacych ten gatunek
od pozostalych przedstawicieli rodzaju Candida,
a w szczegolnosci — wysoki potencjal epidemiczny,
zdolnos¢ do transmisji horyzontalnej, odpornos¢ na
dziatanie zewnetrznych czynnikéw srodowiskowych,
niektérych srodkéw dezynfekeyjnych oraz wieloanty-
biotykoopornos¢, a takze trudnosci zwigzane z iden-
tyfikacja laboratoryjng, traktowany jest jako enigma-
tyczny i bardzo grozny drobnoustrdj. Z tego wzgledu
konieczne jest kontynuowanie badan majacych na celu
poznanie potencjalu patogennego tego drobnoustroju
i mechanizméw wirulencji, a takze rozwdj i wdrozenie
do rutynowej diagnostyki mikrobiologicznej metod,
ktoére pozwola na szybka i wiarygodna identyfikacje
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Tabela III

Rekomendacje CDC i ECDC dotyczace zapobiegania i kontroli transmisji C. auris w warunkach szpitalnych [na podstawie 27]

ECDC

CDC

« Prawidlowa identyfikacja gatunku (MALDI-TOEF, sekwencjo-
nowanie domeny D1/D2)

o Raportowanie nowych przypadkow, analiza retrospektywna
przypadkow

« Opracowanie standardow kontroli zakazen (wlaczajac mycie
i dezynfekcje $Srodowiskowsg, reprocesowanie urzadzen medycz-
nych, izolacje pacjenta), szybkie i wlasciwe raportowanie nowych
przypadkow

o Wczesna identyfikacja nosicieli poprzesz aktywny skrining?
prosze wpisa¢ polskie okreslenieprosze o konsekwencje (wymazy
z nosa, gardla, pach, pachwin, odbytu, miejsc wkiucia cewnikéw
dozylnych, mocz, kat, ptyn z drenazu rany, materialy z drog odde-
chowych)

« Ustalenie Zrédla ogniska epidemicznego (dochodzenie epide-
miologiczne, badania przesiewowe pacjentéw, wymazy srodowis-
kowe); prewencja transmisji drobnoustroju

« Ograniczanie rozprzestrzeniania si¢ ogniska (kontaktowe
$rodki ostroznosci, izolacja/kohortowanie pacjentéw, personel
medyczny dedykowany do opieki nad skolonizowanymi/zakazo-
nymi pacjentami)

 Edukacja personelu medycznego

» Wiasciwa szpitalna polityka antybiotykowa

« Prawidlowa identyfikacja gatunku (MALDI-TOFE metody bio-
logii molekularnej)
» Raportowanie potwierdzonych izolatéw C. auris

« Strategie kontroli zakazen:

» Jednoosobowe pokoje dla pacjentéw, kontaktowe srodki ostroz-
nosci

» Wlasciwa higiena rak

» Mycie i dezynfekcja srodowiskowa (codzienna i po wypisaniu
pacjenta) odpowiednimi $rodkami

» Badania przesiewowe 0sob z kontaktu, identyfikacja przypadkow
kolonizacji (wymazy: pachy, pachwiny, nos, zewnetrzny przewod
stuchowy, czes¢ ustna gardta, inne: mocz, rany, odbyt)

» Badania przesiewowe zalecane dla pacjentéw z tej samej sali, co
pacjent z C. auris

 Edukacja personelu medycznego
» Monitorowanie przestrzegania zasad kontroli zakazen
o Wiadciwa szpitalna polityka antybiotykowa

tego gatunku. Kluczowe jest opracowywanie nowych
strategii terapeutycznych oraz skutecznych metod zapo-
biegania transmisji tego drozdzaka, co jest szczegolnie
wazne w warunkach szpitalnych.
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Streszczenie: Lipopolisacharyd (LPS) wystepuje w wigkszoéci bakterii Gram-ujemnych i indukuje wrodzong odpowiedZ immunologiczna
poprzez wigzanie si¢ z receptorem Toll-podobnym 4 (TLR4). Interesujacym zagadnieniem jest LPS wyizolowany z gatunku Pantoea agglo-
merans. Z jednej strony stanowi czynnik ryzyka chorob takich jak rany, ropien, bakteriemia, zapalenie pluc, infekcje drég moczowych,
septyczne zapalenie stawow, zapalenie koéci i szpiku oraz zapalenie otrzewnej. Z drugiej strony coraz czgéciej obserwuje sie jego wiasci-
woéci prozdrowotne w miazdzycy, chorobie Alzheimera i osteoporozie. Badania na ludziach i modelach zwierzecych pokazuja, ze LPS
z P agglomerans moze mie¢ korzystne dzialanie w leczeniu niektorych choréb. Ogromnym wyzwaniem jest dzi$§ zapobieganie i leczenie
choréb skory, w tym atopowego zapalenia skory, alergicznego kontaktowego zapalenia skory i trudno gojacych si¢ ran. Badania pokazuja,
ze LPS z P. agglomerans moze by¢ przydatny w leczeniu choréb skory poprzez wplyw na odpowiedz immunologiczng. Badania pokazuja,
ze LPS dziala na komorki Langerhansa i prowadzi do tlumienia odpowiedzi alergicznej.

1. Wprowadzenie. 2. Pantoea agglomerans. 2.1. Lipopolisacharyd. 3. Lipopolisacharyd w atopowym zapaleniu skory. 4. Lipopolisacharyd
w alergicznym kontaktowym zapaleniu skory. 5. Lipopolisacharyd a gojenie ran. 6. Podsumowanie

LIPOPOLYSACCHARIDE PANTOEA AGGLOMERANS AND ATOPIC DERMATITIS,
ALLERGIC CONTACT DERMATITIS AND WOUND HEALING

Abstract: Lipopolysaccharide (LPS) is found in most Gram-negative bacteria and induces innate responses by binding to toll-like recep-
tor 4 (TLR4). LPS isolated from Pantoea agglomerans species is an interesting issue. On the one hand, it is a risk factor for diseases such as
wounds, abscess, bacteremia, pneumonia, urinary tract infections, septic arthritis, osteomyelitis and peritonitis. On the other, its health-
promoting properties in atherosclerosis, Alzheimer’s disease, and osteoporosis are increasingly observed. Studies in humans and animal
models show that LPS from P. agglomerans may have beneficial effects in the treatment of certain diseases. A huge challenge today is the
prevention and treatment of skin diseases, including atopic dermatitis (AD), allergic contact dermatitis (ACD), and hard-to-heal wounds.
Reports show that LPS from P. agglomerans may be useful in the treatment of skin diseases through its effects on the immune response.
Studies show that LPS acts on Langerhans cells and leads to suppression of the allergic response.

1. Introduction. 2. Pantoea agglomerans. 2.1. Lipopolysaccharide. 3. Lipopolysaccharide and atopic dermatitis. 4. Lipopolysaccharide and
allergic contact dermatitis. 5. Lipopolysaccharide and wound healing. 6. Summary

Stowa kluczowe: alergiczne kontaktowe zapalenie skory, atopowe zapalenie skory, gojenie ran, immunomodulacja, lipopolisacharyd,
Pantoea agglomerans

Keywords:

allergic contactdermatitis, atopic dermatitis, wound healing, lipopolysaccharide,immunomodulation, Pantoea agglomerans

