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1.  Wstęp

Efektywność pierwszych antybiotyków przez wiele 
lat była niepodważalna. Znajdowały one szerokie zasto-
sowanie terapeutyczne. Niestety, oporne szczepy bak-
terii zaczęły pojawiać się już w latach 50. dwudziestego 
wieku. W kolejnych latach oporność mikroorganizmów 
na wprowadzane do terapii antybiotyki pojawiała się 
bardzo szybko. Przyczyną takiego stanu rzeczy było, 
i niestety nadal jest, nadużywanie antybiotyków, sto-
sowanie ich bez udokumentowanych wskazań, w nie-
odpowiednich dawkach czy podczas hodowli zwierząt 
gospodarskich [44]. Obecnie stale rośnie liczba patoge-
nów alarmowych, a oporność nie dotyczy tylko mikro-
organizmów pochodzących ze środowiska szpitalnego 
[33]. Istotne jest to, że jeżeli nie pojawią się nowe opcje 
terapeutyczne to, jak pisze Kozińska, do 2050  roku 
przyczyną zgonów u ludzi częściej będą infekcje niż 
nowotwory. Warto dodać, że już teraz na całym świe-
cie zakażenia powodowane przez oporne mikroorga-

nizmy są przyczyną 700 tysięcy zgonów każdego roku 
[44]. Szacuje się, że do 2050 zakażenia powodowane 
przez oporne mikroorganizmy będą przyczyną ponad 
300 milionów zgonów [15].

Oczywiście nadal prowadzone są prace nad pozy-
skaniem skutecznych antybiotyków. Odbywa się to po- 
przez modyfikację tych już istniejących lub poszukuje 
się całkowicie nowych klas antybiotyków z  zupełnie 
odmiennymi celami molekularnymi w komórkach dro- 
bnoustroju [44]. Niestety, proces opracowania nowych 
antybiotyków i wprowadzania ich do terapii jest dłu-
gotrwały i musi być poprzedzony wielokrotnymi bada-
niami przedklinicznymi i klinicznymi. Większość obec-
nie stosowanych antybiotyków to substancje opracowane 
w  latach 1940–1960 [67]. Według Cochrane i  wsp. 
szczególnie alarmujący jest brak nowych antybiotyków 
skutecznych wobec bakterii Gram-ujemnych [15]. 
Szczególnie podkreślony przez autora jest fakt, że 
w ubiegłych 50 latach, zatwierdzono do leczenia infekcji 
układowych jedynie parę antybiotyków (np. linezolid 
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czy daptomycyna), niestety skutecznych wyłącznie wo- 
bec bakterii Gram-dodatnich [15]. 

Pomimo zauważalnego postępu w medycynie i far-
macji, terapia zakażeń jest nadal trudna. Nabywanie 
nowych mechanizmów oporności przez wrażliwe 
komórki bakterii i ciągle rosnąca liczba szczepów wie-
lolekoopornych skłania do poszukiwania alternatyw- 
nych metod leczenia, takich metod, które byłyby sku-
teczne w terapii zakażeń wywołanych przez wieloleko-
oporne szczepy. Nadzieje pokładane są w peptydach 
przeciwdrobnoustrojowych (AMP – Antimicrobial 
Peptides), które mogą stać się skuteczną bronią w walce 
z  opornymi mikroorganizmami oraz wytwarzanym 
przez nie biofilmem [17, 33]. Jako związki o  natu- 
ralnym pochodzeniu mogą stanowić wartościową 
bazę do pozyskiwania nowych syntetycznych leków 
o szerokim spektrum przeciwdrobnoustrojowym [33] 
i zupełnie odmiennym, w porównaniu do dostępnych 
antybiotyków, mechanizmie działania [67]. Odmienny 
mechanizm działania jak i  nowe cele molekularne 
w  komórkach drobnoustroju mogą stać się szczegól-
nie istotne w kontekście wolniejszego pojawiania się 
i rozwijania oporności mikroorganizmów podczas ich 
klinicznego stosowania. 

Obiecującą grupą związków do walki z wieloleko-
opornymi mikroorganizmami, bazującą na naturalnych 
peptydach przeciwdrobnoustrojowych, mogą stać się 
syntetyczne peptydy określane mianem lipopeptydów 
przeciwdrobnoustrojowych. Podobnie jak peptydy 
naturalne charakteryzują się one szerokim spektrum 
działania, zarówno przeciwbakteryjnym, wykazując 
aktywność wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-
-ujemnych, jak i przeciwgrzybiczym [15].

2.  Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Lizozym, białko kationowe odkryte w 1922  roku 
przez Aleksandra Fleminga, uznawany jest dzisiaj za 
pierwszy AMP [78]. Kolejne badania nad AMP datuje 
się na rok 1939, kiedy to odkryto gramicydynę. Peptyd 
ten został wyizolowany z Bacillus brevis i charaktery-
zował się dobrą skutecznością w odniesieniu do bak-
terii Gram-dodatnich [5]. Donoszono o efektywności 
gramicydyny przy stosowaniu miejscowym (leczenie 
ran i owrzodzeń) i toksyczności przy jej zastosowaniu 
dootrzewnowym [5]. 

W 1941 odkryto tyrocydynę, wykazującą aktyw-
ność zarówno wobec bakterii Gram-dodatnich jak 
i Gram-ujemnych [5]. W latach 50. XX wieku Skames 
i  Watson uzyskali leukinę, a Hirsch i Cohen fagocy-
tynę. Oba białka wyizolowane zostały z leukocytów 
królika [33]. W kolejnych latach peptydy przeciw-
drobnoustrojowe opisano u ciem (cekropina), roślin 
(tioniny), krabów (tachyplezyny) jak i u ssaków 

(defensyny) [33]. To właśnie defensyny, wyizolowane 
w 1956 roku zostały uznane za pierwsze peptydy AMP 
pochodzące od zwierząt [5]. Magaininy, kationowe pep-
tydy, odkryto w latach 80. u żab przez Zasloffa i wsp. 
[33, 59, 82]. W organizmach tych płazów peptydy peł-
nią rolę ochronną – chronią ich skórę przed mikro
organizmami, szczególnie bakteriami znajdującymi 
się w wodzie [41]. Wydzielane są przez żaby w wyniku 
zranienia [33]. Aby uzyskać peptydy żabie w warunkach 
laboratoryjnych, po stymulacji żab (np. norepinefryną) 
wydzielinę ich skóry, po zebraniu i ekstrakcji, rozdziela 
się chromatograficznie otrzymując czyste związki [41]. 

Obecnie wiele peptydów izoluje się z organizmów 
owadów, głównie pszczół, będąc składową ich układu 
odpornościowego. Z hemolimfy larw tych owadów, 
poddanej rozdziałowi chromatograficznemu, uzyskuje 
się czyste peptydy [41]. 

Nadal trwają intensywne badania nad nowymi pep-
tydami, określeniem ich struktury, właściwości czy spo-
sobów działania [41]. Bazy danych [30], w których gro-
madzone są informacje na temat peptydów, ich budowy, 
właściwości, zakresie działania czy funkcji dają możli-
wość uzyskania nowych syntetycznych peptydów [59].

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe są rozpowszech-
nioną w przyrodzie grupą związków pochodzenia 
naturalnego. W bazie peptydów, The Antimicrobial 
Peptides Database, do połowy lutego 2018 roku opi-
sano 2884 peptydy, z czego 333 stanowią bakteriocyny, 
4 izolowano z archeonów, 8 z protistów, 13 pochodzi 
od grzybów, 342 izolowano z roślin, a 2184 to pep-
tydy zwierzęce [30]. AMP, produkowane są zarówno 
przez organizmy prokariotyczne, jak i eukariotyczne. 
Ponadto, stanowią istotny element układu odpornoś
ciowego u eukariota [17]. 

Uważa się, że obok niszczenia mikroorganizmów 
przez fagocyty, peptydy to najstarszy element odpor-
ności [79]. W organizmie człowieka są one częścią 
wrodzonego układu odpornościowego [47], stanowią 
pierwszą linię obrony na skórze i błonach śluzowych, 
występują w ślinie, a produkowane są głównie przez 
keratynocyty warstwy rogowej naskórka, neutrofile 
i gruczoły potowe [8]. Bogatym źródłem AMP jest płyn 
łzowy. Wysoki ich poziom stwierdza się również w jeli-
cie cienkim [47]. Są zaangażowane w eliminację mikro-
organizmów chorobotwórczych, ale także w kontrolę 
mikrobioty naszego organizmu. AMP mogą neutralizo-
wać endotoksyny, jak i wpływać immunomodulacyjnie 
na układ odpornościowy [81]. Zwiększone wydziela-
nie naturalnych peptydów przeciwdrobnoustrojowych 
obserwuje się w obszarze stanu zapalnego będącego 
następstwem zakażenia [17]. 

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe mogą mieć różną 
strukturę drugorzędową, ale na ogół zawierają od 12 
do 50  reszt aminokwasowych o masie cząsteczkowej 
2–10 kDa i wypadkowym ładunku dodatnim, co jest 
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związane z występującymi w ich strukturze aminokwa-
sami zasadowymi [47, 61, 80]. Większość peptydów to 
peptydy kationowe [81]. Spektrum ich działania prze-
ciwdrobnoustrojowego obejmuje bakterie (zarówno 
Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne), wirusy, grzyby, 
a  także pierwotniaki [17, 36, 61, 67]. W  przypadku 
niektórych AMP stwierdzono także aktywność prze-
ciwnowotworową [61] i immunomodulującą. Ponadto, 
AMP mogą wstrzymywać proces destrukcji tkanek pod 
wpływem enzymów mikroorganizmów, a także przy-
spieszać proces gojenia ran [17]. 

AMP oddziałują z błoną komórkową patogenu 
prowadząc do jej destabilizacji i lizy komórki. Inne 
mechanizmy działania peptydów to wstrzymanie pro-
cesu replikacji DNA i ekspresji białek, a także ucieczka 
adenozynotrójfosforanu [59]. Cząsteczki peptydów, 
o  wypadkowym ładunku dodatnim, oddziaływują 
z  ujemnie naładowaną błoną komórkową, głównie 
poprzez oddziaływania elektrostatyczne [59]. U bak-
terii Gram-dodatnich peptydy przeciwdrobnoustrojowe 
są przyciągane przez obecne w peptydoglikanie grupy 
anionowe, wiążąc się z ujemnie naładowanymi lipidami 
znajdującymi się po zewnętrznej stronie błony komór-
kowej [11, 59]. U Gram-ujemnych łączą się z   lipo
polisacharydami [11]. 

Na podstawie badań nad sposobem wnikania pep-
tydów przeciwdrobnoustrojowych przez błonę wytypo- 
wano 4 mechanizmy: klepek beczki, dywanowy, pierście- 
niowy i nieuporządkowanych pierścieniowych porów. 
W pierwszym zachodzi gromadzenie AMP w taki spo-
sób, że niepolarne ich części pokrywają lipidy błony, 
a ich część hydrofilowa tworzy rodzaj szczeliny; całość 
przypomina kształt klepek czy też beczkę zbudowaną 
z klepek. Peptydy ułożone są prostopadle do powierzchni 
błony, a utworzone w błonie „otwory” wywołują wyciek 
składników komórki. W  mechanizmie dywanowym 
AMP układają się równolegle do błony, równomiernie 
ją wyścielają pokrywając jak dywan, a  wywierając na 
nią nacisk, doprowadzają do przerwania jej ciągłości. 
Podobnie działają detergenty. W trzecim mechanizmie 
oddziaływania peptydów po ich połączeniu z błoną 
dochodzi do wygięcia lipidów błony na kształt pier-
ścienia. Peptydy zostają połączone z polarnymi głowami 
lipidów [59, 61, 79, 83]. W najrzadszym, czwartym spo-
sobie wnikania peptydów przeciwdrobnoustrojowych 
przez błonę, czyli podczas formułowania „nieuporząd-
kowanych pierścieniowych porów”, peptydy umiejsco-
wione są w błonie pod różnym kątem [83].

3. Klasyfikacja peptydów przeciwdrobnoustrojowych

Istnieje kilka systemów klasyfikacji AMP. Bierze się 
w nich pod uwagę m.in. źródło pochodzenia peptydów 
czy ich właściwości molekularne. Najczęściej stosowany 

system oparty jest na sekwencji aminokwasowej oraz 
strukturze drugorzędowej i dzieli peptydy na następu-
jące klasy [11, 41, 61, 79]:
–	 liniowe peptydy α-helikalne,
–	 peptydy bogate w reszty cysteiny,
–	 peptydy o strukturze β-kartki,
–	 peptydy zawierające przeważającą liczbę aminokwa-

sów jednego typu, np. glicyny, histydyny i/lub proliny,
–	 peptydy zawierające rzadkie, modyfikowane amino-

kwasy [11].
Dodatkowo warto wspomnieć o kryterium klasy-

fikacji peptydów przeciwdrobnoustrojowych na pod-
stawie ich funkcji. Tu również możemy wydzielić trzy 
grupy: peptydy niszczące strukturę ściany komórkowej, 
peptydy wiążące pierwiastki oraz peptydy działające 
destrukcyjnie na membrany bakteryjne [33].

4.  Antybiotyki lipopeptydowe

Przedmiotem zainteresowania niniejszej pracy jest 
grupa związków stanowiących jedną z klas AMP, okreś
lana jako lipopeptydy. W związkach tych upatruje się 
obecnie największego potencjału skutecznego działania 
wobec mikroorganizmów wieloopornych [43, 53]. Nie 
sposób jednak o nich mówić nie wspominając o natu-
ralnych lipopeptydach, z których dziś większość jest już 
zaliczania do antybiotyków lipopeptydowych, a kilka 
stosowanych jest w praktyce klinicznej, takich jak cho-
ciażby daptomycyna czy polimyksyna. 

Antybiotyki lipopeptydowe są syntezowane drogą 
nierybosomalną w komórkach bakterii oraz grzybów 
w trakcie przemian różnych związków węglowych [19, 
38, 43, 72, 76]. Cząsteczka lipopeptydu zbudowana jest 
z hydrofilowej części peptydowej połączonej kowalen-
cyjnie z częścią hydrofobową, na którą składa się łań-
cuch kwasu tłuszczowego – co ostatecznie nadaje czą-
steczce charakter amfifilowy. Część peptydowa może 
być liniowa lub cykliczna, przy czym cyklizacja znacz-
nie wzmacnia ochronę przed proteolizą [4, 43]. Peptyd 
warunkuje określone spektrum aktywności przeciw-
drobnoustrojowej, które jest zależne od sekwencji tej 
cząsteczki, a także jej ładunku, ujemnego lub dodat-
niego [38, 46, 56]. Przykładami lipopeptydów o wypad-
kowym ładunku ujemnym są daptomycyna czy surfak-
tyna, zaś dodatnim – polimyksyna B i jej pochodne, 
takie jak kolistyna czy oktapeptyna [38, 43, 76]. 