1. Wprowadzenie

Lipopolisacharyd (LPS) to struktura wystepujaca
u bakterii Gram-ujemnych, ktéra indukuje wrodzong
odpowiedZz immunologiczng poprzez wigzanie sie
z receptorem Toll-podobnym 4 (TLR4) [20, 52]. Od
dawna LPS jest uznawany za toksyczny sktadnik bakte-
ryjny i jest stosowany do pobudzania odpowiedzi zapal-

nych w badaniach in vitro i in vivo, takich jak zapalenie
pluc i uszkodzenie jelit, wywotane przez LPS w ekspe-
rymentalnych modelach zwierzecych [17, 73]. Jednak
niektére badania pokazujg, ze ekspozycja na endo-
toksyny, w tym LPS w dziecinstwie zmniejsza ryzyko
alergii i astmy w dorostym zyciu [6]. Ciekawe zagadnie-
nie stanowi dzialanie na organizm LPS wyizolowanego
z gatunku Pantoea agglomerans. Badania prowadzone
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na ludziach oraz z zastosowaniem modelu zwierzecego
pokazujg, ze LPS ten moze mie¢ korzystny wptyw na
leczenie niektérych choréb. Nakata i wsp. [45] wyka-
zali, ze doustne podanie LPS z P. agglomerans wptywa
na aktywacje¢ makrofagdw (inicjowanie) i chroni przed
infekcja i alergia, bez wystapienia skutkéw ubocznych.
Wykazano takze, ze LPS P. agglomerans zapobiega thu-
mieniu funkcji makrofagéw w chorobach wywotanych
stresem [45]. Doustnie podawany LPS moze dotrze¢
do otrzewnej i wzmocni¢ fagocytoze poprzez $ciezke
sygnalizacyjng receptora TLR4 w rezydentnych makro-
fagach otrzewnowych myszy [24, 28]. Analizy bioche-
miczne wykazaly, ze LPS znacznie poprawia tolerancje
glukozy i obniza poziomy LDL (lipoproteiny o niskiej
gestosci) utlenionego LDL w osoczu oraz znaczgco
zmniejsza wytwarzanie mediatoréw prozapalnych,
w tym biatka chemotaktycznego monocytéw (MCP-1)
w osoczu, czynnika martwicy nowotworu-a (TNF-a)
i interleukiny-6 (IL-6) w okreznicy oraz zmniejsza
aktywnos¢ oksydacyjng w probce krwi obwodowej [28].
Korzystne skutki terapeutyczne dziatania LPS P. agglo-
merans wykazano réwniez w osteoporozie, miazdzycy,
chorobach metabolicznych i chorobie Alzheimera.
Analizy biochemiczne wykazaty, ze LPS P. agglomerans
wplywa na obnizenie poziomu LDL i utlenionego LDL
w osoczu zapobiegajac w ten sposdb miazdzycy [29, 46].

Olbrzymim wyzwaniem dzisiejszych czaséw jest
zapobieganie oraz leczenie choréb skory, w tym atopo-
wego zapalenia skdry (atopic dermatitis, AD), alergicz-
nego kontaktowego zapalenie skory (allergic contact
dermatitis, ACD) oraz trudno gojacych si¢ ran. Scho-
rzenia te sg czeste, ucigzliwe dla pacjentéw, a ich lecze-
nie kosztowne [27]. Wykazano, Ze m.in niegojace si¢
rany powoduja ogromne wydatki na opieke zdrowotna,
ktorych calkowity koszt szacuje sie na ponad 3 miliardy
dolaréw rocznie [39]. Chociaz wzrost zachorowalno$ci
obserwowany jest wszedzie, najbardziej dotknigte sg
kraje szybko rozwijajace si¢ [59]. Stale poszukuje si¢ sku-
tecznych terapii w leczeniu tych schorzen, bada sig
ich podioze chordb oraz ocenia sie¢ wpltyw poszczegol-
nych czynnikéw na ich zaostrzenie. W badaniach poja-
wily sie doniesienia o wplywie LPS P. agglomerans na
zfagodzenie chordb skory. Cho¢ nie wszystkie dane sg
spojne, wiele z nich méwi o fagodzeniu stanu zapalnego
w chorobach skdry po stosowaniu LPS.

W przegladzie tym zebrano dane dotyczace wpltywu
LPS pochodzacego od P agglomerans na AD, ACD
trudno gojace si¢ rany.

2. Pantoea agglomerans
Bakterie gatunku Pantoea agglomerans produkujgce

z0lty pigment, sg bakteriami Gram-ujemnymi naleza-
cymi do rzedu Enterobacteriales, wcze$niej byly znane

jako Enterobacter agglomerans lub Erwinia herbicola [9,
70]. Gatunek ten zostal przeklasyfikowany do nowego
rodzaju w 1989 [61]. P agglomerans jest organizmem
srodowiskowym pochodzenia rolniczego, czgsto izolo-
wanym z roélin, gleby, wody i pozywienia [7]. Bakteria
fermentuje weglowodany, powoli rozklada zelatyne i nie
ma zdolno$ci do dekarboksylacji aminokwasow. Izo-
lowana jest czesto od pracownikow zaktadéw zbozo-
wych i jest mozliwym czynnikiem etiologicznym (jako
fitopatogen) goraczki zbozowej (zespotu toksycznego
wywolanego pylem organicznym). Organizm ten jest
patogenem oportunistycznym, aby doszlo do infekcji
zwykle wymagana jest obnizona odporno$¢ zywiciela
m.in. nawracajace zakazenia, zaburzenia Zotagdkowo-
-jelitowe i przedluzone gojenie ran [14]. W wielu
doniesieniach literaturowych opisywano wyizolowa-
nie patogennych P. agglomerans w przypadku: infekcji
rany, ropnia, bakteriemii, zapalenia ptuc, infekcji drog
moczowych, septycznego zapalenia stawdw, zapalenia
kosci i szpiku, zapalenia otrzewnej, kamicy przewodu
z6lciowego, zapalenia pecherza moczowego i zapale-
nia wnetrza galki ocznej [7, 9, 10, 11, 53, 57]. Jednak
coraz czesciej opisuje si¢ prozdrowotne wlasciwosci
tej bakterii. Wykazano, ze woda zZrédlana Comano
(Comano, Wlochy), w ktorej bytuja m.in. P. agglome-
rans poprawia regeneracje skory, nie tylko zwiekszajac
proliferacje i migracje keratynocytéw, ale takze modu-
lujac zregenerowane widkna kolagenowe i elastyczn
w skorze. Jednakze nie mozna jednoznacznie okres-
li¢, ze za prozdrowotne wiasciwosci wody odpowiada
tylko P. agglomerans poniewaz bytuja w niej takze inne
gatunki takie jak Aeromonas hydrophila, Pseudomo-
nas putida, Pseudomonas stutzeri, Citrobacter youngae,
Chromobacterium violaceum [47].

2.1. Lipopolisacharyd P. agglomerans - budowa,
wlasciwosci

Lipopolisacharyd jest gtéwnym skladnikiem blony
zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych [15]. LPS jest
makroczasteczkowym glikolipidem zfozonym z hydro-
fobowego regionu lipidu A przylaczonego do dlugiego
i rozgalezionego tanicucha weglowodanowego. Region
A lipidu jest odpowiedzialny za wigkszo$¢ aktywnosci
immunologicznej LPS i skfada si¢ z fosforylowanego
szkieletu diglukozaminy z dofaczonymi do niego czte-
rema do siedmiu fancuchami acylowymi. Cztery z grup
acylowych sa bezposrednio polfaczone z pozycjami 2,
3, 2> i 3> szkieletu glukozaminy, a pozostale dwie sa
przylaczone do grup hydroksylowych tancuchéw lipi-
dowych. Lipid A z réznych gatunkéw bakterii wykazuje
znaczng roznorodnos¢ strukturalng [37, 51]. Region
weglowodanowy LPS mozna podzieli¢ na dwa obszary,
rdzen i faicuch O-specyficzny. Region rdzenia stanowi
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oligocukier, ktory taczy tancuch O-swoisty z lipidem A
i jest stosunkowo konserwatywny wsrod gatunkow
bakterii [51, 62]. Lanicuch O-swoisty jest zbudowany
z kilkunastu do kilkudziesigciu powtarzajacych sie
podjednostek cukrowych, ktére warunkujg swoistosé
antygenowa. LPS nazywany jest endotoksyna, ponie-
waz wywoluje silng odpowiedz zapalng. Jednak LPS
niektérych bakterii, w tym Porphyromonas gingivalis
i Helicobacter pylori, wykazuje niska aktywno$¢ endo-
toksyczna w pordwnaniu z enterobakteriami, takimi jak
np. Escherichia coli [15, 43, 50]. Yoshida, w 1991 roku
odkryli substancje w wodnym ekstrakcie maki pszen-
nej, ktora aktywowala makrofagi po podaniu doustnym
lub $rodskornym. Substancjg ta byl LPS, ktory pocho-
dzi z zewnetrznej blony komdrkowej P. agglomerans.
Nazwano go IP-PA1 (immunopotencjator z P. agglo-
merans, dawna nazwa: LPSp). Uwaza si¢, ze preparat
IP-PA1 ma zastosowanie w roznych dziedzinach, takich
jak zywnos¢ (w zapobieganiu i lagodzeniu zespotow
metabolicznych), produkty do pielegnacji skory (w celu
utrzymania zdrowej skdry, zlagodzenia atopowego
zapalenia skory i przeciwdzialania starzeniu) oraz
jako aktywny skfadnik pasz do hodowli bydla (w celu
ochrony przed infekcjami) [30]. Chociaz struktura
lipidu A z LPS-u IP-PA z P. agglomerans jest prawie taka
sama jak w przypadku E. coli i Salmonella ssp., sktad
tancucha polisacharydowego jest rozny [63]. Wediug
Kohchi i wsp., fancuch O-specyficzny P. agglomerans
LPS (IP-PA1) jest krdtszy w pordwnaniu z O-specyficz-
nym tancuchem LPS z E. coli O157:H7 ma inny skfad.
LPS IP-PA1 sklada si¢ z ramnozy i glukozy, podczas
gdy LPS E. coli sktada si¢ z kolitozy, glukozaminy, glu-
kozy i galaktozy. Catkowita masa czasteczkowa IP-PA1
jest znacznie mniejsza niz E. coli LPS [30]. IP-PA1 ma
mniejszg mas¢ molekularng (5000 kDa), niz inne bak-
terie [48]. LPS IP-PA1 staje si¢ obiecujacym immuno-
modulatorem [23].

3. Lipopolisacharyd w atopowym zapaleniu skory

Rola LPS w alergii jest tematem intensywnych
badan. Bliimer i wsp. badali samice myszy BALB/c
eksponowane na LPS przed zaptodnieniem i w czasie
cigzy. Kilka tygodni po urodzeniu potomstwo uwraz-
liwiono na albuming jaja kurzego (OVA), a nastgpnie
prowokowano alergenem w aerozolu. Niniejsze bada-
nie dostarcza pierwszych eksperymentalnych dowodow
na to, ze LPS moze juz dziala¢ w zyciu prenatalnym
w celu modulowania rozwoju alergii u potomstwa [5].
Badanie Tuli¢ i wsp. pokazalo, ze gdy zwierzeta byly
eksponowane na LPS od dnia 6 do dnia 10 po uczule-
niu, w dniu 12 zaobserwowano obnizony poziom prze-
ciwcial IgG swoistych dla OVA i podwyzszony poziom
IgE swoistych dla OVA w poréwnaniu z uczulonymi

zwierzetami nienarazonymi na LPS. W badaniu tym,
wykazano, ze u szczurdéw narazenie na produkt bak-
teryjny LPS moze zapobiega¢ uczuleniu na alergen in
vivo tylko wtedy, gdy narazenie nastepuje na wczesnym
etapie procesu uczulania, co w tym modelu oznacza do
dnia 6 po pierwotnym uczuleniu alergenem. Ekspozy-
cjana LPS po 6 dniu dodatkowo wzmocnita alergiczna
odpowiedz zapalng [6, 13, 64, 71].

Atopowe zapalenie skory to przewlekla i nawraca-
jaca choroba zapalna skory, ktora czesto wspolistnieje
z innymi chorobami atopowymi. Patofizjologia ato-
powego zapalenia skory jest zlozona i wieloczynni-
kowa, obejmujgca elementy dysfunkcji bariery, zmiany
w komorkowej odpowiedzi immunologicznej, nad-
wrazliwos¢ zalezng od IgE oraz czynniki srodowiskowe.
Okoto 80% pacjentéw z AD wykazuje fenotyp immuno-
logiczny charakteryzujacy sie wysokim poziomem swo-
istych dla alergenu komoérek Th2 i przeciwcial IgE oraz
naciekéw limfocytow obecnych w skorze [3, 33, 34].
Fenotyp immunologiczny Th2 moze przyczyniaé si¢ do
patologii AD poprzez tlumienie wrodzonych i adap-
tacyjnych odpowiedzi immunologicznych przeciwko
drobnoustrojom [4, 12]. Istniejg przestanki, ze lizat bak-
terii Gram-ujemnych takich jak Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, Citrobacter
youngae, Chromobacterium violaceum pochodzacych
z goracych Zrédel jest skutecznym sktadnikiem do
pielegnacji skory w zapobieganiu zaostrzenia AD [19].
Ciekawym jest, ze Myles i wsp. dowiedli réwniez, ze
pacjenci z AD maja mniej bakterii Gram-ujemnych na
skorze niz osoby zdrowe oraz ze przeszczepienie bak-
terii Gram-ujemnych pobranych ze skory oséb zdro-
wych na skére pacjentéw z AD ostabito objawy AD [42].
W badaniu Nakai i wsp. wykazano, ze krem nawilzajacy
z dodatkiem LPS (IP-PA1) byt przydatny w codzien-
nej pielegnacji skory pacjentdéw z fagodna postacig AD
oraz ostabial objawy choroby [44]. Badania pokazuja,
ze swedzenie znaczaco wplywa na pogorszenie jakosci
zycia pacjentow z AD i dodatkowo drapanie wzmac-
nia objawy AD poprzez zniszczenie funkcji bariery
skornej [74]. Nakai i wsp. wykazali, ze krem nawilza-
jacy z dodatkiem LPS (IP-PA1) skutecznie zmniejsza
uczucie swedzenia w AD [44, 74]. Chociaz limfocyty T
regulatorowe (Treg), ktére ttumig limfocyty T pomoc-
nicze, istnieja w naskdrku zdrowej osoby, uwaza sig, ze
funkcja Treg jest ostabiona u pacjentéw z AD (8, 49,
67]. Wcigz podejmowane sg proby wyjasnienia mecha-
nizmu wplywu LPS na AD, w tym zwigzku LPS z IL-31
a AD. Doniesiono, ze Treg stymulowane LPS wplywaja
immunosupresyjnie na neutrofile, tak ze hamuja stan
zapalny [35]. Na tej podstawie mozna sobie réwniez
wyobrazi¢, ze LPS aktywuje komorki Treg w celu zaha-
mowania pomocniczych komoérek T i zmniejszenia eks-
presji IL-31, ktéra powoduje stan zapalny i swedzenie
[44]. Pomimo, Ze wiele interakcji miedzy LPS a innymi
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komdrkami obecnymi w naskdrku wciaz nie jest pozna-
nych, pojawily si¢ pewne doniesienia wyjasniajace.
Keratynocyty wyrazaja TLR, w tym TLR4 i reaguja na
stymulacje LPS. Stymulacja keratynocytow przez LPS
zwieksza poziom ekspresji filagryny, biatka pelniacego
funkcje bariery [25]. Ponadto keratynocyty wytwarzaja
B-defensyne, substancje przeciwdrobnoustrojowa, in
vivo w odpowiedzi na stymulacje przez LPS [55]. Na
podstawie tych ustalen mozna zatozy¢, ze LPS oddzia-
lywuje na keratynocyty, co wzmacnia barierowg funkcje
skory i hamuje niepozadane namnazanie sie¢ bakterii
[32]. W komorkach Langerhansa nie ma indukgji cyto-
kin zapalnych w odpowiedzi na stymulacje LPS [66].
Stymulacja LPS ttumi raczej ekspresje Th2 chemokiny
TARC [40]. Sugeruje to, ze dzialanie LPS na komorki
Langerhansa prowadzi do sttumienia odpowiedzi aler-
gicznej [44]. W badaniu Wakame i wsp. wykazano, ze
doustne podanie LPS IP-PA1 moze mie¢ hamujacy
wplyw na AD. Badania przeprowadzono na myszach
szczepu NC/Nga. Sugeruje sie, ze IP-PA1 moze kon-
trolowa¢ reakcje immunologiczng zachodzaca in vivo
u myszy NC/Nga na poziomie komdrkowym. Dzieje
sie tak, poniewaz limfocyty T CD4* odgrywaja wazna
role w réwnowadze immunologicznej reakcji obronne;j
gospodarza, a potwierdzono, ze CD4"i CD8" s3 obecne
w szczegolnosci w komorkach AD penetrujgcych skore
[69]. Podsumowujac, doustne podawanie IP-PA1 wyka-
zuje hamujacy wplyw na objawy AD [69].