Dołączone do peptydów hydrofobowe związki, 
takie jak aminy tłuszczowe, kwasy tłuszczowe czy estry 
gliceryny również wpływają na zróżnicowany stopień 
aktywności przeciwdrobnoustrojowej lipopeptydów. 
Udowodniono, że AMP, do których przyłączone zostały 
ugrupowania hydrofobowe mogą wykazywać zwięk-
szoną aktywność przeciwdrobnoustrojową. Istotnym 
czynnikiem wpływającym na ową aktywność jest długość 
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łańcucha alkilowego [25, 46, 51, 52, 56]. Próby polega-
jące na usunięciu z polimyksyny B reszty kwasu tłusz-
czowego wykazały niemal całkowitą utratę aktywności 
przeciwbakteryjnej. Szczegółowe badania oddziaływań 
lipopeptydów z błonami mikroorganizmów wykazały, że 
to właśnie łańcuch alkilowy wzmaga ich powinowactwo 
do błon komórkowych, a dokładniej wbudowywanie 
pomiędzy lipidy błonowe, co z kolei zaburza hydrofo-
bowy rdzeń dwuwarstwy lipidowej [38, 56]. Dzieje się 
tak dlatego, że przyłączenie łańcucha alkilowego zmie-
nia w sposób oczywisty hydrofobowość całego związku, 
a  poprzez to, oprócz wspomnianego powinowactwa, 
wpływa także na tendencję do oligomeryzacji oraz spo-
sób organizacji związku w roztworach [56, 76]. 

Zasadniczym celem działania antybiotyków lipo-
peptydowych jest dezintegracja błony komórkowej 
drobnoustrojów, prowadząca do powstania jej defektów 
i w efekcie do utraty potencjału błonowego, redukcji 
zdolności syntezy ATP (ATP – adenozynotrójfosforan) 
i śmierci komórki. Mogą one też zaburzać inne procesy 
komórkowe, takie jak replikacja DNA, transkrypcja czy 
translacja. Selektywne działanie tych związków wobec 
bakterii wynika z różnic w budowie błon komórek 
prokariotycznych i komórek ludzkich. Błony ssaczych 
komórek są na zewnątrz elektrostatycznie obojętne, 
zbudowane z cholesterolu, fosfatydylocholiny czy 
sfingomieliny. Natomiast błony zewnętrzne komórek 
bakteryjnych zwykle składają się z ujemnie naładowa-
nych fosfolipidów, takich jak kardiolipina czy fosfaty-
dyloglicerol [20, 38, 48, 56, 72, 76, 77]. Jednocześnie 
lipopeptydy o wysokim stopniu hydrofobowości nie 
wykazują selektywności działania; efektywnie oddzia-
ływają niemal na wszystkie rodzaje komórek, w tym 
bakterii czy grzybów, co jest powodem wywoływania 
przez te związki również hemolizy erytrocytów ludz-
kich oraz cytotoksycznego działania wobec komórek 
ssaczych [55, 56]. Brak jednej określonej struktury 
(na przykład receptora) jako podstawy mechanizmu 
działania w istotny sposób utrudnia patogenowi naby-
wanie oporności na lipopeptydy. Badania wskazują, że 
osiągnięcie oporności na te antybiotyki następuje, gdy 
drobnoustroje zmodyfikują podstawowe właściwości 
swojej błony komórkowej, co jest możliwe po upłynię-
ciu kilkuset pokoleń mikroorganizmów [38, 56, 76]. 
Jednak pomimo wszystkich swoich zalet, żaden anty-
biotyk lipopeptydowy nie osiąga tak szerokiego spek-
trum działania jak AMP, a oporność bakterii, choć wol-
niej, narasta również na ten rodzaj antybiotyków [43].

5.  Syntetyczne lipopeptydy

Stosunkowo mało skomplikowana budowa lipo- 
peptydów, ich mechanizm działania o dobrej skutecz-
ności przeciwdrobnoustrojowej i utrudnione naby- 

wanie oporności na te związki przez mikroorganizmy 
oraz szerokie spektrum aktywności AMP wraz z  ich 
równie efektywnymi sposobami działania na drobno-
ustroje sprawiły, że zainteresowano się możliwością 
syntezowania lipopeptydów. Doniesienia naukowe 
wielokrotnie dostarczały dowodów, że można uprościć 
kationowe peptydy pochodzenia naturalnego tak, aby 
obejmowały jedynie dodatnio naładowane cząsteczki 
z dołączonymi hydrofobowymi resztami [38]. Począt-
kowo syntezowano i badano półsyntetyczne analogi 
istniejących już antybiotyków – liniowe pochodne 
daptomycyny, polimyksyny B czy amfomycyny oraz 
cykliczne związki, takie jak laktoferycyna, bakterio-
cyny czy pochodne ludzkiej defensyny [38, 43]. Choć 
z powodzeniem nadal uzyskuje się coraz nowsze ana-
logi, to jednak wciąż najlepszą skuteczność i spek- 
trum działania wykazują naturalne związki, z których 
wspomniane pochodne się wywodzą [18, 38]. Dodat-
kowo, wytwarzane związki cechują się małą stabilnoś- 
cią i  możliwością degradacji przez peptydazy oraz 
dużymi kosztami produkcji, niewspółmiernymi do 
osiąganych parametrów farmakokinetycznych [14, 
43, 77]. Wzięto więc pod uwagę możliwość poprawy 
właściwości i w tym celu wyprodukowano całkowicie 
syntetyczne lipopeptydy [43]. 

Ogólna zasada mówiąca o najbardziej optymal-
nej strukturze lipopeptydu w postaci krótkiego łań-
cucha peptydowego (6–7 aminokwasów o  budowie 
liniowej lub cyklicznej) i N-końcowego podstawnika 
amidowego (kwasu tłuszczowego) stanowi bazę pod 
opracowanie skutecznych środków przeciwdrobno-
ustrojowych, których spektrum aktywności może być 
modulowane przez modyfikację właśnie N-końcowego 
podstawnika [46, 56, 76]. Wykazano, że przyłączenie 
ugrupowania zawierającego łańcuch alkilowy do AMP 
wpływa na oligomeryzację i organizację związku w roz-
tworach, a także na powinowactwo do błony komórko-
wej dzięki zmianie hydrofobowości i w efekcie analogi 
tego typu mogą charakteryzować się lepszą aktywnością 
przeciwbakteryjną i przeciwgrzybiczą [3, 51, 52, 55]. 
Główne cele syntezy to poprawa stabilności w stosunku 
do AMP poprzez zwolnienie szybkości degradacji, uzy-
skanie możliwości stosowania znacznie niższych stężeń 
lipopeptydów i poprzez to również wyeliminowanie 
problemu cytotoksyczności AMP i powodowania przez 
te związki hemolizy. Równie istotne jest także posze-
rzenie spektrum działania przeciwdrobnoustrojowego 
względem antybiotyków lipopeptydowych i obniżenie 
kosztów produkcji związane z uproszczeniem procesu 
syntezy [4, 26, 38, 72]. Wiadomo, że synteza na przy-
kład krótkich liniowych lipopeptydów generuje istotnie 
mniejsze koszty ich wytwarzania [56]. 

Ogólny mechanizm działania przeciwdrobnoustro-
jowego syntetycznych lipopetydów jest związany ze 
zjawiskiem amfifilowości: lipopeptyd wbudowuje się 
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w dwuwarstwę lipidową atakowanej błony mikroorga-
nizmu, wprowadzając defekty w upakowaniu jej łańcu-
cha i indukuje powstawanie krzywizn błony, a w kon-
sekwencji wyciek składników komórkowych. Wówczas 
dochodzi do rozproszenia potencjału wewnątrzkomór-
kowego i ostatecznie śmierci komórki [38]. Niemniej 
jednak szczegółowe procesy zachodzące w trakcie tego 
zjawiska nie zostały do końca wyjaśnione. 

Obiecujące są również wyniki badań, w  których 
podejmowano próby terapii skojarzonej lipopeptydów 
z konwencjonalnymi antybiotykami. W szczególności 
wymierne efekty obserwowane były w przypadku tych 
antybiotyków, u których zauważa się trudności zwią-
zane z dotarciem do celu molekularnego znajdującego 
się wewnątrz komórki bakteryjnej i  powstawaniem 
oporności na tym tle. Zastosowanie lipopeptydów 
celem ich interakcji z błoną i zwiększenia jej prze-
puszczalności wiąże się potencjalnie z umożliwieniem 
antybiotykowi penetracji, osiągnięciem pożądanego 
efektu klinicznego i zabicia drobnoustrojów. Uzyskanie 
takiego efektu zachodzi ponadto przy znacznie mniej-
szym minimalnym stężeniu hamującym (MIC – Mini-
mal Inhibitory Concentration) dla antybiotyku (nawet 
o kilka rzędów wielkości!) dzięki dodaniu lipopeptydu 
już w stężeniach poniżej wartości MIC [38]. 

Do rozwiązania nadal pozostają problemy bezpieczeń-
stwa potencjalnego stosowania lipopeptydów w prak- 
tyce klinicznej z uwagi na obserwowane efekty cytoto
ksyczne wobec komórek eukariotycznych oraz hemolizę 
erytrocytów w stężeniach MIC niezbędnych na przykład 
do eradykacji biofilmu [46]. Warto jednak zauważyć, 
że w przypadku dużej części syntetycznych lipopepty-
dów toksyczność jest relatywnie niska. Dlatego też dla 
owych związków daje to niemałą przewagę. Niemniej 
konieczne są dokładniejsze analizy, zanim będzie moż-
liwe użycie lipopeptydów w badaniach klinicznych [25]. 

Zgodnie z obecną wiedzą, biorąc pod uwagę struk-
turę syntetycznych lipopeptydów, można je podzielić 
na cztery grupy: 
1.	krótkie syntetyczne lipopeptydy,
2.	peptydomimetyki, 
3.	multiwalentne lipopeptydy, 
4.	lipopeptydy usztywnione klamrą węglowodorową [43].

Należy jednak zaznaczyć, że stale projektowane 
i syntezowane są nowe lipopeptydy, a większość z nich 
badana jest przez laboratorium je opracowujące de 
novo, stąd w wielu pracach badawczych obiektem 
zainteresowania są albo zupełnie nowe związki, albo 
modyfikacja już poznanych struktur. 

5.1.  Krótkie syntetyczne lipopeptydy

Peptydy z tej grupy są najkrótszymi związkami 
spośród AMP, tzn. posiadają najmniejszą liczbę reszt 
aminokwasowych. Składają się z 2 do 4 aminokwasów 

połączonych z kwasem tłuszczowym (na ogół o dłu
gości od 12 do 16 atomów węgli w łańcuchu) o wypad-
kowym ładunku dodatnim (od +1 do +4). Co zaska-
kujące, zastąpienie tylko 1 aminokwasu z dwóch lub 
czterech skutkuje otrzymaniem zupełnie odmiennych 
właściwości biologicznych [19, 43, 53, 54, 56]. Krótkie 
syntetyczne lipopeptydy mają właściwości amfifilowe 
podobnie jak detergenty (hydrofilowa strona peptydu 
i  hydrofobowa lipidu), co z kolei daje im możliwość 
samoasocjacji i oligomeryzacji z wytworzeniem hydro-
fobowego rdzenia. Zasadniczo w krótkich lipopepty-
dach możliwość ta w dużej mierze jest ograniczona 
ze względu bliskie sąsiedztwo dodatniego ładunku 
peptydu – łańcuch kwasu tłuszczowego musi być więc 
dostatecznie długi (co najmniej 14 atomów węgla) do 
wystąpienia tego zjawiska [3, 74]. Ostatecznie oligome-
ryzacja może być sposobem na ochronę przed działa-
niem peptydaz, a więc poprawiać stabilność i odpor-
ność na degradację, co może znaleźć swoje przełożenie 
w warunkach in vivo [56, 68, 70].

Długość łańcucha kwasu tłuszczowego determinuje 
aktywność przeciwdrobnoustrojową – istnieją hipotezy 
dotyczące jego optymalnej długości mówiące, że dla 
aktywności skierowanej przeciwko bakteriom Gram-
-dodatnim potrzebne są 2 reszty metylenowe więcej, 
niż dla aktywności wobec bakterii Gram-ujemnych. Ta 
sama hipoteza mówi, że z kolei wydłużenie tegoż łańcu-
cha powyżej 10–12 jednostek węglowych może powodo-
wać spadek aktywności przeciwbakteryjnej (ale zależnie 
od części peptydowej), najprawdopodobniej na skutek 
niedopasowania hydrofobowego i niedostatecznych 
defektów w atakowanej dwuwarstwie lipidowej [38]. 
Ponadto wielokrotnie potwierdzano, że spektrum prze-
ciwdrobnoustrojowe zależy przede wszystkim od składu 
lipopeptydu, a więc i jego powinowactwa do błony 
docelowej, którego najważniejszym czynnikiem jest 
hydrofobowość cząsteczki [1, 19, 25, 52, 55, 74]. Kwas 
tłuszczowy jest więc najważniejszym elementem struk-
tury tych związków. Nawet krótki syntetyczny peptyd 
Pal-KK-NH2 składający się z dwóch reszt aminokwasu 
lizyny (K – lizyna), posiadający resztę kwasu palmity-
nowego o łańcuchu zbudowanym z szesnastu atomów 
węgla na N-końcu (Pal/C16 – reszta kwasu palmityno-
wego) jest bakterio- i grzybobójczy [8]. Z  sukcesem 
wytworzono serię krótkich syntetycznych lipopepty-
dów poprzez połączenie z kwasem tłuszczowym nieak-
tywnych krótkich peptydów i uzyskanie w ten sposób 
aktywności przeciwdrobnoustrojowej [1, 2, 26, 43]. Co 
ważne, żaden z przebadanych lipopeptydów tego typu 
nie powodował hemolizy erytrocytów ludzkich [1, 43]. 

Najpowszechniejszy związek wśród krótkich synte-
tycznych lipopeptydów oznaczany jest jako Pal-KGGK-
-NH2. W  tak przedstawionym zapisie „Pal” stanowi 
resztę kwasu palmitynowego, natomiast „KGGK” 
odpowiada konkretnej sekwencji aminokwasowej 
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(Lys-Gly-Gly-Lys, przy czym druga reszta lizyny jest 
D-enancjomerem pierwszej; G – glicyna). Głównym 
celem działania tego lipopeptydu, podobnie jak wszyst- 
kich lipopeptydów oraz AMP, jest interakcja z wew- 
nętrzną błoną komórkową bakterii i indukcja lizy tej 
błony. Jednak aby lipopeptyd mógł zadziałać na wew- 
nętrzną błonę, konieczna jest wcześniejsza elektrosta-
tyczna interakcja pomiędzy dodatnio naładowanymi 
łańcuchami bocznymi aminokwasów (przede wszyst-
kim lizyny) z posiadającymi wypadkowy ładunek 
ujemny komponentami ściany komórkowej drobno-
ustroju. W przypadku bakterii Gram-dodatnich oddzia-
ływanie zachodzi głównie z kwasem lipotejchojowym, 
natomiast u Gram-ujemnych z LPS (LPS – lipopolisa-
charyd ) zlokalizowanym na błonie zewnętrznej. Nastę-
puje wbudowywanie się lipopeptydu w dwuwarstwę 
fosfolipidową i perforacja błony zewnętrznej, umożli-
wiająca dostęp do błony wewnętrznej patogenu. Aktyw-
ność omawianego związku doprowadza do zmiany 
miejscowej organizacji błony lipidowej i  drastycz-
nej reorganizacji struktury całej wewnętrznej błony 
komórkowej, co ma wpływ na jej dynamikę i wszystkie 
procesy od niej zależne [37, 43, 53, 56, 76]. Elektro-
statyczne oddziaływanie pomiędzy częścią peptydową 
Pal-KGGK-NH2 a fosfolipidami i innymi składnikami 
zewnętrznej błony bakteryjnej jest najprawdopodobniej 
czynnikiem warunkującym selektywność tego związku 
wobec komórek drobnoustrojów – błony komórek ssa-
czych, posiadające wypadkowy ładunek obojętny, nie 
były celem działania tego lipopeptydu (w badaniach in 
vitro). Sugeruje się jednocześnie, że za powinowactwo 
omawianego związku do komórek bakteryjnych odpo-
wiedzialna jest reszta kwasu palmitynowego, umożli-
wiająca oligomeryzację związku i powstawanie micelli, 
oddziaływujących z błoną komórkową mikroorganiz
mów [26, 49]. Niemniej ustalono, że aktywność lipo-
peptydu z docelową błoną bakteryjną może zachodzić 
w dwojaki sposób: na drodze hydrofobowego oddziały-
wania reszty kwasu tłuszczowego oraz poprzez elektro-
statyczną interakcję reszty aminokwasowej [26, 43, 49]. 

Inny przykład stanowi Mir-KYR-NH2 (Mir/C14 
–  reszta kwasu mirystynowego o długości 14  ato-
mów węgla). KYR to sekwencja trzech aminokwasów 
(Y –  tyrozyna; R – arginina; sekwencja Lys-Tyr-Arg) 
uzyskana poprzez hydrolizę cząsteczki hemoglobiny 
wołowej przez pepsynę. Wcześniejsze doniesienia wie-
lokrotnie udowadniały, że poprzez trawienie hemoglo-
biny wołowej można uzyskać wiele peptydów o  róż-
nych właściwościach, w  tym około 30 o  aktywności 
przeciwdrobnoustrojowej. KYR naturalnie znajduje 
się w  pozycji 139–141 łańcucha α; jednak do badań 
wykorzystywano identyczną cząsteczkę, lecz zsynte-
zowaną w laboratorium [12, 65]. Dla poprawy właści-
wości przeciwdrobnoustrojowej N-koniec został acylo-
wany kwasem tłuszczowym o różnej długości łańcucha 

węglowego (z dziesięcioma, dwunastoma, czternastoma 
lub szesnastoma atomami węgla), przy czym związek 
zawierający resztę kwasu mirystynowego wydaje się być 
najefektywniejszym w działaniu przeciwdrobnoustro-
jowym. Mechanizm działania lipopeptydów posia-
dających w składzie reszty tego kwasu tłuszczowego 
lub kwasu laurynowego prawdopodobnie polega na 
połączeniu najpierw z zewnętrzną błoną bakterii, jej 
permeabilizacją i przeniknięciem, późniejszym połą-
czeniem z błoną wewnętrzną, również permeabilizo-
waną i dodatkowo depolaryzowaną, co skutkuje szybką 
śmiercią komórki [64]. Te i inne podobne strukturalnie 
związki, najprawdopodobniej również działające w opi-
sany sposób, takie jak Pal-KK-NH2, Pal-KGK-NH2, 
Pal-KKKK-NH2 posiadają bardzo szerokie spektrum 
działania zarówno w stosunku do bakterii Gram-dodat-
nich, jak i Gram-ujemnych [43, 75]. 

Inne przykładowe syntezowane krótkie lipopeptydy 
składają się z 1 do 5 cząsteczek aminokwasu ornityny 
(Orn – ornityna), powstającego z argininy pod wpły-
wem arginazy, które są kowalencyjnie połączone z kwa-
sem tłuszczowym (o długości łańcucha węglowego od 
8 do 18 atomów węgla), wykazujące aktywność prze-
ciwdrobnoustrojową wobec bakterii Gram-dodatnich 
i Gram-ujemnych oraz grzybów. Wśród testowanych 
syntetyk o sekwencji Mir-Orn-Orn-Orn-NH2, (ozna-
czany przez badaczy jako LP16) wydaje się być najsku-
teczniejszy w działaniu przeciwdrobnoustrojowym. 
Jako związek nietoksyczny (nie wywoływał hemolizy 
hRBC w testach in vitro), łatwy do syntezy oraz sta-
bilny i  oporny na działanie trypsyny jest kolejnym 
przykładem potwierdzającym, że lipopeptydy, w  tym 
krótkie syntetyczne, mają duży potencjał, aby stać się 
nowymi i  efektywnymi związkami przeciwdrobno-
ustrojowymi [50].

Zsyntezowano również lipopeptydy składające się 
z  jednej reszty lizyny, w których pojedynczy dłuż-
szy łańcuch reszty kwasu tłuszczowego (na przykład 
szesnastowęglowy kwasu palmitynowego) zastąpiono 
dwoma resztami o krótszej długości łańcucha tłusz-
czowego (z ośmioma atomami węgla): C8-K-C8. Celem 
była poprawa selektywności bez wpływu na właści-
wości amfipatyczne, kluczowe dla działania przeciw-
bakteryjnego. Aktywność powstałego związku była 
porównywalna z aktywnością lipopeptydu zawierają-
cego pojedynczy, dwukrotnie dłuższy łańcuch kwasu 
tłuszczowego, jednak nowy analog był znacząco mniej 
hemolityczny wobec erytrocytów ludzkich. Ponadto 
inny, niesymetryczny w budowie lipopeptyd zsyn-
tezowany w podobny sposób, C8-K-C10, okazał się 
zupełnie nietoksyczny in vitro dla ludzkich embrio-
nalnych komórek nerek (HEK – Human Epithelial 
Kidney cells) w  stężeniach dwukrotnie wyższych niż 
wartość MIC – przy czym minimalne stężenie nie-
zbędne do zahamowania wzrostu bakterii, zarówno 
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Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, było znacz-
nie niższe niż w  przypadku krótkich syntetycznych 
lipopeptydów, zawierających pojedynczą resztę kwasu 
tłuszczowego [21]. Brak wpływu cytotoksycznego na 
ssacze komórki jest zaskakujący przede wszystkim dla-
tego, że zbadany mechanizm działania nie wydaje się 
odmienny i opiera się na permeabilizacji i depolaryza-
cji błony, co z kolei prowadzi do wniosku, że prawdo-
podobnie udało się znacząco poprawić selektywność 
działania i powinowactwo do komórek prokariotycz-
nych. Niemniej autorzy podkreślają, że wymagane 
są dalsze badania tego i  podobnych związków pod 
tym kątem [21, 43]. 

Metod i pomysłów modyfikacji krótkich synte-
tycznych lipopeptydów jest znacznie więcej i niemal 
w  każdej pracy można spotkać się z odmiennym 
do nich podejściem, z których każde wydaje się być 
korzystne, nastawione na poszukiwanie nowych spo-
sobów otrzymania pożądanych właściwości syntezo-
wanych związków. Poszczególne metody uzyskiwania 
krótkich lipopeptydów o różnej budowie wpływają więc 
zarówno na spektrum działania, jak i na występowanie 
potencjalnego efektu cytotoksycznego i hemolitycznego 
w stosunku do komórek ludzkich [43]. 

Testowane są też różne strategie zastosowania tych 
lipopeptydów, na przykład sprzęganie z innymi czą-
steczkami dla poprawy właściwości antybakteryjnych. 
Prowadzone są próby sprzęgania z kationowymi związ-
kami polianionowymi, spermidyną, putresyną etc., 
pełniącymi wiele różnych ról w modyfikacji kwasów 
nukleinowych czy białek. 

W osobnych badaniach zajęto się również lipo- 
peptydami o potencjalnym działaniu przeciwbiofil-
mowym, porównywalnym do działania wankomycyny 
czy daptomocyny, jak Mir-KK-NH2 czy Mir-RRR-NH2 
(z których drugi wymieniony wykazuje w tym zakresie 
także synergizm działania z wankomycyną) [43, 60]. 
Kolejne związki badane pod kątem aktywności prze-
ciwbiofilmowej to między innymi Pal-KGGK-NH2, Pal-
-KKK-NH2, Pal-KAAK-NH2 i Pal-KLLK-NH2 (L – leu-
cyna) – zwłaszcza dwa ostatnie o obiecującym działaniu 
eradykującym próbowano także sprzęgać z biodegra-
dowalnymi polimerami (PLACO – Poly(lactic acid 
castrol oil) oraz P(SARA) – Ricinoleic acid based poly 
(ester-anhydride)) celem uzyskania przeciwbakteryj-
nych środków terapeutycznych o przedłużonym dzia-
łaniu, stosowanych miejscowo w infekcjach jamy ustnej 
– z obiecującymi wynikami, niewątpliwie wymagają-
cymi potwierdzenia w dalszych badaniach [19]. 

5.2.  Peptydomimetyki

Termin peptydomimetyk jest pojęciem szero-
kim i  obejmuje właściwie każdą, dowolną sekwencję 
zaprojektowaną w celu naśladowania struktury i/lub 

funkcji naturalnych AMP, ale której szkielet nie opiera 
się wyłącznie na α-aminokwasach; peptydomimety-
kami mogą więc być zarówno półsyntetyczne analogi, 
jak i w pełni syntetyczne cząsteczki. Ich synteza jako 
środków przeciwdrobnoustrojowych zakłada przede 
wszystkim rozwiązanie problemu degradacji proteoli-
tycznej, która dotyczy niemalże wszystkich lipopepty-
dów oraz AMP [20, 22, 35, 43, 77]. Możliwości i spo-
soby syntezy znacząco różnią się zależnie od pomysłu 
na uzyskanie konkretnych właściwości peptydomime-
tyku. Choć związki należące do tej grupy, uzyskane 
odmiennymi metodami, wykazują podobną aktywność 
przeciwbakteryjną czy przeciwgrzybiczą, to cechują 
się one zupełnie odrębną strukturą, która warunkuje 
uzyskanie różnych właściwości; zarówno korzystnych, 
jak i  niepożądanych. Nieustannie opracowywane są 
nowe związki o unikatowej strukturze, stąd tak duża 
różnorodność w  obrębie peptydomimetyków. W tej 
grupie lipopeptydów wyróżnić możemy m.in. oligo-
acylolizyny, lipo-α- i -γ-AA-peptydy, peptoidy, polia-
midy czy arylamidy, którym poświęcono już niemało 
doniesień naukowych [22, 27, 28, 43, 66]. Nie sposób 
omówić wszystkich wymienionych w niniejszej pracy, 
dlatego zaprezentowane zostaną jedynie dwie pierwsze 
grupy związków. 

Oligoacylolizyny, czy też oligomery acylowanej 
lizyny (Oligoacyllysines – OAK), są to liniowe czą-
steczki złożone z naprzemiennie ułożonych łańcuchów 
kwasów tluszczowych oraz kationowych aminokwa-
sów. Ułożenie w taki sposób zapobiega tworzeniu się 
struktury drugorzędowej. Ze względu na podstawową 
strukturę, OAK można podzielić na dwie kategorie, 
zależnie od rodzaju tzw. bloku występującego w struk-
turze: α lub β. Na blok α składa się sekwencja amino-
-X-lizyna, natomiast na blok β: lizyna-amino-X-lizyna, 
gdzie w miejscu X występuje reszta kwasu tłuszczowego 
o odpowiedniej ilości atomów węgla. Przykładem OAK 
z grupy α jest C12K-7α8. Zapis ten oznacza, że do reszty 
kwasu laurynowego (C12) i  aminokwasu lizyny (K) 
dołączony jest właśnie blok α w siedmiu powtórzeniach 
(7α8, gdzie 7 oznacza liczbę bloków α, 8 – liczbę atomów 
węgla w łańcuchu acylowym dołączonym do lizyny). 
[23, 71]. Ponieważ analogi uzyskane w ten sposób nie są 
małymi cząsteczkami, wielu badaczy syntetyzuje także 
znacznie krótsze pochodne, niepozbawione aktywności 
przeciwdrobnoustrojowej, jak chociażby przedstawiciel 
grupy β: C12(ω7)K-β12. W skład tego związku wchodzą 
jedynie 3  reszty lizyny oraz 2  reszty kwasu tłuszczo-
wego (C12(ω7) symbolizuje resztę kwasu dodekano-
wego z podwójnym wiązaniem przy węglu siódmym) 
[22, 23, 73]. Oczywiście syntetyzowanych związków 
zaliczanych do tych kategorii jest sporo i każdy z nich 
podlega wielokrotnej i wnikliwej analizie pod kątem 
mechanizmów działania, właściwości przeciwbakteryj-
nych, farmakokinetyki czy potencjalnej toksyczności, 
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a różnice pomiędzy poszczególnymi analogami są czę-
sto niewielkie. Przytoczony powyżej związek C12(ω7)-
K-β12 w stężeniach subinhibicyjnych szybko wywołuje 
efekt depolaryzacji atakowanej błony, pozbawiając bak-
terie przede wszystkim działania pompy protonowej, 
niezbędnej do aktywnego wypompowywania substan-
cji z  cytoplazmy (efflux pump). Jest to jeden z wielu 
znanych mechanizmów oporności mikroorganizmów, 
polegający na aktywnym usuwaniu z komórki róż-
nych związków, w tym leków i antybiotyków, i przez to 
uniemożliwianiu ich działania. Skoro efektem działania 
tych związków jest depolaryzacyjny wpływ na potencjał 
błony komórkowej, to mogą one okazać się niezwykle 
skutecznymi środkami do osiągnięcia selektywnej kon-
troli proliferacji komórek drobnoustrojów i jednocześ
nie zaburzać wiele procesów, których siłą napędzającą 
jest pompa protonowa. Przede wszystkim jest ona 
kluczowym źródłem energii niezbędnym do działania 
pompy błonowej, stąd powstawanie oporności wyko-
rzystującej mechanizm aktywnego wypompowywania 
może zostać niemal całkowicie zlikwidowane. Najwięk-
szą zaletą OAK może okazać się możliwość uwrażli-
wiania komórek prokariotycznych (przede wszyst-
kim bakterii Gram-ujemnych) np. na erytromycynę 
czy ryfampicynę [23, 31, 32, 43]. Choć szczegółowy 
mechanizm depolaryzacji spowodowanej wpływem 
OAK nie jest jeszcze dokładnie poznany, uważa się, że 
te peptydomimetyki mogą skutecznie zwiększyć dostęp 
antybiotyków do cytoplazmy, wspomagając w ten spo-
sób ich prawidłowe działanie i w efekcie doprowadzać 
do zahamowania wzrostu bakterii [22, 23, 31, 43]. Co 
istotne, badania nad farmakokinetyką tych związków 
wykazały, że do osiągnięcia pożądanych efektów depo-
laryzacji i wymaganych w tym celu stężeń OAK in vivo 
(model mysi) zupełnie wystarczające mogą okazać się 
podania podskórne [23]. Obecnie wykorzystanie oligo-
acylolizyn uznawane jest za bardzo dobre i obiecujące 
podejście poszerzania raptownie kurczących się moż-
liwości walki za pomocą antybiotyków z bakteriami 
Gram-ujemnymi [23, 31, 43, 71]. 