4. Lipopolisacharyd w alergicznym
kontaktowym zapaleniu skory

Alergiczne kontaktowe zapalenie skory jest reakcja
nadwrazliwosci typu IV indukowang przez alergeny
kontaktowe [26]. Rozwdj alergii kontaktowej wymaga
uczulenia na okreslony alergen, a nastepnie wywolania
odpowiedzi zapalnej po wtdrnej ekspozycji na ten sam
alergen [68]. Ciagle poszukuje si¢ przyczyn i terapii
w ACD, stworzenie mysiego modelu nadwrazliwosci
kontaktowej (CHS) na hapteny, ktdra jest odpowied-
nikiem ludzkiego ACD pozwolilo na poznanie wielu
mechanizméw tej choroby i daje nadzieje na zna-
lezienie kolejnych mozliwych przyczyn jej powsta-
wania oraz ewentualnych skutecznych terapii [1, 2].
W CHS faza sensytyzacji rozpoczyna sie po pierwszym
kontakcie z haptenem [16]. Wnikajacy w skdre aler-
gen kontaktowy fatwo wiaze sie¢ z wszelkiego rodzaju
sktadnikami skory, w tym z biatkami gtéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej (MHC) [72]. Po kontakcie
z alergenem okoto 40% lokalnych LC ulega aktywacji,
opuszcza naskorek i migruje naczyniami limfatycznymi
do drenujgcych weztéw chlonnych, gdzie osadzaja sie
w obszarach przykorowych limfocytéw T. Bezpo$rednio
po kontakcie z alergenem indukowane jest wytwarzanie

mRNA interleukiny-1p (IL-) i uwalnianie biatka IL-1f
z LC. Z kolei IL-1f stymuluje uwalnianie czynnika mar-
twicy nowotworu-a (TNF-a) i czynnika stymulujacego
tworzenie kolonii granulocytéw-makrofagéw (GM-
-CSF) z keratynocytéw. IL-1P i TNF-a hamujg ekspresje
zwigzanej z blong E-kadheryny i w ten sposéb powo-
duja odlaczenie LC od otaczajacych keratynocytow
[16]. Jednoczesnie wzrasta ekspresja czasteczek adhe-
zyjnych, ktére promuja migracje LC poprzez posred-
niczenie w oddzialtywaniach z macierza zewnatrz-
komorkowa i komoérkami skory, takimi jak CD54, inte-
gryna a6 i warianty CD44. Réwniez produkcja metalo-
proteinazy 9, enzymu degradujacego blone podstawna
naskorka, jest podwyzszona w aktywowanych LC [54].
Zbadano, czy wstrzykniety $rédskérnie LPS zmienia
funkcje skornych DC, prowadzac do zwigkszonej nad-
wrazliwosci kontaktowej (CHS). LPS zwiekszyt induk-
cje CHS u myszy. LPS nie zwigkszyt zdolnosci stymula-
cyjnej DC w drenujacych LN po zastosowaniu haptenu.
LPS zmienit gestos¢ i morfologie naskérkowej komorki
I-A* u myszy. LPS zwigkszyl odsetek komorek I-A*
FITC w LN 24 godziny po zastosowaniu FITC [76].
Najnowsze badania nad LPS IP-PA1 pokazuja, Ze moze
on modulowa¢ odpowiedz zapalng i ostabia¢ odpo-
wiedZz immunologiczng w ACD. W badaniu Tanaka
i wsp. testowano wplyw miejscowej aplikacji LPS IP-PA1
przed wywolaniem nadwrazliwosci u myszy szczepu
C57BL/6 poprzez 2,4-dinitrofluorobenzen (DNFB).
LPS pochodzacy z P. agglomerans naktadano na skore
brzucha myszy lub na skére ucha przez 2 tygodnie,
a nastepnie uczulano DNFB lub podawano od momentu
uczulenia przez 7 dni. Badanie pokazalo, ze w przy-
padku podania LPS IP-PA1 przed uczuleniem obrzek
i naciek limfocytéw do skory wlasciwej zostat zmniej-
szony. Nastepnie oceniono wptyw LPS IP-PA1 na faze
wzbudzenia. W tym przypadku LPS IP-PA1 nie wpty-
nal na obrzek ucha. Badanie to pokazalo, ze miejscowa
aplikacja LPS IP-PA1 moze wplyna¢ na CHS na faze
uczulenia, lecz nie wzbudzenia [60]. Istotnym etapem
fazy uczulenia dla CHS jest migracja komdrek skory
zawierajgcych hapten do LN drenujacych skore [22,
56]. Obecnie w skorze identyfikowane sa komorki
Langerhansa i cztery typy DC, z ktérych niektore moga
migrowac¢ przez przewody limfatyczne do LN drenujg-
cych skore w odpowiedzi na stymulacje. Stwierdzono,
ze u myszy traktowanych LPS IP-PA1 liczba komoérek
FITC-dodatnich bramkowanych na DC CD11c* lub
CDl1l1c* CD207*, ktére migrowaly ze skéry do drenu-
jacych LN po zastosowaniu FITC, znacznie spadla. Jed-
nak na catkowitg liczbe DC11c* lub CD11c* CD207*
sptywajacych do LN nie miala wptywu aplikacja LPS
IP-PA1. Wyniki te sugeruja, ze zastosowanie LPS IP-PA1
ostabilo migracje komédrek wychwytujacych antygen,
gtéwnie DC, do LN drenujacych skore, a nastepnie
ostabito aktywacje komoérek T w LN [60].



LIPOPOLISACHARYD P AGGLOMERANS A ATOPOWE ZAPALENIE SKORY 51

5. Lipopolisacharyd, a gojenie ran

Trudno gojace lub niegojace si¢ rany stanowig
istotng przyczyne zachorowalno$ci i $miertelnosci dla
duzej czesci populacji. Jednym z podstawowych mecha-
nizméw odpowiedzialnych za niepowodzenie gojenia
sie ran przewleklych jest wymykajaca si¢ spod kontroli
reakcja zapalna, ktdra jest samopodtrzymujgca si¢ [39].
Proces gojenia ran sklada si¢ z czterech wysoce zin-
tegrowanych i zachodzacych na siebie faz: hemostazy,
zapalenia, proliferacji i przebudowy lub rozwigzania
tkanki [18]. Te fazy i ich funkcje bio-fizjologiczne
muszg zachodzi¢ we wlasciwej kolejnosci, w okreslo-
nym momencie i trwaé przez okreslony okres czasu
z optymalng intensywnoscig [38]. Niegojace si¢ rany
dotykaja okoto 3 do 6 milionéw ludzi w Stanach Zjed-
noczonych, przy czym osoby w wieku 65 lat i starsze
stanowig 85% przypadkow [39]. Limfocyty T migruja
do ran w $lad za komérkami zapalnymi i makrofagami
i osiagaja szczyt w fazie poznej proliferacji/wczesnej
przebudowy. Rola limfocytéw T nie jest do konca
poznana i jest obecnie obszarem intensywnych badan.
Niektore badania sugeruja, ze opdzniona infiltracja
limfocytéw T wraz ze zmniejszonym stezeniem lim-
focytéow T w miejscu rany jest zwiazana z ostabieniem
gojenia ran [58]. W lozysku rany fibroblasty produ-
kuja kolagen oraz glikozaminoglikany i proteoglikany,
ktore s glownymi skladnikami macierzy zewnatrzko-
morkowej (ECM). Po silnej proliferacji i syntezie ECM
gojenie sie ran wchodzi w konicowy faze przebudowy,
ktéra moze trwaé latami [21]. Prowadzone sg inten-
sywne badania majgce na celu znalezienie stymulanta
gojenia ran. W raporcie Kostarnoy i wsp. opisano
pierwsze badanie wplywu leczenia mysich ran skory
za pomocg miejscowego bakteryjnego LPS, gtéwnego
egzogennego ligandu receptora TLR4. Badacze poka-
zuj3, ze leczenie LPS silnie wplywa na proces gojenia
ran poprzez przyspieszenie ustegpowania stanu zapal-
nego, zwiekszenie infiltracji makrofagéw, zwigkszenie
syntezy kolagenu oraz zmiane wydzielania szeregu
mediatoréw bioracych udzial w procesie regeneracji
skory. Miejscowe leczenie LPS zwigkszalo wydziela-
nie cytokin prozapalnych interleukiny (IL)-6, IL-1p
i czynnik hamujgcy biataczke (LIF) i chemokiny CC:
CCL2/MCP-1, CCL7/MCP-3, CCL3/MIP-1a i CCL5/
RANTES, ale nie chemokiny CXC (CXCL2/MIP-2
i CXCL9/MIG) [31]. Morishima i wsp. zbadali kilka
przypadkoéw trudno gojacych sig ran i zastosowania LPS
IP-P1 w kremie. Wykazano, Ze gojace rany dzialanie
LPS wynika podobno z jego zdolno$ci do wywolywania
dzialania przeciwzapalnego i funkcji naprawczej tkanek
[41]. Naukowcy doszli do wniosku, ze migracja kera-
tynocytow jest hamowana przez produkty bakteryjne,
wykrywane przez TLR4, a takze przez TLR2. Jako, ze
rany przewlekle zawsze wykazuja obecnos¢ pewnych