Wspomnieć też należy o podobnej strategii działa-
nia synergistycznego także innych substancji z pepty-
domimetykiem – ale w stężeniach znacznie niższych, 
niż MIC dla samego lipopeptydu. Szereg bardziej szcze- 
gółowych badań peptydomimetyków wykazał, że ist-
nieje możliwość, że związki te właśnie w stężeniach 
poniżej wartości MIC uwrażliwiają komórki bakte-
ryjne nie tylko na działanie antybiotyków, jak opi-
sano powyżej, ale również na działanie wrodzonych 
mechanizmów obronnych, włączając w  to naturalnie 
występujące w osoczu ludzkim AMP, jak lizozym czy 
defensyny. Obecnie uważa się, że mechanizmy działania 
naturalnych AMP obecnych w organizmie (a nie poda-
wanych zewnętrznie) są mocno niedocenione i wielu 
badaczy zwraca uwagę na konieczność przyjrzenia się 

im i opracowywania metod i związków, które mogłyby 
wzmocnić lub umożliwić ich działanie – jak najpra
wdopodobniej peptydomimetyki [14, 32]. 

Drugą omawianą i równie unikatową grupą pep-
tydomimetyków są lipidowane AA-peptydy. Projekt, 
podobnie jak w innych lipopeptydach, zakłada połącze-
nie hydrofobowej reszty kwasu tłuszczowego z hydro-
filową częścią peptydową o ładunku dodatnim, celem 
uzyskania cząsteczki o właściwościach amfipatycznych. 
Różnica polega na wykorzystaniu AA-peptydów jako 
ugrupowania peptydowego. Strukturalnie AA-peptydy 
stanowią oligomery, złożone z  tak zwanych bloków 
budujących. Każdy blok opiera się na szkielecie kwasu 
peptydonukleinowego (PNA), czyli polinukleotydo-
wego analogu DNA i RNA, wykazującym chiralność 
i  zawierającym reszty N-acetylo-N-aminoetylo-ami-
nokwasów. Do szkieletu dołączona jest boczna grupa 
funkcyjna (lub kilka), identyczna, jak w peptydzie, które 
dany AA-peptyd naśladuje pod względem budowy 
i  funkcji. Peptydy te można podzielić na kategorie: 
α i γ zależnie od pozycji łańcucha bocznego; syntezuje 
się i bada także cykliczne-AA-peptydy. AA-peptydy są 
znaną grupą związków, cechującą się przede wszystkim 
opornością na degradację proteolityczną, stąd zainte-
resowanie tymi cząsteczkami jako możliwymi terapeu-
tykami, również takimi, które mogłyby działać prze-
ciwdrobnoustrojowo [27, 28, 42, 66]. Dołączenie reszty 
kwasu tłuszczowego również w przypadku tych cząste-
czek skutkuje poprawą aktywności przeciwbakteryjnej 
[66]. Naśladowanie struktury, funkcji i mechanizmu 
działania AMP, a także stabilność cząsteczki, odpor-
ność na proteolizę i nieograniczona możliwość wpro-
wadzania modyfikacji czynią z AA-peptydów bardzo 
atrakcyjną matrycę do syntezy nowoczesnych związków 
przeciwbakteryjnych. Dodatkowo, ich aktywność biolo-
giczna może być łatwo zmieniana i wzmacniania dzięki 
wprowadzaniu szeregu dodatkowych grup hydrofobo-
wych i kationowych [28, 42, 43, 69, 72]. 

Przykładowo, lipo-α-AA-peptydy poddano bada-
niom i okazało się, że krótkie dimery tych lipopep-
tydów wykazują aktywność przeciwdrobnoustrojową 
w stosunku do bakterii Gram-dodatnich. Dodanie do 
dimeru kolejnego bloku i utworzenie trimeru nadaje 
aktywność przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, 
a  dodanie jeszcze jednego i powstanie cząsteczki 
tetramerowej – poszerzenie spektrum działania prze-
ciwko tym bakteriom oraz wyższą aktywność [27, 43, 
72]. Udowodniono przy tym, że najpierw musi zostać 
osiągnięty pewien stopień hydrofobowości, aby umoż-
liwić aktywność przeciwdrobnoustrojową; hydrofo-
bowość zwiększa zarówno obecność reszt kwasów 
tłuszczowych, jak i przyłączanie kolejnych cząsteczek 
do oligomerów. Jak we wszystkich lipopeptydach, acy-
lacja i  wzrost hydrofobowości znacząco podwyższa 
aktywność antybakteryjną oraz spektrum działania 
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związków, w  tym przypadku w stosunku do bakterii 
Gram-ujemnych (dla Gram-dodatnich spektrum nie 
jest poszerzane) [27, 43, 72]. 

Obie kategorie omawianych lipo-AA-peptydów 
(α i γ) wykazują podobny mechanizm działania, z błoną 
komórkową jako celem, nie różni się też między nimi 
znacząco spektrum działania. Wyjątek stanowią anio-
nowe analogi lipo-γ-AA-peptydów; podczas gdy 
kationowe wykazują szerokie i porównywalne spek-
trum przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, związki 
anionowe okazały się zupełnie pozbawione działania 
przeciwbakteryjnego. Prawdopodobnie jest to skutek 
braku oddziaływań elektrostatycznych tych związków 
z bakteryjną membraną komórkową także posiadającą 
ładunek ujemny. Grupa γ-AA-peptydów po koniugacji 
z nienasyconym ogonem kwasu tłuszczowego wykazuje 
również potencjalnie mniejszą skłonność do agregacji 
oraz zmniejszoną aktywność hemolityczną w stosunku 
do ludzkich erytrocytów, jak również wyższą aktywność 
przeciwdrobnoustrojową niż grupa α-AA-peptydów, 
pomimo zbliżonego spektrum działania przeciwbak-
teryjnego. Najprawdopodobniej analogi γ wykazują 
działanie opierające się na mechanizmie dywanowym 
lub dywanopodobnym. Selektywnie permeabilizują 
błonę i strukturalnie ją modyfikują, prowadząc do 
opisywanego wcześniej efektu utraty potencjału bło-
nowego, wycieku substancji wewnątrzkomórkowych 
i śmierci komórki. Zaobserwowano, że błony ssaczych 
komórek o wypadkowym ładunku obojętnym, zawie-
rające cholesterol, nie są praktycznie wcale atakowane 
przez te lipopeptydy, co prawdopodobnie jest przyczyną 
względnie wysokiej selektywności i niskiej toksyczności 
[42, 43, 72]. W omawianej grupie peptydomimetyków 
oprócz lipo-γ-AA-peptydów znajduje się także wiele 
związków modyfikowanych w  inny sposób, na przy-
kład sulfonowanych (sulfono-γ-AA-peptydy). Bardzo 
dobrze naśladują one działanie magainin, posiadając 
szersze spektrum aktywności i większą odporność na 
degradację proteolityczną [20, 72]. 

Wadą omawianych związków jest skomplikowany 
proces produkcji – lipo-AA-peptydy są długimi czą-
steczkami, wymagającymi wieloetapowej syntezy, co 
wiąże się również z dość wysokimi kosztami [37, 45]. 
Z tego powodu badano również krótkie peptydomime-
tyki, uzyskane poprzez hydrolizę gotowych lipo-AA-
-peptydów kategorii α i γ, zawierających najczęściej 
1  blok lipo-γ-AA-peptydu i resztę lizyny – okazały 
się one aktywne np. w stosunku do szczepów MRSA 
(Methicillin Resistant Staphylococcus aureus), MRSE 
(Methicillin Resistant Staphylococcus epidermidis), 
Enteroccocus faecalis, Pseudomonas aeruginosa czy 
Escherichia coli (MIC od 2 do 5 µg/ml) [43]. 

Cykliczne lipo-AA-peptydy z kolei zostały zapro-
jektowane w celu dalszej poprawy właściwości przeciw-
drobnoustrojowych. Z założenia powinny one wykazy-

wać wyższą aktywność przeciwko mikroorganizmom 
od liniowych analogów z uwagi na sztywniejszą, a więc 
i stabilniejszą strukturę amfipatyczną. Rezultaty wstęp-
nych badań potwierdziły tę hipotezę – cykliczne związki 
okazały się być skuteczne wobec szeregu szczepów wie-
loopornych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych 
[43, 72]. Próbuje się je także stosować wobec biofilmu, 
m.in. S. epidermidis czy P. aeruginosa z obiecującymi 
wynikami [69]. Imitują one AMP również pod wzglę-
dem właściwości modulowania układu odpornościo-
wego [43, 69, 72]. Niestety, są przy tym również znacz-
nie bardziej hemolityczne [43]. 

Bada się także między innymi AA-peptydy o struk-
turze heliakalnej, jak również różne kombinacje połą-
czeń tych związków ze sobą, których wstępne wyniki 
badań także są obiecujące [72].

Podsumowując, lipo-AA-peptydy z szerokim spek-
trum aktywności przeciwbakteryjnej, zwiększoną sta-
bilnością cząsteczki i nieograniczonymi możliwościami 
modyfikacji struktury oraz funkcji są kolejnymi kandy-
datami na potencjalnie środki terapeutyczne przeciwko 
patogenom wieloopornym [43, 69, 77]. 

Dzięki względnie łatwej syntezie większości pepty-
domimetyków oraz łatwości modyfikowania ich struk-
tury, wraz z opornością na działanie proteaz są one 
atrakcyjnymi związkami przeciwdrobnoustrojowymi 
nakierowanymi na membranę bakteryjną [20, 43, 77]. 

5.3.  Multiwalentne lipopeptydy

Grupa multiwalentnych lipopeptydów jest z pew-
nością najbardziej różnorodną z wymienianych w tym 
podziale. Cechą wspólną tej grupy jest proces oligome-
ryzacji czy też koniugacji kolejnych nowo powstałych 
peptydów i lipopeptydów ze sobą, celem poprawienia 
właściwości i osiągnięcia lepszej aktywności przeciw-
drobnoustrojowej, idących w parze ze zminimalizo-
waną cytotoksycznością i aktywnością hemolityczną 
w stosunku do ludzkich krwinek czerwonych [7, 43].

Defensyny, posiadające przede wszystkim zdolność 
powodowania szybkiej śmierci komórek bakterii, a także 
szerokie spektrum działania i niski odsetek genero- 
wanych szczepów opornych (in vitro), niejednokrot- 
nie stanowią strukturę wyjściową do syntezy nowych 
związków. Podczas syntezy multiwalentnych lipopep-
tydów badacze postanowili wykorzystać analogi C-koń-
cowego fragmentu ludzkiej defensyny 3, składającego 
się z 10 reszt aminokwasowych jako aktywną sekwen-
cję lub rusztowanie dla dalszych multiwalentnych 
modyfikacji za pomocą reszt lizyny [6, 7, 43, 48]. Przy-
kładowo, powstały związek B2088 (dimer) również 
cechuje się zdolnościami szybkiego zabijania, wyka-
zuje obiecującą selektywność w stosunku do błon bak-
teryjnych, a narastanie wobec niego oporności jest zni-
kome. Dla wzmożenia aktywności przeciwbakteryjnej 
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oczywiście zastosowano koniugację N-końca z dwiema 
resztami kwasu tłuszczowego, dzięki której osiągnięto 
pożądaną interakcję z bakteryjnym LPS. Dimery sprzę-
gano z resztami kwasów tłuszczowych o różnej długo-
ści łańcucha węglowego (8 do 16 atomów), uzyskując 
zadowalające efekty przeciwko bakteriom Gram-ujem-
nym w przypadku związków zawierających reszty kwa-
sów kaprylowego (o długości 8 atomów węgla – Kapr 
lub C8) i kaprynowego (o długości 10 atomów węgla 
–  C10). Jednocześnie porównano wpływ oligomery-
zacji i wykazano znacznie słabszą aktywność N-lipi-
dowanych monomerów. Hemoliza nie była obser-
wowana dla żadnego syntezowanego związku [7, 43, 
45], podobnie cytotoksyczność [7]. Badacze doszli do 
wniosku, że przyłączanie reszt kwasów tłuszczowych 
również do tego typu cząsteczek znacząco wpływa na 
poprawę aktywności przeciwbakteryjnych, choć użycie 
kwasów tłuszczowych posiadających w łańcuchu więcej 
niż czternaście atomów węgla skutkuje obniżeniem tej 
aktywności. Obserwowano także zwiększoną tendencję 
do autoagregacji wraz z dalszym wydłużaniem łańcucha 
kwasu tłuszczowego i w efekcie niższą aktywność prze-
ciwdrobnoustrojową. Ostatecznie najlepszym związ-
kiem otrzymanym w ten sposób okazał się C8-B2088; 
uzyskano wysoką aktywność przeciwbakteryjną, naj-
wyższą selektywność, zdolność szybkiego zabijania 
bakterii oraz świetną biokompatybilność. Lipopeptyd 
ten wykazywał również synergizm działania z konwen-
cjonalnymi antybiotykami [7, 43, 45, 48]. 

W ramach badań nad możliwością działania prze-
ciwko bakteryjnemu lipopolisacharydowi zsyntezowano 
związki nazwane multiwalentnymi β-bumerangami 
(β-Boomerangs). Są to peptydy przyjmujące właśnie 
bumerangopodobną konformację β-kartki w  kom-
pleksie z LPS [10, 43, 62]. N-końce tych peptydów 
acylowano kwasem butanowym i oktanowym, a część 
łańcucha zastąpiono resztą cysteiny i wytworzono mul-
tiwalentne β-bumerangi połączone mostkiem dwu-
siarczkowym. Zainteresowano się następnie zarówno 
wpływem długości łańcucha kwasu tłuszczowego; bada-
nie wykazało podobną aktywność wszystkich analogów 
wobec bakterii Gram-ujemnych, jednak tylko związki 
posiadające resztę kwasu tłuszczowego zbudowaną 
z  ośmiu atomów węgla wykazują działanie wobec 
bakterii Gram-dodatnich. Zaobserwowano, że nie bez 
znaczenia jest także obecność aminokwasów aroma-
tycznych w strukturze – przy zamianie aminokwasów 
na niearomatyczne całkowicie utracono właściwości 
przeciwbakteryjne. Okazało się, że kluczowym w neu- 
tralizacji LPS jest jego ścisłe dopasowanie ze strukturą 
β-bumeragu, możliwe dzięki zastąpieniu aminokwasów 
alifatycznych na aromatyczne w omawianych związkach 
[10, 63]. Potwierdzono również po raz kolejny nie-
zwykle korzystny wpływ acylacji na poprawę działania 
przeciwdrobnoustrojowego [10, 43, 63]. 

W innych badaniach również wykorzystano two-
rzenie wiązania dwusiarczkowego pomiędzy dimerami 
– ale homo- i hetero-dimerami peptydowych N-koń-
cowych analogów laktoferyny oraz różnych krótkich 
lipopeptydów zawierających ornitynę i resztę kwasu 
tłuszczowego o długości dwunastu atomów węgla. 
Otrzymane związki wykazały wysoką aktywność 
wobec bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, 
a także wobec grzybów (choć nie wobec np. Candida 
albicans). Większa część homodimerów nie cechowała 
się lepszymi właściwościami, niż odpowiadające im 
monomery –  w  przeciwieństwie do heterodimerów, 
które okazały się znacznie atrakcyjniejszymi związ-
kami. Heterodimery N-końcowej pochodnej laktofe-
ryny z krótkim lipopeptydem zawierającym ornitynę 
wykazywały znacząco wyższą aktywność przeciwdrob-
noustrojową niż pozostałe dimery i monomery, jedno-
cześnie wykazując najniższa aktywność hemolityczną 
wobec erytrocytów ludzkich [40, 43]. 

Badacze zajmują się także syntezowaniem dendry-
merów. Można je podzielić na dwie kategorie, zależ-
nie do ilości rozgałęzień amfililowych: A i B. Grupa A 
zawiera ich znacznie więcej, podczas gdy kategoria B 
składa się z większej ilości lipofilnych struktur linio-
wych. Zarówno związki klasyfikowane jako A, jak i B 
lipiduje się z użyciem głównie reszt kwasów tłuszczo-
wych o długości ośmiu lub dwunastu atomów węgla. 
Działania te w przypadku cząsteczek zawierających 
resztę kwasu laurynowego doprowadziły do poprawy 
właściwości przeciwbakteryjnych oraz zwiększenia 
selektywności w stosunku do różnych szczepów Can-
dida; długość łańcucha reszty kwasu tłuszczowego nie 
wpływała na aktywność wobec bakterii Gram-dodat-
nich ani Gram-ujemnych (we wszystkich syntetykach 
aktywność ta była identyczna). Szczegółowe analizy 
aktywności tych związków wykazały, iż śmierć grzybów 
następuje wskutek wypływu jonów potasu z wnętrza 
ich komórek, ale jednocześnie zaobserwowano także 
ich hamujący wpływ na aktywność syntazy β-(1,3)-
glukanowej Candida, zależny od stężenia dendrymeru 
w miejscu docelowym [34, 43]. 

5.4.	 Lipopeptydy usztywnione klamrą
	 węglowodorową

Lipopeptydy usztywnione klamrą węglowodorową 
(Hydrocarbon-Stapled Lipopeptides – HSLP) stano-
wią stosunkowo nową i obiecującą grupę związków. 
Unikalna struktura opiera się na „zszyciu” węglowo-
dorowym, obejmującym reakcję podwójnej wymiany 
i  zamknięcia pierścienia (Ring-Closing Metathesis 
– RCM) i utworzenia związku cyklicznego. Zachodzi 
ona pomiędzy dwoma α-podstawnikami niewystępu-
jących naturalnie aminokwasów, zawierających nie-
rozgałęzione łańcuchy boczne z grupami olefinowymi 
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w konkretnych pozycjach [37, 43]. Pozycje te są ważne, 
ponieważ warunkują możliwość zajścia katalitycznej 
reakcji cyklizacji, czyli właśnie spięcia węglowodoro-
wego [37]. Upraszczając, dochodzi do formowania wią-
zania kowalencyjnego pomiędzy łańcuchami bocznymi 
lipopeptydów [37, 57]. Taka modyfikacja znacząco sta-
bilizuje i usztywnia strukturę peptydu, konformację 
oraz potencjalnie wzmaga oporność na degradacje pro-
teolityczną i aktywność przeciwdrobnoustrojową pep-
tydu. Może to w efekcie również wpływać korzystnie na 
oddziaływanie z docelową błoną i być może wydłużać 
biologiczny czas półtrwania lipopeptydu [37, 43, 57]. 
Do reakcji tej używa się różnych lipopeptydów o pozna-
nej strukturze, tworząc nowe lipopeptydy cykliczne 
[43]. Porównano działanie nowo powstałych analogów 
usztywnionych klamrą węglowodorową z aktywnością 
lipopeptydów stanowiących strukturę wyjściową, użytą 
do ich syntezy. Porównanie to wykazało, że wszystkie 
wymienione związki wykazują zbliżone spektrum dzia-
łania wobec bakterii Gram-dodatnich, oddziaływując 
z błoną zewnętrzną, a następnie permeabilizując błonę 
wewnętrzną patogenu. Żaden jednak nie wykazywał 
działania przeciwko Gram-ujemnym patogenom [37]. 

Co ciekawe, technika usztywniania za pomocą 
klamry węglowodorowej nie jest nowa; stosowana jest 
już od dłuższego czasu zwłaszcza przy opracowywaniu 
terapeutyków stosowanych np. w onkologii, dietetyce, 
kardiologii czy terapii zakażeń HIV, głównie z uwagi 
właśnie na korzyści polegające na poprawie stabil
ności, oporności na degradację proteolityczną oraz 
podwyższeniu aktywności biologicznej tak powstałych 
związków. Pod względem chemicznym, spięcie może 
zachodzić nie tylko poprzez „szycie” węglowodorowe, 
ale także triazolowe, azobenzenowe, tiolowe, laktamowe 
czy tioeterowe – a każde z nich generować będzie zupeł-
nie odmienne właściwości, stabilność cząsteczki i bioak-
tywność. Zainteresowanie tą techniką nastąpiło, kiedy 
zaobserwowano, że usztywnione za pomocą klamry 
cząsteczki wpływają na interakcje białek w komórkach 
docelowych, na przykład nowotworowych, w  efekcie 
hamując różne proteiny. Opisywane jest zakłócanie za 
pomocą omawianych związków np. działania rodziny 
białek Bcl-2, β-kateniny, hormonów (m.in. estrogenu) 
czy też różnych czynników transkrypcyjnych [29, 57]. 

Na dzień dzisiejszy kierunek ten nie wydaje się 
być mniej atrakcyjnym od innych strategii obieranych 
w poszukiwaniu nowych, skutecznych i bezpiecznych 
środków do walki z drobnoustrojami.

5.5.	Lipopeptydy przeciwdrobnoustrojowe
	 w badaniach laboratoryjnych

Wiele ośrodków i zespołów badawczych, zarówno 
polskich jak i światowych, wykazało ogromne zaintere-
sowanie lipopeptydami potwierdzając, poprzez wyniki 

swoich badań prowadzonych zarówno in vivo jak i in 
vitro, wysoki potencjał przeciwdrobnoustrojowy tej 
grupy związków.

Dawgul i wsp., analizowali aktywność przeciw
drobnoustrojową lipopeptydów w odniesieniu do 
szczepów klinicznych gronkowca złocistego. Jak pisze 
Dawgul, możliwość zastosowania krótkich lipopep-
tydów w  zakażeniach skóry powodowanych przez 
Staphylococcus aureus byłoby świetną opcją terapeu-
tyczną. Lipopeptydy cechują również dobre właściwości 
powierzchniowo czynne, co dodatkowo daje możliwość 
zastosowania ich jako emulgator czy konserwant w pre-
paracie leczniczym. 

Materiał badawczy stanowiły szczepy kliniczne 
S. aureus pochodzące od pacjentów z zapaleniem 
mieszków włosowych, czyracznością i atopowym zapa-
leniem skóry, 5 syntetycznych lipopeptydów (Pal-KK-
-NH2, Pal-KKK-NH2, Pal-KKKK-NH2, Pal-KG-NH2 
oraz Pal-KGK-NH2) oraz antybiotyki konwencjonalne 
(chloramfenikol, erytromycyna, penicylina G i wanko-
mycyna). Wyniki badań wykazały skuteczność anali-
zowanych związków w odniesieniu do zastosowanych 
w  pracy mikroorganizmów, nie wykazując zróżnico-
wania ich aktywności pomiędzy szczepami. Istotnym 
wydaje się wykazana przez autorów pracy aktywność 
lipopeptydów w odniesieniu do szczepów opornych 
na erytromycynę, penicylinę i chloramfenikol. Wysoką 
aktywność wykazano dla lipopeptydu Pal-KK-NH2 [16]. 
Warto dodać, że badane lipopeptydy charakteryzowały 
właściwości bakteriobójcze w stężeniach równych lub 
dwukrotnie wyższych aniżeli ich MIC w odniesieniu do 
analizowanych szczepów [16].

Dawgul i wsp. oceniali również wpływ peptydów 
przeciwdrobnoustrojowych, w tym również lipopep-
tydów Pal-KK-NH2 i Pal-RR-NH2, na proces adhezji 
i tworzenia biofilmu oraz jego eradykacji. Do analizy 
wybrano szczep wzorcowy C. albicans (ATCC 10231), 
a jako biomateriał posłużył silikonowy cewnik Foleya. 
Zastosowane lipopeptydy wykazywały zdolność do 
eradykacji biofilmu, były aktywne już w stężeniach 
niższych aniżeli ich wartość MIC. Dla porówna- 
nia warto dodać, że nystatyna aktywna była dopiero 
w stężeniu odpowiadającym czterokrotności wartości 
MIC. Analizując wpływ peptydów na proces zapobie-
gania tworzenia biofilmu jak i eradykacji jego dojrza-
łych struktur, oba peptydy były skuteczne w stężeniach 
poniżej wartości MIC. W przypadku peptydu Pal-
-RR-NH2 były to stężenia wielokrotnie niższe aniżeli 
wartość MIC[17]. 

Aktywność przeciwgrzybiczą lipopeptydu Pal-KK-
-NH2 w odniesieniu do grzybów drożdżopodobnych, 
oceniali również Kamysz i wsp. Do analizy wybrano 
zarówno szczepy kliniczne (C. albicans, C. parapsilosis, 
C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii) jak 
i wzorcowe, a do porównania skuteczności lipopeptydu 



224 PAULINA CZECHOWICZ, JOANNA NOWICKA

– tradycyjne leki przeciwgrzybicze (flukonazol, amfo-
terycyna  B, kapsofungina). Autorzy pracy wykazali 
synergistyczne oddziaływanie między lipopeptydem, 
a tradycyjnymi lekami przeciwgrzybiczymi, szczegól-
nie z kapsofunginą. Jak zaznaczają autorzy pracy, wyka- 
zany synergizm może okazać się w przyszłości dobrą 
opcją terapeutyczną do leczenia inwazyjnych zakażeń 
o etiologii grzybiczej [39]. 

Barchiesi i wsp. analizowali również aktywność 
wspomnianego wcześniej peptydu Pal-KK-NH2 wobec 
izolatów Cryptococcus neoformans. Analizie poddano 
14  szczepów pochodzących z płynu mózgowo rdze-
niowego i krwi. Wszystkie badane szczepy wykazy-
wały wrażliwość na amfotercynę B i flukonazol. Zespół 
badawczy wykazał synergistyczne oddziaływanie lipo-
peptydu z amfoterycyną B dla 3 analizowanych szcze-
pów i znacznie szybsze, niż w przypadku amfotery-
cyny B, działanie grzybobójcze w stosunku do jednego 
szczepu. Odnotowano aktywność grzybobójczą lipo-
peptydu Pal-KK-NH2 po 24 godzinach inkubacji. Uzy-
skane wyniki pozwalają wysunąć wniosek, że Pal-KK-
-NH2 może w przyszłości stanowić dobrą alternatywę 
w terapii zakażeń wywołanych przez C. neoformans [9].

Właściwości przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze 
krótkich syntetycznych lipopeptydów analizowali rów-
nież Greber i  wsp. Aktywność przeciwdrobnoustro-
jową wybranych związków, różniących się między sobą 
m.in. długością łańcucha kwasu tłuszczowego, oceniali 
w odniesieniu do szczepów wzorcowych, bakterii Gram-
-dodatnich, Gram-ujemnych i grzybów. Wyniki uzy-
skane przez autorów pracy wskazują na wysoką aktyw-
ność przeciwbakteryjną, zarówno bakteriostatyczną jak 
i  bakteriobójczą, lipopeptydu zawierającego w swojej 
strukturze resztę kwasu palmitynowego. Aktywność ta 
była zdecydowanie wyższa w stosunku do bakterii Gram-
-dodatnich. Silny efekt bakteriostatyczny wykazano dla 
analogów z więcej niż jednym zasadowym aminokwa-
sem (Pal-KK-NH2, Pal-KKK-NH2, Pal-KKKK-NH2, 
Pal-KGK-NH2 i Pal-KGKG-NH2), w  przeciwieństwie 
do lipopeptydów z jednym aminokwasem (Pal-K-NH2 
i Pal-KG-NH2). Lipopeptydy modyfikowane kwasem 
mirystynowym cechowały się wysoką aktywnością 
bakteriostatyczną wobec Bacillus subtilis i S. epidermidis, 
natomiast modyfikowane kwasem laurynowym – niską 
aktywnością wobec analizowanych w pracy szczepów. 
Zróżnicowaną aktywność odnotowano dla lipopepty-
dów z dwiema i trzema resztami lizyny (Laur-KK-NH2, 
Laur-KKK-NH2; C12/Laur – reszta kwasu laurynowego 
o długości 12 atomów węgla). Lipopeptydy modyfiko-
wane kwasem kaprynowym wykazywały niską aktyw-
ność przeciwbakteryjną lub zupełny jej brak. Aktywność 
przeciwgrzybiczą wykazano dla Pal-KK-NH2, Pal-KKK-
-NH2 i Pal-KKKK-NH2. Spośród analogów kwasu 
palmitynowego najniższą aktywność przeciwgrzybi-
czą wykazano dla lipopeptydów z jedną resztą lizyny 

– Pal-K-NH2. Różną aktywność przeciwgrzybiczą wyka-
zały lipopeptydy modyfikowane kwasem mirystyno-
wym. Wykazano, że w tych samych stężeniach są one 
aktywne wobec C. albicans, C. tropicalis i Aspergillus 
brasiliensis. Lipopeptydy modyfikowane kwasem kapry-
nowym wykazywały brak aktywności wobec grzybów 
Candida i A. brasiliensis [24].