bakterii, odkrycia te dostarczaja mozliwego wyjasnienia
nie gojenia si¢ wrzoddw [36]. Wykazano, ze LPS moze
promowac proliferacje i synteze kolagenu fibroblastow
w pewnym zakresie niskich dawek, ale zbyt wysoka
dawka LPS moze hamowa¢ proliferacje i synteze kola-
genu fibroblastéw, w zwiazku z tym sugeruje sie, ze
LPS w pewnych stezeniach moze przyczynia¢ sie do
gojenia si¢ ran, podczas gdy nadmierne stezenie LPS
ma negatywny wplyw na gojenie sie ran [75]. Rola LPS
w gojeniu ran wymaga jeszcze dokladnego poznania
tych mechanizméw. Cho¢ istnieja tez sprzeczne z tym
doniesienia, ze w przypadku przedtuzonego gojenia
ran pourazowych nalezy bra¢ pod uwage obecnos¢ cial
obcych pochodzenia roslinnego zakazonych P, agglome-
rans. Usuniecie takich cial obcych prowadzi do szyb-
kiego gojenia si¢ ran [65].

6. Podsumowanie

Bakterie gatunku P. agglomerans sa interesujacymi
bakteriami Gram-ujemnymi. Z jednej strony stanowia
one czynnik ryzyka wystapienia choréb takich jak:
rany, ropnie, bakteriemia, zapalenie pluc, infekcje drog
moczowych, septyczne zapalenie stawow, zapalenie
kosci i szpiku, zapalenie otrzewnej, a z drugiej strony
coraz czeéciej obserwuje sie ich prozdrowotne wiasci-
wosci w miazdzycy, chorobie Alzheimera, czy osteo-
porozie. Naukowcy wykazali, ze sktadnik zewnetrznej
blony bakterii P. agglomerans LPS IP-P1 ujawnia nie-
zwykle szerokie spektrum wlasciwosci leczniczych,
gtownie dzigki zdolnoséci do utrzymania homeostazy.
LPS IP-P1 dziala jako immunomodulator. Maly amfi-
patyczny IP-PA1 fatwo tworzy micele o malej srednicy,
ktére tatwo przenikajg przez blone sluzowgq i/lub skore,
wzmacniajac pozytywne dzialanie leczenie po podaniu
doustnym lub $rédskérnym. Ta endotoksyna wplywa
na zahamowanie lub produkcje okreslonych cytokin
i modulacje odpowiedzi immunologiczne;.

Choroby skory w tym: AD, ACD i trudno gojace
sie rany stanowig olbrzymi problem medyczny dzisiej-
szych czasow, obcigzajac w ten sposob stuzbe zdrowia.
Obecnie kortykosteroidy sa powszechnie stosowane
np. w leczeniu AD, chociaz leki te majg potencjalne
dzialania niepozadane. Dlatego istnieje pilna potrzeba
zbadania nowych alternatywnych sposobdw zapobie-
gania i leczenia AD. Kolejne doniesienia pokazuja,
ze LPS z P agglomerans moze by¢ przydatny w lecze-
niu choréb skory poprzez jego wplyw na odpowiedz
immunologiczna. Badania pokazuja, ze LPS dziata na
komorki Langerhansa i prowadzi do sttumienia odpo-
wiedzi alergiczne;j.

Jednak ze wzgledu na kilka doniesien o wyizolowa-
niu P, agglomerans np. z trudno gojacej si¢ rany po-
trzebne s dalsze badania na szeroka skale oceniajace jej
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prozdrowotne wlasciwosci. Koniecznym jest okreslenie
dokladnego mechanizmu, dzigki ktéremu LPS moduluje
odpowiedz immunologiczng w chorobach skoéry oraz
mozliwe okreslenie odpowiedniej dawki prozdrowotne;j
aplikowanej pacjentom z chorobami skory.
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Streszczenie: W celu zaspokojenia rosnacych potrzeb gospodarki $wiatowej w zakresie biotechnologii, kolekcje kultur musza zmieniac¢
sposob dzialania z biernego przechowywania mikroorganizméw w aktywne centra zasobéw mikrobiologicznych, ktérych ustugi powinny
wykracza¢ poza ich udostepnianie. Ochrona i §wiadome wykorzystanie mikroorganizméw maja na celu wspottworzenie strategii odpo-
wiedzialnego i zrdwnowazonego rozwoju, opartego na wiedzy eksperckiej. W niniejszym artykule podjeto tematyke dotyczaca powstaja-
cego w ostatnim czasie panelu norm specyficznych dla biobankéw oraz wymagan, ktérym musza sprostac kolekeje kultur aby przeksztalci¢
sie w nowoczesne biobanki mikrobiologiczne.

1. Wprowadzenie. 2. Kolekcje Kultur i Centra Zasobéw Mikrobiologicznych (Biobanki Mikrobiologiczne). 3. System zarzadzania jakoscia.
4. Biobanki. 5. Bazy danych zwigzane z materialem biologicznym - przechowywanie i zarzadzanie danymi. 6. Podsumowanie

MICROBIAL CULTURE COLLECTIONS AND MICROBIOLOGICAL BIOBANKS
IN THE CONTEXT OF NEW ISO STANDARDS

Abstract: In order to meet the growing needs of the world economy for biotechnology, culture collections must transform the way they
operate from passive storage of microbial resources to active microbial resource centers whose services should go beyond the provision
of microbes. The protection and conscious use of microorganisms aims to co-create a strategy for responsible and sustainable develop-
ment, based on expert knowledge. This article deals with the subject of the recently developed panel of biobank-specific standards and the
requirements that must be met by culture collections to transform into modern microbial biobanks.

1. Introduction. 2. Culture Collection and Microbial Resource Centers (Microbial Biobanks). 3. Quality Management System. 4. Biobank-
ing. 5. Databases related to biological material — data storage and management. 6. Summary

Stowa kluczowe: biobankowanie, biobanki mikrobiologiczne, MRC, QMS, zasoby mikrobiologiczne

Keywords:

biobanking, microbial biobank, MRC, QMS, microbiological resources

1. Wprowadzenie

Tempo postepu biotechnologii prowadzi do dyna-
micznego wzrostu iloéci danych i informacji naukowych,
w tym mikrobiologicznych, genotypowych i fenotypo-
wych. Kolekcje czystych kultur drobnoustrojéw oraz
Centra Zasobow Mikrobiologicznych, zwane takze
biobankami mikrobiologicznymi (Tabela I), odgrywaja
kluczowa role w ochronie i obiegu zasobéw mikrobio-
logicznych oraz powiazanych z nimi danych. Maja one
zasadnicze znaczenie dla postepu nauk przyrodniczych
i biogospodarki [8, 22]. Kolekcje s3 odpowiedzialne za
gromadzenie, selekcje, przechowywanie i rozpowszech-

nianie danych i informacji zwigzanych z powierzonym
materialem biologicznym spetniajac przy tym wysokie
standardy jakosci i wiedzy specjalistycznej wymaga-
nej przez migdzynarodowa spolecznos¢ naukowcow
i przemystu. Takie zadania wymagaja wieloaspektowego
podejscia zarébwno w zarzgdzaniu materiatami oraz
informacja, a takze opracowania nowych metodologii
w celu zapewnienia jakosci procedur.

Biobanki rdznig si¢ znacznie pod wzgledem rodzaju
posiadanego materialu biologicznego, podejmowanych
dzialan, swiadczonych ustug, a takze ich potozenia geo-
graficznego, wielko$ci i struktury. W ostatnim czasie
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Tabela I
Nazewnictwo repozytoriéw zasobéw mikro-/biologicznych
Nawa polska Nawa angielska Akronim
Kolekgje czystych kultur drobnoustrojow Culture Collection of Microorganisms CC
Centrum Zasobow Biologicznych/ Biobank | Biological Resource Center/Biobank BRC
Centrum Zasobéw Mikrobiologicznych/ Microbiological Resource Center/ MRC
Biobank Mikrobiologiczny Microbiological biobank

do wprowadzenia uzgodnionych na szczeblu migdzy-
narodowym wspolnych wytycznych opracowal normy
dotyczace prowadzenia biobankéw, aby stworzy¢
ogolnoswiatowe zrozumienie jakosci, zaufania, nieza-
wodnosci i poprawi¢ wydajnos¢ biobankdéw [13].

2. Kolekcje Kultur i Centra Zasoboéw Mikro-
biologicznych (Biobanki Mikrobiologiczne)

Miliony gatunkéw drobnoustrojow zasiedlajace na-
szg planete stanowig nieprzebrane zrodto biologicznej
réznorodnosci, waznej zardwno z powodow naukowych,
jak tez komercyjnych. Mikroorganizmy s3 podstawg
wielu dziedzin dzialalno$ci czlowieka i odgrywaja klu-
czowg role w wielu sektorach biogospodarki. Sa wyko-
rzystywane do produkeji zywnosci, biopaliw i energii
elektrycznej, ochrony roslin i zwierzat, przeksztalcania
odpadéw organicznych, a takze biosyntezy istotnych
substancji takich jak antybiotyki, leki, enzymy, wita-
miny, czy barwniki.

Swiatowe kolekcje kultur juz od ponad 100 lat gro-
madzg material biologiczny i podejmuja badania inter-
dyscyplinarne. Do zadann CC nalezy pozyskiwanie,
analizowanie, dlugoterminowe przechowywanie oraz
dystrybucja zgromadzonego materiatu biologicznego
wraz z powigzanymi danymi. Do kregu zainteresowan
CC naleza szczepy bakterii, drozdzy, grzybow strzep-
kowych, bakteriofagi, algi wykazujace szczegolne wlas-
ciwosci przydatne w procesach biotechnologicznych
i/lub przedstawiajace inng warto$¢ naukowa badz
technologiczng. Poza tym istnieja kolekcje deponu-
jace linie komoérkowe, kwasy nukleinowe (genomowy
i plazmidowy DNA, wektory lub geny). Kolekcje kul-
tur odgrywaja kluczowg rol¢ w zapewnieniu stabilnosci
fizjologicznej, biotechnologicznej i genetycznej mate-
riatu biologicznego. Powyzszy cel realizowany jest m.in.
przez dobdr odpowiedniej metody konserwacji i prze-
chowywania, okresowa kontrole materiatu biologicz-
nego, a takze walidacje stosowanych metod i procedur.
Na $wiecie istnieje wiele rodzajow CC, o réznym poten-
cjale, statusie i zasiegu. Publiczne CC dostarczaja swoje
produkty i ustugi spoteczenstwu. Z kolei badawcze CC
$wiadczg ustugi istotne dla podmiotéw badawczych tj.
instytutéw naukowych i uczelni. Pomimo znacznych
réznic dotyczacych pochodzenia zasobow kolekeiji,

przeznaczenia, a takze zrédta finansowania czy rodzaju
interesariuszy, wszystkie CC mierzg si¢ z podobnymi
wyzwaniami zwigzanymi ze stabilnoscig finansowg oraz
gwarancja jakosci przechowywanego materiatu biolo-
gicznego i zwiazanych z nim danych.

Podazajac za strategia bardziej ekologicznego, zdrow-
szego i zréwnowazonego $rodowiska, opartego na och-
ronie, badaniu i waloryzacji zasobéw mikrobiologicz-
nych i bioréznorodnosci powolano do istnienia tzw.
Centra Zasobéw Mikrobiologicznych. MRCs s3 uwa-
zane za jeden z kluczowych elementéw zrdwnowazonej
miedzynarodowej infrastruktury naukowej, ktdra jest
niezbedna, aby zapewni¢ dostarczanie korzysci ptyna-
cych z biotechnologii, zaréwno w sektorze zdrowia,
przemysle i innych waznych obszarach biogospodarki
[14]. Centra Zasobéw Mikrobiologicznych stanowig
najbardziej aktualng i nowoczesng forme CC. S3 to
podstawowe infrastruktury przechowujace i zarzadza-
jace zasobami mikrobiologicznymi w celu zagwaran-
towania ochrony réznorodnosci mikrobiologicznej
i zapewnienia zrédet drobnoustrojow dla badan i prze-
mystu [22]. Poza utrzymywaniem i dystrybucja zasobow
biologicznych oferowanych przez typowe CCs, MRCs
zapewniajg produkty i ustugi, ktore wykraczajg daleko
poza utrzymanie i dystrybucje zasobéw mikrobiolo-
gicznych oferowanych przez typowe CC. Opieraja si¢ na
okreslonych i zatwierdzonych procedurach zapewniania
jakosci, zapewniaja gleboka wiedze fachowa w zakre-
sie systematyki drobnoustrojow oraz utrzymuja wiedze
prawna w zakresie praw wlasnosci i bio-bezpieczenstwa.

Kolekgje kultur drobnoustrojéw moga przeksztal-
ci¢ sie w MRCs, jesli sprostaja roznego rodzaju wyzwa-
niom. Nalezg do nich: zapewnienie stabilnosci finanso-
wej, zgodno$¢ z prawodawstwem, wdrozenie systemu
zarzadzania jakos$cig (Quality Management System
- QMS), zwigkszenie dostepu do informacji, techno-
logii, szkolen, zasobow biologicznych, czy ekspertyz
taksonomicznych i bioinformatycznych.

CCs osiagaja status MRCs po wdrozeniu zaréwno
wytycznych dotyczacych najlepszych praktyk okreslo-
nych przez Organizacj¢ Wspdlpracy Gospodarczeji Roz-
woju (Organisation for Economic Cooperation and Deve-
lopment - OECD), Swiatowa Federacje Kolekcji Kultur
(World Ferderation for Culture Collection - WECC), jak
i certyfikacje i/lub akredytacje zgodnie z odpowiednimi
normami [24]. W wyniku tego MRCs dzialaja w sposob
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kontrolowany pod wzgledem jako$ci wymaganej przez
przemysl i spoteczno$¢ naukowsy [16, 10]. To sprawia,
ze MRCs sg kluczowymi elementami zréwnowazonej
miedzynarodowej infrastruktury naukowej dla rozwoju
biotechnologii i biogospodarki, a takze odgrywaja klu-
czowg role dla wyzwan spotecznych.

Jednym z zadain MRC powinno by¢ wlaczanie sie
w projekty inwestycyjne sektora biotechnologicznego
oraz wspieranie rozwoju regionu, w ktérym s zlokali-
zowane. Wychodzac naprzeciw tym zadaniom, MRCs
wlaczaja do podstawowej dziatalnosci depozyty bez-
pieczne i/lub patentowe [2]. Dla MRCs strategiczne
jest zatem zachowanie reprezentatywnych i typowych
szczepOw drobnoustrojow, a takze ich potencjalnej war-
tosci dla przemystu, medycyny, rolnictwa lub dzialal-
nosci naukowe;j [3].

3. System zarzadzania jakoS$cia

Wdrozenie systemu zarzadzania jakoscia jest jednym
z najwazniejszych wyzwan podejmowanych przez kolek-
cje, poniewaz ma kluczowe znaczenie dla zapewnienia
jakosci zasobéw mikrobiologicznych. W oparciu o QMS,
CCs sa w stanie dostarcza¢ materialy mikrobiologiczne
o gwarantowane;j jakosci, ktora jest zgodna z krajowymi
i miedzynarodowymi ramami prawnymi (np. ,,Konwen-
cja o réznorodnosci biologicznej’, ,,Protokotem z Nagoi
o dostepie i podziale korzysci’, przepisami i zezwole-
niami dotyczacymi opakowan i wysylki, itp.) [22].