Autorzy pracy, oprócz oceny przeciwdrobnoustro-
jowej lipopeptydów, zbadali również ich właściwości 
hemolityczne. Lipopeptydy, modyfikowane kwasem 
palmitynowym, powodowały silną hemolizę erytrocy-
tów. Wysoką toksyczność wykazano dla pochodnych 
palmitynowych z resztą lizyny (Pal-KK-NH2, Pal-KKK-
-NH2 i Pal-KKKK-NH2) [24].

Aktywność syntetycznych lipopeptydów wobec 
biofilmu bakteryjnego również była przedmiotem 
badań. Mikroorganizmy tworzące strukturę biofilmu 
charakteryzują się dużo większą opornością na związki 
o działaniu przeciwdrobnoustrojowym aniżeli ich 
odpowiedniki planktonowe. Stale poszukuje się więc 
nowych preparatów, które wykazywałyby aktywność 
w odniesieniu do takiej struktury. Dałoby to możliwość, 
z jednej strony, eradykacji biofilmu, a co za tym idzie 
szybszą i bardziej skuteczną terapię zakażeń przebie-
gających z wytworzeniem jego struktur. Z drugiej zaś, 
dałoby możliwość zapobiegania tworzeniu tej opornej 
na preparaty przeciwdrobnoustrojowej struktury. 

Min i wsp. analizowali aktywność i stabilność 
cyklicznego syntetycznego lipopeptydu CLP-4 (CLP-4 
– cyclic lipopeptide 4; analog fusaricydyny) w odnie-
sieniu do Streptococcus mutans – zarówno komórek 
planktonowych, jak i w strukturze biofilmu. Dodat-
kowo autorzy pracy ocenili wpływ poddanego analizie 
lipopeptydu na komórki ludzkie. Badacze wykazali, 
że lipopeptyd działał bakteriobójcze w odniesieniu do 
S. mutans i wykazywał zależną od stężenia szyb-
kość zabijania, doprowadzając do lizy komórek tylko 
w  wyższych stężeniach. Lipopeptyd charakteryzował 
się wysoką aktywnością wobec biofilmu. Autorzy pracy 
sugerują, że peptyd CLP-4 może mieć różny mecha-
nizm działania, zależny w pewien sposób od jego 
stężenia. Przy niskich stężeniach peptyd najprawdo-
podobniej zakłóca niektóre procesy komórkowe nie-
zbędne do wzrostu mikroorganizmu, przy wysokich zaś 
zabija komórki bakteryjne przez uszkodzenie ich błony 
komórkowej. Co ważne, CLP-4 wykazywał również 
aktywność wobec biofilmu dojrzałego. Badając wpływ 
lipopeptydu wobec dojrzałego biofilmu wykazano 
zależne od stężenia zmniejszenie żywotności S. mutans. 
Autorzy pracy podkreślają, że analizowany peptyd 
charakteryzował się silną aktywnością bakteriobójczą, 
zarówno na komórki planktonowe i te w strukturze bio-
filmu. Dodatkowo, co warte podkreślenia, wykazywał 
stabilność i niską cytotoksyczność w odniesieniu do 
ludzkich komórek. Jak podkreślają autorzy pracy, lipo-
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peptyd CLP to nowy peptyd przeciwdrobnoustrojowy 
z możliwością zastosowania go w przyszłości zarówno 
w profilaktyce, ale także leczeniu próchnicy [58].

Cirioni i wsp. analizowali aktywność lipopepty-
dów w połączeniu z wankomycyną w odniesieniu do 
gronkowca złocistego, zarówno wobec form plankto-
nowych jak i biofilmu. Materiał do analizy stanowiły 
krótkie lipopeptydy (Pal-Lys-Lys-NH2, Pal-Lys-Lys) 
oraz wankomycyna, a głównym celem pracy była ocena 
aktywności analizowanych związków na szczurzym 
modelu infekcji wywołanej przez gronkowca złocistego. 
Wyniki badań w stosunku do planktonowych komórek 
S. aureus wykazały synergizm przy zastosowaniu wan-
komycyny w połączeniu z lipopeptydem. Wszystkie 
badane związki charakteryzowały się zbliżoną aktyw
nością, natomiast stosowanie wszystkich lipopeptydów 
w skojarzeniu z wankomycyną poprawiło ich skutecz-
ność. Najsilniejsze działanie wykazano w  przypadku 
połączenia Pal-Lys-Lys-NH2 z wankomycyną [13].

6.  Podsumowanie

Ciągle rosnąca liczba wieloopornych mikroorganiz
mów znacznie utrudnia terapię zakażeń, szczególnie 
tych ciężkich i zagrażających życiu pacjenta. Jak poka-
zuje literatura, syntetyczne lipopeptydy przeciwdrobno
ustrojowe mogą stać się bardzo dobrą alternatywą 
w terapii takich zakażeń i to z nimi obecnie wiąże się 
nadzieje w kontekście walki z organizmami wielo-
opornymi [43]. Istotnym wydaje się szerokie spektrum 
działania tych związków i ich synergistyczne oddzia-
ływanie w połączeniu z antybiotykami konwencjonal- 
nymi, szczególnie z tymi z utrudnionym dotarciem 
do wnętrza komórki bakteryjnej. Podejmowane próby 
modyfikowania lipidów i pozyskania nowych dają 
nadzieję, na zastosowanie ich w przyszłości w mono-
terapii, jak i w terapii skojarzonej. Do rozwiązania nadal 
pozostaje problem bezpieczeństwa potencjalnego stoso-
wania lipopeptydów w praktyce klinicznej ze względu 
na ich możliwą cytotoksyczność jak i właściwości 
hemolityczne. 
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Streszczenie: Pojęcie ,,mikrobiologia prognostyczna” po raz pierwszy w języku polskim zostało użyte w 1994 roku przez prof. Ilnicką-
Olejniczak. Natomiast początki prognozowania w mikrobiologii sięgają roku 1920 kiedy to Bigelow opracował zależność logarytmiczno-
liniową kinetyki śmierci mikroorganizmów. Mikrobiologia prognostyczna jest subdyscypliną mikrobiologii żywności, której zadaniem jest 
przewidywanie zachowań mikroorganizmów w żywności z wykorzystaniem modeli matematycznych. Model prognostyczny w przypadku 
mikrobiologii jest z reguły uproszczonym opisem korelacji pomiędzy zaobserwowanymi reakcjami oraz czynnikami odpowiedzialnymi 
za pojawienie się tych reakcji. Wyróżnia się kilka głównych koncepcji modeli (empiryczne vs mechanistyczne; stochastyczne vs 
deterministyczne; dynamiczne vs statyczne) w ramach których istnieją podziały modeli w zależności od rodzaju badanego drobnoustroju 
czy natury problemów powodowanych przez drobnoustroje (kinetyczne vs probabilistyczne), opisywanych zmiennych (modele pierwszo-, 
drugo i trzeciorzędowe) czy oddziaływania czynników środowiskowych na populacje drobnoustrojów (modele wzrostu, przeżywalności, 
inaktywacji). Do nowej generacji modeli zalicza się modele molekularne i genomowe, modele transferu, ANN, modele interakcji między 
gatunkami oraz modele pojedynczej komórki.

Proces powstawania matematycznego modelu wymaga koordynacji pracy i wiedzy z zakresu: mikrobiologii, statystyki, matematyki, 
chemii, inżynierii procesowej oraz informatyki. Wymaga również odpowiedniego sprzętu i oprogramowania komputerowego. Wyróżnia 
się cztery etapy postępowania przy konstrukcji modelu matematycznego: planowanie; zbieranie i analiza danych; opis matematyczny; 
walidacja i przechowywanie danych.

W ostatnich latach opracowano liczne programy do prognozowania w mikrobiologii FISHMAP, FSSP, Dairy Product Safety Predictor, 
Sym’Previus, GroPIN, Listeria Meat FDA-iRISK, TRiMiCri, Microbial Responses, GlnaFiT, FILTREX, PMM-Lab. Natomiast baza danych 
ComBase, jest osiągnięciem pionierskim jako narzędzie działające on-line. Niektóre programy spełniają wymagania do tworzenia 
Repozytoriów Modeli Bezpieczeństwa Żywności (FSMR – Food Safety Model Repositories).

1. Wprowadzenie. 2. Idea mikrobiologii prognostycznej. 3. Rys historyczny mikrobiologii prognostycznej. 4. Pojęcie modelu i koncepcje 
modelowania w mikrobiologii żywności. 4.1. Koncepcja 1: modele empiryczne vs mechanistyczne. 4.2. Koncepcja 2: modele statyczne 
vs dynamiczne. 4.3. Koncepcja 3: modele stochastyczne vs deterministyczne. 5. Podziały modeli prognostycznych. 5.1. Sieci neuronowe. 
5.2. Nowa generacja modeli prognostycznych. 6. Konstrukcja modelu prognostycznego. 6.1. Planowanie doświadczenia. 6.2. Zbieranie 
danych. 6.3. Analiza danych. 6.4 Walidacja modelu. 7. Prognozowanie mikrobiologiczne w analizie ryzyka. 8.Podsumowanie

Predictive microbiology of food

Abstract: The beginnings of predictive microbiology date back to 1920 when Bigelow developed a logarithmic-linear dependence of 
kinetics on the death of microorganisms. Predictive microbiology is a sub-discipline of food microbiology, whose task is to predict the 
behavior of microorganisms in food using mathematical models. The predictive model for microbiology is usually a simplified description 
of the correlation between the observed reactions and the factors responsible for the occurrence of these reactions. There are several 
main conceptual models (empirical vs. mechanistic, stochastic vs. deterministic, dynamic vs. static), in which there are model divisions 
depending on the type of examined microorganism or the nature of the problems caused by microbes (kinetic vs. probabilistic), described 
variables (first, secondary and tertiary) or the influence of environmental factors on microbial populations (growth, survival, inactivation). 
The new generations of models include molecular and genomic models, transfer models, Artificial Neural Network, interactions between 
species, and single cell models.

The process of creating a mathematical model requires coordination of work and the knowledge of: microbiology, statistics, 
mathematics, chemistry, process engineering and computer and web science. It also requires appropriate hardware and software. There 
are four stages in the construction of a mathematical model: planning; data collection and analysis; mathematical description; validation 
and storage of data.

In recent years, numerous computer software programs have been developed: FISHMAP, FSSP, Dairy Product Safety Predictor, 
Symbiosis, GroPIN, Listeria Meat FDA-iRISK, TRiMiCri, Microbial Responses, GlnaFiT, FILTREX, PMM-Lab. ComBase database, on 
the other hand, is a pioneering achievement as an on-line tool. Some programs meet the requirements for creating Food Safety Model 
Repositories (FSMR).

1. Introduction. 2. The idea of predictive microbiology. 3. Historical background of predictive microbiology. 4. The concept of a model 
and modeling concepts in food microbiology. 4.1. Concept 1: empirical vs. mechanistic models. 4.2. Concept 2: static vs. dynamic models. 
4.3. Concept 3: stochastic vs. deterministic models. 5. Breakdowns of prognostic models. 5.1. Neural networks. 5.2. A new generation of 
predictive models. 6. The construction of the predictive model. 6.1. Planning the experiment. 6.2. Collection of data. 6.3. Data analysis. 
6.4. Model validation. 7. Predictive microbiology in risk analysis. 8. Summary

Słowa kluczowe:	 analiza ryzyka, mikrobiologia żywności, modele prognostyczne, programy prognostyczne
Keywords:	 risks analysis, food microbiology, predictive models, predictive software
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1.  Wprowadzenie

Pojęcie ,,mikrobiologia prognostyczna” po raz 
pierwszy w języku polskim zostało użyte w 1994 roku 
przez prof. Ilnicką-Olejniczak [45]. Definicja wówczas 
użyta nie straciła na aktualności. Mikrobiologia pro-
gnostyczna była definiowana jako szczegółowa wiedza 
o  zachowaniu się mikroorganizmów w  odpowiedzi 
na określone warunki środowiska. Termin „prognozo-
wanie” oznacza racjonalne, naukowe przewidywanie 
przyszłych zdarzeń. Należy dodać, że przewidywa- 
nie przyszłych zdarzeń odbywa się na podstawie 
danych historycznych, czyli w mikrobiologii żywności 
są to wyniki doświadczeń naukowych prowadzonych 
w  zaplanowanych, określonych warunkach. Odpo- 
wiedź mikroorganizmów jest zatem zmienną zależną 
w  funkcji czynników środowiska wynikających ze 
składu produktu, użytej technologii, sposobu pako-
wania. Inna definicja wskazuje, że mikrobiologia pro-
gnostyczna jest subdyscypliną mikrobiologii żywności, 
której zadaniem jest przewidywanie zachowań mikro-
organizmów w  żywności z wykorzystaniem modeli 
matematycznych [76].

Właściwości i użyteczność modeli znalazły odzwier-
ciedlenie w prawie żywnościowym Unii Europejskiej. 
W Rozporządzeniu Komisji (WE) nr 2073/2005 z dnia 
15 listopada 2005 r. z późniejszymi zmianami w spra-
wie kryteriów mikrobiologicznych dotyczących środ-
ków spożywczych jest zapis nakazujący aby ustalać 
termin przydatności do spożycia wykorzystując modele 
prognostyczne dla bakterii wskaźnikowych uwzględ-
niając krytyczne czynniki wzrostu lub przeżywalności 
drobnoustrojów [86].

2.  Idea mikrobiologii prognostycznej

Mikrobiologia żywności początkowo była zdomi-
nowana badaniami mikrobiologicznymi dotyczącymi 
konkretnych produktów, bez próby zrozumienia, 
co wpływa na wzrost mikroorganizmów. Uważano, 
że żywność sama w sobie jest głównym czynnikiem, 
warunkującym obecność drobnoustrojów. Koncepcja 
mikrobiologii prognostycznej zakłada, że obecność 
mikroorganizmów w żywności jest wynikiem kombina-
cji różnych czynników środowiska, przede wszystkim: 
temperatury, pH i aktywności wody [84]. 

Ideą mikrobiologii prognostycznej jest założenie, 
że odpowiedź mikroorganizmów na czynniki środo-
wiska, które determinują ich wzrost jest powtarzalna. 
Zatem, w powtarzalnych warunkach środowiska zde-
terminowanych: surowcem, technologią przetwarzania, 
materiałem i atmosferą pakowania odpowiedź drob-
noustrojów jest przewidywalna i daje się opisać przy 

użyciu modeli matematycznych. Modele takie mogą 
być stosowane w szerokim zakresie w odniesieniu do 
grup żywności, a nie tylko do pojedynczych produk-
tów. Zostało dowiedzione, iż modele prognostyczne 
dostarczają wyników co najmniej 1000 razy szybciej niż 
challenge tests, polegające na szacowaniu okresu trwa-
łości produktu w tych samych warunkach, jakie panują 
podczas dystrybucji czy przechowywania żywności, na 
podstawie liczby mikroorganizmów wyznaczających 
poziom akceptowalny lub poziom zepsucia [14, 84].