Do niedawna CCs wdrazajac system zarzadzania
jakoscig korzystaly z:

o Zalecen WFCC ,Guidelines for the Establish-
ment and Operation of Collections of Cultures of
Microorganisms™;

o Zalecenn OECD ,,Best Practice Guidelines for Bio-
logical Resource Centres”;

o Zalecen GLP (Good Laboratory Practice);

« norm ISO serii 9000 ,,Systemy zarzadzania jakos-
cig - Wymagania’;

« normy ISO/IEC 17025 ,,0gdlne wymagania doty-
czace kompetencji laboratoriow badawczych i wzor-
cujacych”;

« normy ISO 17034 ,,Ogélne wymagania dotyczace
kompetencji producentéw materiatéw odniesienia”

W ostatnim czasie powstaje panel specyficznych
norm dla biobankéw/CCs opartych o powyzsze wytycz-
ne i normy.

Wytyczne WFCC dotycza tworzenia i dzialania ko-
lekcji mikroorganizméw. Zawierajg szereg zagadnien
z zakresu organizacji obejmujacych: cele, fundusze,
zakres dzialalnosci, prowadzenie dokumentacji, kata-
logdw, szkolen, obstugi kolekcji drobnoustrojow (prze-
chowywanie, potwierdzanie autentycznosci, pozyski-
wanie i udostepnianie szczepdw), a takze bezpieczen-

stwa, ochrony, wspolpracy miedzynarodowej i przepi-
sow prawa. Po wewnetrznym wdrozeniu tych zasad
CCs powinny przej$¢ do stosowania wymogow i wy-
tycznych OECD dotyczacych najlepszych praktyk lub
réznego rodzaju norm i certyfikatow [23, 12]. Przewod-
nik OECD stanowi opis zasad dobrej praktyki labo-
ratoryjnej we wszystkich rodzajach BRCs (Tabela I).
Jeden z rozdziatéw pt. ,Best Practice Guidelines for
the Micro-organism Domain” poswiecony jest wyma-
ganiom skierowanym do kolekcji mikroorganizméw.
Obejmuje on zagadnienia z zakresu m.in. kwalifikacji
i szkolen personelu, sprzetu, kalibracji, odczynnikow
i pozywek, pozyskiwania, przechowywana i udostep-
niania szczepéw. Pozostale dokumenty opisujg ogdlne
wytyczne dotyczace systemu jakosci zwigzanego
z dostarczaniem wyrobow i ustug biorac pod uwage
kluczowe kwestie, tj. wprowadzenie nadzoru nad do-
kumentacja i zapisami, zaangazowanie kierownictwa
w budowanie systemu zarzadzania jakoscig, usystema-
tyzowanie zarzgdzania zasobami, ustanowienie proce-
sow realizacji wyrobu, dokonywanie systematycznych
pomiaréw (zadowolenia klienta, wyrobow, proceséw).

4. Biobanki

Aktualnie CCs/biobanki, ktore chcg uzyskac akre-
dytacje i osiagna¢ status wysokiej jakosci, moga korzy-
sta¢ z dokumentéw bezposrednio dla nich dedykowa-
nych. Czes¢ z nich jest opublikowana i dostepna dla
biobankoéw, za$ niektdre znajduja sie jeszcze w fazie pro-
jektu. Komitet Techniczny ISO/TC 276 Biotechnologia
opracowujac ponizsze normy, dazy do wprowadzenia
uzgodnionych na szczeblu miedzynarodowym wspol-
nych wytycznych. W 2018 roku opublikowal norme
ISO 20387 - Biotechnologia — Biobankowanie — Ogolne
wymagania dotyczace biobankowania. Norma moze
by¢ stosowana przez wszystkie organizacje prowadzace
biobanki materiatu biologicznego z organizméw wielo-
komérkowych (np. ludzi, zwierzat, grzybéw i roélin)
oraz mikroorganizmoéw do badan i rozwoju. Nie odnosi
sie jednak do materiatu biologicznego przeznaczonego
do produkcji zywnosci/pasz, laboratoriéw zajmujacych
sie analizg Zywnosci/pasz i/lub zastosowaniami tera-
peutycznymi. Celem normy jest promowanie zaufania
do biobankéw oraz okreslenie wymagan dotyczacych
kompetencji w zakresie ich dziatalno$ci, w tym dostar-
czania materialtu biologicznego oraz danych odpowied-
niej jakosci dla badan i rozwoju. Do normy ISO 20387
zostaly opublikowane dodatkowe dokumenty z wytycz-
nymi, wspomagajacymi jej wdrazanie. Jednym z nich
jest techniczny raport ISO/TR 22758 Biotechnologia
- Biobankowanie - Przewodnik wdrozeniowy dla
ISO 20387, ktory zawiera szczegdtowe wytyczne doty-
czgce wdrazania wymagan tej normy [9]. Nowy raport
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techniczny ma by¢ uzupelnieniem, a nie substytutem
ISO 20387, ktéry wyszczegolnia wymagania dotyczace
kompetencji, bezstronnosci i spdjnego dziatania bio-
bankéw. Wymagania ISO 20387 s3 juz kompleksowe,
wiec uzupelniajace wytyczne w ISO/TR 22758 pomoga
organizacjom znacznie lepiej zrozumie¢, jak wdrozy¢
norme oraz w pelni doceni¢ korzysci biobankowania.
Ponadto dostepna jest norma ISO 21899 Biotechnologia
- Biobankowanie — Ogoélne wymagania dotyczace wali-
dacji i weryfikacji metod stosowanych do zapewnienia
jakosci materiatéw biologicznych zdeponowanych w bio-
bankach [7] oraz dokument ISO 21710 Biotechnologia
- Biobankowanie - Specyfikacja dotyczaca zarzadzania
danymi i ich publikacji w MRC [6]. Drugi z powyzszych
dokumentdéw okresla wymagania, umozliwiajace spojne
formatowanie oraz kontrole jakosci danych. Uwzgled-
nia réwniez zalecenia dla MRC dotyczace poprawy
wymiany i integracji danych zwigzanych z materiatem
mikrobiologicznym. Ma on na celu utatwienie procedur,
takich jak deponowanie, pozyskiwanie, potwierdzanie,
przechowywanie i dystrybucja szczepdw, i moze by¢
wykorzystywany przez MRC w celu potwierdzenia lub
uznania kompetencji w zakresie zarzagdzania danymi
i ich publikacji. W lipcu 2022 zostala opublikowana
norma ISO 24088-1 - Biotechnologia — Biobankowa-
nie mikroorganizméw — Cze$¢ 1: Bakterie i archeony.
Obejmuje ona zagadnienia zwigzane z pozyskiwaniem,
przetwarzaniem, przechowywaniem i transportem dro-
bnoustrojow nalezacych do powyzszych domen [8].

5. Bazy danych zwigzane z materialem biologicznym
- przechowywanie i zarzadzanie danymi

Ogromnym wyzwaniem dla centréw zasobow
mikrobiologicznych jest przechowywanie i zarzadza-
nie danymi. Obecne bazy danych zawierajg gléwnie
informacje o zasobach (identyfikacji, charakterystyce
molekularnej i biochemicznej), a takze ich historii
(pochodzenie, nabycie itp.) oraz ich praktycznym zarza-
dzaniu (ilo$ci, miejscu przechowywania itp.). Dane te
sa punktem wyjscia do tworzenia katalogow, ktore
moga by¢ oferowane klientom w formie on-line. Dzieki
publicznie dostepnym katalogom zawierajagcym zbidr
informacji o zasobach, mozliwe jest swobodne postu-
giwanie si¢ danymi (przeszukiwanie, rozpowszechnia-
nie) w celu umozliwienia wewnetrznego zarzadzania
zasobami i prezentacji zasobéw potencjalnym klientom.

Aby wlasciwie zarzadza¢ danymi niezbedne sg od-
powiednie procedury. Zarzgdzanie danymi od dziesi¢-
cioleci stanowi istotny problem w dziatalno$ci MRC.
Bazy danych zawierajace informacje na temat przecho-
wywanego materialy biologicznego wymagaja wydajnej
i dobrze dostosowanej infrastruktury informatycznej.
Przy braku zunifikowanych systeméw informatycznych

wymiana informacji jest znacznie utrudniona. Zaréwno
poziom komputeryzacji, jak i stosowane systemy infor-
matyczne roznig si¢ w zaleznosci od rodzaju MRC.
Stosowane sa proste ale tez i bardziej zaawansowane
rozwigzania do zarzadzania danymi, poczawszy od
prostych arkuszy kalkulacyjnych, po ztozone platformy
analityczne, zawierajace takze dane eksperymentalne
i wykonujace proste analizy bioinformatyczne. Sys-
temy informatyczne dedykowane biobankom powinny
umozliwia¢ dzialanie za posrednictwem oprogramo-
wania integracyjnego, takiego jak systemy zarzadzania
przeplywem pracy [21].