3.  Rys historyczny mikrobiologii prognostycznej

Pierwsze modele prognostyczne opisujące zależność 
logarytmiczno-liniową kinetyki śmierci mikroorga
nizmów zostały opracowane przez Bigelowa w  1920 
i  1921  roku [5] oraz Esty i Meyera w 1922 roku. 
W  roku  1922 Esty i Meyer opisali inaktywację ter-
miczną przetrwalników Clostridium botulinum typu A 
z  wykorzystaniem modelu logarytmiczno-liniowego, 
który wciąż jest stosowany w produkcji żywności stery-
lizowanej w puszkach. Model ten określa tempo inakty
wacji bakterii przy stałej temperaturze [60]. 

Pierwsza wzmianka w literaturze dotycząca koncep-
cji mikrobiologii prognostycznej pochodzi z 1937 roku. 
Dotyczy badań prowadzonych przez Scott’a, który wie-
dzę o tempie wzrostu wybranych mikroorganizmów 
w  różnych temperaturach uważał za istotną w  bada-
niach dotyczących zepsucia wołowiny. W  oparciu 
o  swoje badania zdefiniował prognozowanie mikro-
biologiczne jako wiedzę o wzroście niektórych mikro-
organizmów w różnych temperaturach na przykła- 
dzie chłodzonego mięsa wołowego. Scott prowadził 
również badania dotyczące specyficznego tempa inak-
tywacji drobnoustrojów zależnego od dostępności 
wody, dziś określanego jako aktywność wody oraz od 
poziomu dwutlenku węgla. Badania Scott’a bez odpo-
wiedniej technologii takiej jak: rejestratory danych, 
komputery i internet były skazane na porażkę. Musiały 
czekać na czasy kiedy te innowacje zostaną opracowane 
i łatwo dostępne. 

Zatem za erę „nowoczesnego” prognozowania mikro- 
biologicznego można uznać początek lat 60. XX wieku 
[66, 13]. Badania nad procesem psucia się żywności 
prowadzone przez australijskich naukowców, Olley’a 
i  Ratkowsky’ego, doprowadziły do sformułowania 
w 1973 roku matematycznej zależności wpływu tempe-
ratury na relatywne tempo psucia się żywności. Wykreś- 
lono S-kształtną krzywą, którą nazwano „krzywą ze- 
psucia” (general spoilage curve) [68]. Kształt litery „S” 
odpowiada dwóm fazom: początkowej fazie przyspie-
szenia (fragment wklęsły) oraz końcowej fazie opóźnie-
nia (fragment wypukły) [65]. 
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4.	Pojęcie modelu i koncepcje modelowania
	 w mikrobiologii żywności

Model może być zdefiniowany jako: opis systemu, 
teorii lub zjawiska. Wyjaśnia ich znane lub sugerowane 
właściwości i może być wykorzystywany do dalszych 
badań nad tymi właściwościami. W powszechnym 
rozumieniu model jest mniejszą repliką prawdziwego 
obiektu. Jednak w przypadku nauki, inżynierii, finan-
sów itp., model jest z reguły uproszczonym opisem 
korelacji pomiędzy zaobserwowanymi reakcjami oraz 
czynnikami odpowiedzialnymi za pojawienie się tych 
reakcji. Opis ten może być wyrażony za pomocą słów 
lub ilościowo za pomocą jednego lub kilku równań 
matematycznych. Zatem model matematyczny może po 
prostu opisywać zbiór danych, bądź też może stanowić 
hipotezę lub serię hipotez, dotyczących podstawowych 
relacji pomiędzy niezależnymi zmiennymi [65]. 

W mikrobiologii prognostycznej nie istnieje jedno-
znaczny i ostateczny podział modeli prognostycznych. 
Wyróżnia się kilka głównych koncepcji modeli (empi-
ryczne vs mechanistyczne; stochastyczne vs determi-
nistyczne; dynamiczne vs statyczne) w ramach których 
istnieją podziały modeli w zależności od rodzaju bada-
nego drobnoustroju czy natury problemów powodo-
wanych przez drobnoustroje (kinetyczne vs probabili-
styczne), opisywanych zmiennych (modele pierwszo-, 
drugo i trzeciorzędowe) czy oddziaływania czynni- 
ków środowiskowych na populacje drobnoustro-
jów (modele wzrostu, przeżywalności, inaktywacji). 
W klasyfikacji spotyka się modele, znajdujące się na 
pograniczu, które łączą różne podejścia, np. modele 
pojedynczych komórek łączą podejście stochastyczne 
i mechanistyczne realizowane w warunkach statycz-
nych lub dynamicznych.

4.1.	Koncepcja 1: modele empiryczne
	 vs mechanistyczne

Modele empiryczne zwane inaczej modelami „black 
box” opisują obserwowaną odpowiedź populacji mikro-
organizmów na czynniki środowiskowe. Dopasowanie 
tradycyjnych zależności matematycznych do prze-
biegu danych empirycznych jest jedynym kryterium 
oceny modelu. Modele wielomianowe powierzchni 
odpowiedzi, model Gompertz’a, sieci neuronowe czy 
model pierwiastka kwadratowego to najlepiej poznane 
modele empiryczne. Modele mechanistyczne opierają 
się na zrozumieniu podstawowych procesów bioche-
micznych i wewnątrzkomórkowych, które kontrolują 
zachowanie komórek. Dlatego aktualna wiedza mikro-
biologiczna może być niewystarczająca, do opracowa-
nia kompletnego modelu mechanistycznego. Bardzo 
często powstają modele łączące cechy mechanistyczne 
i elementy empiryczne [8, 31, 65, 66].

4.2.  Koncepcja 2: modele statyczne vs dynamiczne 

Dane do konstruowania pierwszych modeli prog
nostycznych uzyskiwano w warunkach statycznych. 
Rzeczywiste warunki panujące w żywności podle-
gają zmianom w czasie, zatem potrzebne są modele 
uwzględniające tę zmienność, czyli modele dyna-
miczne. Istnieją różne czynniki, które można dodawać 
jako elementy składowe do podstawowego modelu 
dynamicznego, mianowicie: wahania warunków środo-
wiskowych, zmienność stanu fizjologicznego komórek, 
interakcje i produkcję metabolitów mających wpływ na 
wzrost bakterii [10].

Równanie elementarne opisujące model dyna-
miczny można przedstawić następująco:

dNi(t)/dt =	 (1)
= mi · Ni(t), Nj(t), fact(t), chem(t), phys(t) · Ni(t)

gdzie: 
Ni(t)	 reprezentuje liczbę komórek drobnoustrojów, 
µi (h–1)	 jest specyficznym współczynnikiem wynikają-

cym z interakcji wewnątrz
(Ni)	 i między (Nj) gatunkami drobnoustrojów,
(fact)	 fizykochemiczne uwarunkowania środowiskowe,
(phys)	 fizjologiczny stan komórek oraz (chem) wytwa-

rzanie metabolitów. 
Współczynnik szybkości wzrostu/inaktywacji w zmie- 

niających się w czasie warunkach zostanie obliczony 
przez model, jeśli odpowiednio µi > 0 lub µi < 0. Dla 
każdego czynnika uwzględnionego w modelu należy 
opracować dodatkowe równania matematyczne opisu-
jące jego zmienność w czasie [76].

4.3.	Koncepcja 3: modele stochastyczne
	 vs deterministyczne 

Deterministyczne modele matematyczne opisują 
zachowanie dużych populacji drobnoustrojów jako 
całości bez uwzględnienia odpowiedzi poszczególnych 
komórek drobnoustrojów na wybrane czynniki środo- 
wiskowe [55] natomiast podejście stochastyczne uw- 
zględnia wpływ zmienności i niepewności związanych 
z odpowiedzią, na warunki środowiskowe, pojedynczej 
komórki w całej populacji mikroorganizmów [24]. 

5.  Podział modeli prognostycznych

Pierwszy podział ze względu na złożoność zależ
ności pomiędzy zmiennymi uwzględnionymi w modelu 
obejmuje podział na modele pierwszo-, drugo- i trze-
ciorzędowe. W modelach pierwszorzędowych bierze się 
pod uwagę zmianę liczby mikroorganizmów w czasie 
(wzrost lub inaktywacja) oraz wyznacza się parametry 
kinetyczne (lag faza, współczynnik szybkości wzrostu, 
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czas do osiągnięcia fazy stacjonarnej, tempo inaktywa-
cji). Natomiast modele drugorzędowe opisują relację 
parametrów kinetycznych pochodzących z modelu 
pierwotnego do zmiennych środowiskowych (np. 
temperatura). Modele trzeciorzędne to implementacja 
obu typów modeli w narzędziach komputerowych oraz 
bazach danych on-line [31, 43, 74, 98].

Najpowszechniej wykorzystywane modele pierw-
szorzędowe to funkcja Gompertz’a, logistyczna, Stan-
nard’a (po reparametryzacji) oraz funkcja Schnuta’a 
i  Richards’a [100]. Konsekwencją badań prowadzo-
nych przez Zwietering’a i Gibson’a, którzy porównali 
możliwości ww. funkcji do modelowania danych otrzy-
manych z hodowli okresowej Lactobacillus plantarum 
oraz innych bakterii było stwierdzenie że w większości 
przypadków modelem najlepiej opisującym i  dopa- 
sowującym się do danych jak również łatwym w zasto-
sowaniu był zmodyfikowany model Gompertz’a [10, 
31, 68, 74, 100]. 

Zmodyfikowana funkcja Gompertz’a (po repara-
metryzacji) jest powszechnie używanym empirycz-
nym, pierwszorzędowym modelem opisującym zmianę 
liczby mikroorganizmów w czasie, w określonym śro-
dowisku. Dodatkowy parametr A reprezentuje dolną 
wartość asymptoty log liczby bakterii (log {N(–)∞}, co 
w niektórych przypadkach, kiedy wartość parametru A 
jest mniejsza niż N(0) daje lepsze dopasowanie funkcji 
i oszacowanie początkowej gęstości komórek [67]. Na 
podstawie modeli pierwszorzędowych można uzy-
skać parametry kinetyczne służące do opisu populacji 
drobnoustrojów takie jak: czas generacji, czas trwania 
lag fazy, maksymalna szybkość wzrostu wykładniczego, 
czas do osiągnięcia specyficznej liczebności populacji 
[16, 68, 95]. Obecnie wielu autorów wykorzystuje model 
Gompertz’a (2) do obliczania terminu przydatności to 
spożycia produktów żywnościowych [14, 30, 40, 49, 56].

Log N(t) = A + D exp{–exp [–B(t–M)]}	 (2)

gdzie:
t 	 =  czas [h],
N(t)	 =  liczebność populacji w czasie t [log (jtk/ml)],
A	 =  wartość dolnej asymptoty (np. Log N(–∞))
	     [log (jtk/ml)],
D 	 =  różnica pomiędzy górną i dolną wartością
	     asymptoty [np. Log N(∞)– Log N(–∞)] [log (jtk/ml)],
M 	 =  czas po którym wykładnicza szybkość wzrostu
	     jest maksymalna [h],
B 	 = oznacza tangens konta nachylenia krzywej
	     wzrostu w czasie M. 

Mimo powszechnego wykorzystania model Gom-
pertz’a ma słabe strony, do których zalicza się m.in.: 
nie horyzontalny przebieg i szacowanie ujemnej war-
tość lag fazy, wyrażanie koncentracji komórek drobno-
ustrojów w skali logarytmicznej, nieprecyzyjne wyraża-
nie maksymalnego tempa wzrostu populacji punktem 

przegięcia krzywej co sugeruje, że maksymalny współ-
czynnik wzrostu może być wyższy niż oszacowany, 
wyrażenie wykładniczej fazy wzrostu funkcją nieli-
niową [9, 10, 97, 98]. 

W modelach drugorzędowych można wyróżnić 
dwa sposoby opisywania relacji parametrów kinetycz-
nych do czynników środowiskowych: (1) wpływ kilku 
czynników środowiskowych jest opisany jednocześnie 
najczęściej przez funkcje wielomianowe niższego rzędu 
(pierwszego i drugiego rzędu; rzadziej trzeciego rzędu); 
(2) czynniki środowiskowe wpływające na populację 
drobnoustrojów są indywidualnie modelowane. Wśród 
tych modeli najczęściej wykorzystuje się model pier-
wiastka kwadratowego, model gamma, model parame-
trów kardynalnych oraz funkcję wielomianową (tzw. 
powierzchnie odpowiedzi) [74, 76].

Modele trzeciorzędowe nazywane są modelami 
zintegrowanymi w prognostycznych programach kom- 
puterowych [31, 98]. Wizualizują użytkownikowi 
czynniki środowiskowe takie jak: aw, pH, temperatura, 
wprowadzone do matematycznego modelu i pozwalają 
na uzyskanie wyników prognozowania obliczonych na 
podstawie pierwszo i drugorzędowych modeli. Modele 
pierwszorzędowe określają zmiany liczby mikroorga-
nizmów w czasie, natomiast modele drugorzędowe 
wskazują jak wartości wyliczone przez model pierw-
szorzędowy zmieniają się pod wpływem jednego lub 
kilku z czynników środowiskowych.

Pojawienie sie w latach 80. XX wieku wydajnych 
komputerów umożliwiło szybsze wykonanie skompli-
kowanych obliczeń matematycznych. Dzięki temu moż-
liwe było opracowanie modeli matematycznych z wyko-
rzystaniem wieloetapowych algorytmów szacujących 
parametry modelu. Zaowocowało to lawinowym roz-
wojem tej dziedziny mikrobiologii żywności. W tabeli I 
przedstawiono dostępne obecnie programy kompute-
rowe, które integrują modele w użyteczne dla użytkow-
nika narzędzie i wizualizuje dane pierwotne, na których 
modele zostały zbudowane [62]. Chociaż pierwsze wer-
sje programów do prognozowania w mikrobiologii były 
samodzielnymi narzędziami, obecnie dominują wersje 
programów on-line dostępne dla wszystkich i wszędzie 
przez Internet (tab. I) [43, 53, 80, 93].