Norma ISO 20387 zaleca, by w biobanku istniala
procedura wdrazania, modyfikacji i uzytkowania opro-
gramowania, sprzetu komputerowego i baz danych sys-
temu komputerowego. Procedura powinna obejmowac
co najmniej integralnos¢ danych, kontrole bezpieczen-
stwa i system awaryjny, aby zapobiec utracie lub uszko-
dzeniu danych.

Z kolei OECD rekomenduje aby BRCs/MRCs wy-
bieraly standardowe protokoty danych, umozliwiajace
bazom danych lepsze wspoldziatanie.

o Dane poufne powinny by¢ jasno okreslone w zwigz-
ku z mozliwosciag uwierzytelniania uzytkownikow
za pomocy technik szyfrowania i innych powia-
zanych narzedzi do zabezpieczania informacji.
System informatyczny powinien zapewniac¢ regu-
larne gromadzenie kopii zapasowych danych.
Pozadane jest przechowywanie danych poza sie-
dziba firmy.

Archiwa danych powinny by¢ prowadzone zgodnie
z polityka przechowywania zasobéw biologicznych.
BRCs/MRCs powinny wprowadzi¢ odpowiednie
srodki (protokoly, narzedzia i standardy) we wtas-
nych systemach informatycznych w celu zapew-
nienia odpowiedniego bezpieczenstwa informa-
cji. Podstawe takich $rodkéw moze stanowi¢ np.
uwierzytelnianie za pomocg identyfikatora uzyt-
kownika i hasta, szyfrowanie wiadomosci i/lub
ograniczanie adresow IP.

Pliki kopii zapasowych powinny by¢ przechowy-
wane w bezpiecznym miejscu.

BRCs/MRCs powiny udostepnia¢ dane opisujace
material biologiczny i jego pochodzenie oraz udo-
stepnia¢ uzytkownikom katalogi elektroniczne za
posrednictwem ich wlasnych systeméw (np. strony
internetowej) lub za posrednictwem sieci krajo-
wych, regionalnych lub globalnych.

Dane powinny by¢ przechowywane w celu zapew-
nienia zgodno$ci z odpowiednimi krajowymi prze-
pisami ustawowymi i wykonawczymi.
BRCs/MRCs powinny ogranicza¢ dostep do ka-
talogow elektronicznych, jesli jest to stosowne.
Uzytkownicy katalogéw powinni by¢ uwierzytel-
nieni, a okreslone tozsamosci i hasta powinny by¢
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dostarczane w celu uzyskania dostepu do réznych
kategorii informacji i ustug.

» Nalezy sprawdza¢ waznos¢ identyfikatoréw i hasel.

Wedtug zalecen WFCC katalogi szczepdw dostep-
nych do dystrybucji (drukowane lub on-line) powinny
by¢ sporzadzane lub aktualizowane w regularnych
odstepach czasu. Coroczne wydawanie drukowanych
katalogdw jest nieuzasadnione, ale przerwy wynoszace
pie¢ lub wigcej lat bytyby zbyt duze, aby mogty by¢ uzy-
teczne. Katalogi on-line powinny by¢ aktualizowane
czesciej. Kultury o ograniczonej dystrybucji powinny
by¢ wyraznie oznaczone. Kultury, ktére z jakiego-
kolwiek powodu nie sa dostepne do dystrybucji, nie
powinny by¢ wymieniane w katalogach lub publicznie
dostepnych bazach danych.

W zwiazku z rozwojem nowych narzedzi molekular-
nych, w tym technik wysokoprzepustowych, MRCs beda
odgrywa¢ kluczowa role w koordynacji programow
sekwencjonowania kwaséw nukleinowych poprzez
dostarczanie standaryzowanego i wysokiej jakosci DNA
szczepow. Beda one zatem odgrywaly aktywna role
w gromadzeniu, organizowaniu i utrzymywaniu zak-
tualizowanych danych genotypowych i fenotypowych
uznanych za warte dlugoterminowego przechowywa-
nia. Dlatego idealnie byloby, gdyby infrastruktura bio-
informatyczna kazdego MRC posiadata wewnetrzne
systemy do obrébki danych wyjsciowych ze zauto-
matyzowanymi platformami z danymi genetycznymi
i fenotypowymi wraz z oprogramowaniem do podsta-
wowej analizy poréwnawczej genomu i charakterystyki
fenotypowej. Niemniej jednak zalecana jest mozliwos$¢
polaczenia wewnetrznych analiz z publicznie dostep-
nymi platformami bioinformatycznymi. Technologia
sekwencjonowania nowej generacji (NGS), sekwen-
cjonowanie RNA oraz podejscia transkryptomiczne
i metagenomiczne, wykladniczo zwigkszyty wykry-
wanie réznorodno$ci biologicznej drobnoustrojow
[5]. Ujawniajg one w probkach $rodowiskowych duza
liczbe nieopisanych gatunkéw, czgsto niemozliwych do
wyhodowania w warunkach laboratoryjnych. Na przy-
ktad technika NGS zostala wykorzystana do odkrycia
nowych linii grzybow, ktére nie zostaly wczesniej opi-
sane [11]. Dane NGS zwickszaja rowniez mozliwos¢
»porownania catego genomu” w celu lepszego przypi-
sania blisko spokrewnionych taksonéw drobnoustro-
jow, tym samym poprawiajac analize relacji genotyp-
fenotyp mi¢dzy réznymi szczepami. Ponadto pojawie-
nie sie trzeciej generacji NGS (PacBio i Oxford Nano-
pore) zwigkszylo dostepnos$¢ kompletnych genomodw,
szczegblnie u bakterii, oferujac w ten sposob cenne
narzedzie do badania rearanzacji chromosomodw,
powtorzen i translokacji. Warto zauwazyc¢, ze wraz ze
stopniowym zmniejszaniem kosztéw NGS oczekuje
sie, ze identyfikacja nowych gatunkéw bedzie oparta
na calym ich genomie [3].

6. Podsumowanie

Biobanki przechowujac setki milionéw prébek bio-
logicznych, w tym pochodzace od ludzi, zwierzat,
roélin i drobnoustrojow, pomagaja globalnej spotecz-
nosci naukowej rozwija¢ wiele obszaréw dziatalnosci
czlowieka, od produkgji roslinnej po spersonalizowang
medycyne [13].

Kolekeje kultur powinny zatem wyj$¢ poza kontekst
historyczny (,botaniczny”) opracowujac produkty
komercyjne i rozwigzania biotechnologiczne poprzez
badania przesiewowe i selekcje odpowiednich szczepow,
a takze finansowanie badan przez inwestycje publiczne/
prywatne oraz tworzenie spétek typu spin-off [24].

Dostepnos¢ certyfikowanych szczepéw drobno-
ustrojow musi by¢ punktem wyjscia do wyboru mate-
rialu biologicznego przydatnego dla wykorzystania
w nowoczesnej biotechnologii [2, 4, 15]. W tym kontek-
$cie rola MRCs i CCs ma zasadnicze znaczenie w zacho-
waniu biozasobow i dotyczacych ich danych, ktdre maja
by¢ wykorzystane na potrzeby badan, innowacji i roz-
woju [1]. W rzeczywistosci ogromna réznorodnosé
biologiczna zachowana w CCs zapewnia wysokie praw-
dopodobienstwo odszukania wyjatkowych szczepow
o pozadanych wlasciwosciach. Nowoczesne podejscie
w badaniach i rozwoju biotechnologii powinno réwniez
gwarantowac, ze kultury mikroorganizméw opisane lub
wymienione w publikacjach i wnioskach patentowych
sg publicznie dostepne dla niezaleznych badan [25].

CCs i MRCs w przyszlosci beda réwniez odpowie-
dzialne za ochrone niehodowlanych mikroorganizméow
VBNC (viable but non culturable), konsorcjéw drobno-
ustrojow (zlozonych probek gleby, osadéw, wody itp.),
w tym ich mikrobioméw. Przed centrami zasobéw mikro-
biologicznych stoi wiele waznych wyzwan, aby chroni¢
réznorodnos¢ mikrobiologiczng dla przysztych pokolen.
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