Pionierskim programem był Pathogen Modeling 
Program (PMP), opracowany przez dwa Departamenty 
Rolnictwa Stanów Zjednoczonych (USDA): Agricultu-
ral Research Service (ARS) i Eastern Regional Research 
Center (ERRC), który jest odpowiedzialny za tworzenie 
i realizację polityki rolnej i żywnościowej rządu fede-
ralnego. Jest to najstarsze opracowanie wykorzystujące 
jako podstawę modele prognostyczne. Od 1990 roku 
PMP był rozpowszechniany w różnych formach: od 
pojedynczych arkuszy kalkulacyjnych, programów 
dostępnych komercyjnie, do samodzielnych progra-
mów dostępnych w Internecie nieodpłatnie. PMP obej-
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muje pakiet modeli, które mogą być wykorzystane do 
przewidywania wzrostu i inaktywacji termicznej i nie-
termicznej (pasteryzacja i radiacja) przede wszystkim 
bakterii patogennych w żywności np. Listeria monocy-
togenes, Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus, Sal-
monella spp., Modele pierwszorzędowe wykorzystują 
równanie Gompertz’a [100]. Użytkownik dysponuje 
oszacowanymi parametrami opisującymi populację: 
czasem trwania lag fazy, czasem generacji, wykresem 
wzrostu lub inaktywacji z uwzględnieniem przedziału 
ufności w wybranych warunkach środowiska [20, 31, 
43, 44]. Obecnie dostępna jest wersja 7.0 do ściągnię-

cia ze strony http://www.ars.usda.gov/Services/docs.
htm?docid=11550.

W ostatnich latach opracowano liczne programy 
do prognozowania w mikrobiologii żywności których, 
przegląd zawiera Tab. I. Programy takie jak FISHMAP, 
FSSP, Dairy Product Safety Predictor, Sym’Previus, Gro-
PIN, Listeria Meat Model opracowano z myślą o kon-
kretnych mikroorganizmach w konkretnych matrycach. 
W opracowaniu innych (FDA-iRISK, TRiMiCri) prio-
rytetem były modele wykorzystywane w ocenie ryzyka. 
Oszacowanie typu wzrost/brak wzrostu to przedmiot 
uwagi programu Microbial Responses Viewer [80, 87]. 

Baseline	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2012	 University of Cordoba, Hiszpania	 Deterministyczna	 BŻ, N, S
	 www.baselineapp.com
ComBase	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2004	 Institut of Food research, UK	 Deterministyczna	 BŻ, N, S,
	 www.combase.cc				    ORz
Dairy Products	 Komercyjny, dostęp internetowy	 2012	 ACTALIA, Francja; French Dairy	 Stochastyczna	 BŻ
Safety Predictor	 www.aqr.maisondulait.fr	 	 Interbranch Organization, Francja
FDA-iRISK	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2012	 Food and Drug Administration, USA	 Stochastyczna	 BŻ, N, S,
	 www.irisk.foodrisk.org 				    ORz
FILTREX	 Bezpłatny, do pobrania	 2013	 INRA, National Institute	 Stochastyczna	 N, S
	 www.w3.jouy.inra.fr/unites/miaj/		  for Agronomy Research, Francja
	 public/logiciels/filtrex/
FISHMAP	 Bezpłatny, do pobrania	 2011	 AZTI, Transforming Science into	 Deterministyczna	 BŻ, N, S,
	 www.azi.es/dowlands/dowlands/	 	 Business, Hiszpania	  	 ORz
	 fishmap/#tab-description
Food Spoilage	 Bezpłatny, do pobrania	 1999	 Technical University of Denmark,	 Deterministyczna	 BŻ, N, S,
and Safety	 www.fssp.food.dtu.dk	  	 Dania		  ORz
Predictor (FSSP)
GlnaFit	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2003	 Catholic University of Leuven, Belgia	 Deterministyczna	 BŻ, N, S,
	 www.cit.kluven.ve/biotec/				    ORz
	 dowland.php
GroPIN	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2013	 Agricultural University of Athens,	 Deterministyczna	 BŻ, N, S,
	 www.aua.gr/psomas/gropin	 	 Grecja	 i stochastyczna	 ORz
Listeria Meat	 Komercyjny, dostęp internetowy	 2012	 Catholic University of Leuven, Belgia	 Deterministyczna	 BŻ, ORz
Model	 www.cpmf2.be
MicroHibro	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2011	 University of Cordoba, Hiszpania	 Stochastycznea	 BŻ, N, S,
	 www.microhibro.com 				    ORz
MRV, Microbial	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2008	 National Food Research Institute, 	 Deterministyczna	 BŻ, N, S,
Responses	 www.mrviewer.info/		  Japonia		  ORz
Viewer	
NIZO Premia	 Komercyjny,	 1995	 NIZO Food Research,	 Deterministyczna	 BŻ
	 brak dostęu internetowego		  The Netherlands
PMM-Lab	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2012	 Federal Institute for Risk	 Deterministyczna	 N, S, ORz
	 www.sourceforge.net/projects/		  Assessment, Dania
	 pmmlab/
Microbial Safety	 Bezpłatny, dostęp internetowy	 2006	 Danish Meat Research Institute,	 Deterministyczna	 BŻ, N, S,
in Meat Products	 www.dmripredict.dk	 	 Dania	 	 ORz
Sym’Previus	 Komercyjny, dostęp internetowy	 2003	 Adria Development, Francja	 Deterministyczna	 BŻ, N, S,
	 www.symprevius.org	 		  i stochastyczna	  ORz

Table I
Przegląd programów komputerowych do prognozowania w mikrobiologii żywności

Nazwa Dostępność/link
Data

opraco-
wania

Affiliacja Koncepcja
modelowania

Grupa
odbior-

ców
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Do generowania modeli prognostycznych opracowano 
programy: GlnaFiT, FILTREX, PMM-Lab. 

Wymienione programy funkcjonują jako samo-
dzielne narzędzia do prognozowania, jednak poja-
wienie się ComBase, jako programu i bazy danych 
działających on-line było osiągnięciem pionierskim 
dzięki któremu publikowane i niepublikowane modele 
są dostępne w sieci Internet. ComBase ma także ogra-
niczenia polegające na tym, że ostateczny użytkownik 
nie może samodzielnie wprowadzić nowego modelu do 
bazy bez wiedzy i zgody twórcy. Ponadto nie można 
wyeksportować wykorzystanego do prognozowania 
modelu, a  jedynie prognozy uzyskane on-line [51]. 
W  latach 2011–2012 pojawiły się nowe programy 
dostępne on-line: MicroHibro i Basaline, które umoż-
liwiają zbudowanie modeli zdefiniowanych przez użyt-
kownika do prognozowania wzrostu lub inaktywacji 
dowolnego drobnoustroju w żywności. Jednak podob-
nie jak w  ComBase użytkownik nie ma możliwości 
wyeksportowania uzyskanego w MicroHibro i Basaline 
modelu do innego narzędzia prognostycznego. 

Nowatorskim rozwiązaniem i zarazem przyszłością 
mikrobiologii prognostycznej staje się tworzenie Repo-
zytoriów Modeli Bezpieczeństwa Żywności (FSMR 
–  Food Safety Model Repositories) czyli modułów, 
które umożliwiają eksport modeli prognostycznych 
do wystandaryzowanego formatu wymiany danych. 
Ponadto FSMR są przykładem podejścia opartego 
na przepływie zadań co zapewnia przejrzystość prze-
twarzania danych oraz ułatwia współpracę i kontrolę 
jakości wśród różnych naukowców. Program PPM-
-Lab został wybrany jako prototypowe narzędzie do 
tworzenia przykładowych modeli wzrostu, inaktywa-
cji i przeżywalności Salmonella w mięsie wołowym dla 
Repozytorium Modeli Bezpieczeństwa Żywności [80].

Inny podział modeli uwzględnia modele wzrostu, 
przeżywalności i inaktywacji. Modele wzrostu stano-
wią najlepiej dopracowaną grupę modeli. Należą do 
nich m.in. omówione poniżej modele typu Arrhenius’a 
i typu Bělehrádk’a Wśród najczęściej stosowanych 
funkcji opisujących wzrost mikroorganizmów znajdują 
się zmodyfikowany model logistyczny i zmodyfikowana 
funkcja Gompertz’a.

Modele inaktywacji i przeżywalności charaktery-
zują się tym, że opisują redukcję liczby drobnoustrojów 
w czasie, koncentrując się na fazie śmierci populacji. Do 
opisu inaktywacji termicznej lub nietermicznej najczęś
ciej stosuje się model log-liniowy (model Bigelow’a), 
model Weibull’a i modele „ramienia/ogona” (shoulder/
tail model) [76]. 

Twórcy modelu logarytmiczno-liniowego byli pio-
nierami prognozowania mikrobiologicznego żywno-
ści dzięki temu, że na wykresie półlogarytmicznym na 
osi Y umieścili logarytm liczby bakterii a na osi X tem-
peraturę. Uzyskane równanie matematyczne opisujące 

dane pozwala obliczyć wartość D (czas dziesięciokrot-
nej redukcji). Zmiana temperatury pozwalająca uzyskać 
wartość D jest określana jako wartość z [31].

Model Weibull’a jest pierwszorzędowym modelem 
inaktywacji bakterii wegetatywnych. Model ten zakłada 
nieliniowość krzywych przeżycia półlogarytmicznego 
w procesie inaktywacji poprzez uwzględnienie zmian 
biologicznych w odniesieniu do inaktywacji termicznej 
i jest w zasadzie statystycznym modelem rozkładu cza-
sów inaktywacji. Model Weibull’a uwzględnia dwa para-
metry: a (czas) i bezwymiarowy parametr kształtu – b. 
Logarytm rozkładu parametru a zależy liniowo od tem-
peratury; natomiast zależność parametru b od czasu nie 
jest dobrze ustalona. Chociaż model Weibull’a ma cha-
rakter empiryczny, może opisywać efekty fizjologiczne. 
b < 1 wskazuje, że pozostałe po inaktywacji komórki 
mają zdolność adaptacji do warunków stresowych, 
podczas gdy b > 1 wskazuje, że pozostałe po inaktywa-
cji komórki są uszkodzone. Ta zmienność parametrów 
decyduje o większej elastyczności modelu Weibull’a niż 
modelu liniowego bazującego na wartości D. Funkcja 
dystrybucji Weibull’a (która jest blisko związana z roz-
kładem gamma, rozkładem wartości ekstremalnych 
i rozkładami log-normalnymi) jest również szeroko sto-
sowana w inżynierii niezawodności, w celu opisu czasu 
awarii w systemach elektronicznych i mechanicznych 
oraz jest odpowiednia do analizy danych o przetrwaniu, 
tj. czasu do usterki po zastosowaniu obciążenia [76].

Model ramienia/ogona opisuje stan populacji 
przed inaktywacją, kiedy krzywa wzrostu jest płaska 
i nie zachodzą zmiany liczby mikroorganizmów. Pro-
ces inaktywacji powoduje zamieranie drobnoustrojów, 
zatem krzywa przyjmuje kształt „ramienia”. „Ogon” to 
fragment krzywej, który reprezentuje przeżycie drobno-
ustrojów po zastosowaniu procesu inaktywacji; dotyczy 
populacji wykazującej większą oporność, nie podlegają-
cych inaktywacji opisanej modelem log-liniowym [76]. 
Modele inaktywacji pozwalają ocenić efektywność sto-
sowania różnych procesów technologicznych na inak-
tywację mikroorganizmów. 

Modele prognostyczne mogą być także podzielone 
na kinetyczne i probabilistyczne. Modele kinetyczne sto-
sowane są zwykle w przypadku nieprzetrwalnikujących 
patogenów, zwłaszcza tych, które stają się niebezpieczne 
dopiero po przekroczeniu pewnego progu wzrostu jak 
np. bakterie określane jako specyficzne organizmy psu-
jące (SSO – Specific Spoilage Organism) [14, 30]. 

Powszechnie spotykane są dwa typy modeli opisują-
cych kinetykę wzrostu mikroorganizmów pod wpływem 
temperatury i innych czynników środowiska. Pierwsze 
oparte są na równaniu Swante Arrhenius’a opracowa-
nym w 1889 roku, określającym wpływ temperatury 
na szybkość reakcji chemicznej, które wywodzi się 
z równania van’t Hoff’a opisującego wpływ temperatury 
na termodynamikę gazów. Druga grupa modeli bazuje 
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na modelu pierwotnie opracowanym przez Jana Běleh-
rádka w 1930 roku. Funkcja wyraża wpływ tempera-
tury na procesy biologiczne i jest rozwijana we współ
czesnych modelach Ratkowsky’ego [25, 68, 74].

Model zaprezentowany przez Bělehrádka w 1930 r. 
uwzględniał zero „biologiczne” (temperatura w której 
i poniżej której żaden wzrost drobnoustrojów nie jest 
możliwy).

Współczesny zapis modelu Bělehrádka: 

k = a (t – t0))
d	 (3)

gdzie:	 k 	 =  stała szybkości wzrostu,
	 a, d	 =  parametry do dopasowania,
	 t0 	 =  matematyczny ekwiwalent α.

Do najbardziej znanych modeli typu Bělehradka na- 
leży model pierwiastka kwadratowego Ratkowsky’ego; 
który dla pełnego zakresu temperatur ma postać:

√k = b (T – Tmin) {1 – exp [c (T – Tmax)]	 (4)

gdzie:	 T	 =  temperatura inkubacji [°C],
	 k 	 =  stała szybkości wzrostu,
	 Tmin, Tmax 	 =  minimalna i maksymalna
		      temperatura wzrostu [°C],
	 b, c	 =  parametry do dopasowania. 

Modyfikacje podstawowej formuły modelu dopro-
wadziły do uwzględnienia wpływu temperatury, aktyw-
ności wody i pH na wzrost mikroorganizmów [16, 68, 
74, 83, 84, 95, 97].

Druga grupa modeli kinetycznych wyjaśniająca 
wpływ temperatury na szybkość wzrostu to modele 
Arrhenius’a i jego modyfikacje. Najprostszy model typu 
Arrhenius’a stosowany w mikrobiologii prognostycznej 
ma postać:

	 (5)

gdzie:	 k	 =  stała szybkości wzrostu,
	 Ea	 =  energia aktywacji KJ mol–1, 
	 T	 =  temperatura bezwzględna [C],
	 R	 =  stała gazowa: 8,314 J K–1 – mol–1,
	 A	 =  parametr do dopasowania.

W podstawowej postaci, wielu autorów uznało 
zależność Arrhenius’a jako nieodpowiednią do opisu 
szybkości reakcji w złożonych systemach biologicznych. 
Dlatego powstały liczne modyfikacje, podstawowej 
zależności z rozszerzeniem zastosowania dla niskich i 
wysokich temperatur. Za jedną z najlepszych modyfi-
kacji wzoru Arrhenius’a uznaje się liniową modyfikację 
Davey’a [2, 3, 68, 83, 85].

Wzór Arrhenius’a z liniową modyfikacją Davey’a:

	 (6)

gdzie:	 k 	 =  współczynnik szybkości wzrostu,
	 T	 =  temperatura [°C],
	 C0, C1, C2	=  parametry do dopasowania.

Kolejna modyfikacja modelu oprócz temperatury 
uwzględnia aktywność wody jako czynnik wpływa- 
jący na wzrost mikroorganizmów: [16, 68, 83, 85, 25, 
26–28. 74].

Modele oparte na prawdopodobieństwie stosowane 
są zwykle w przypadku bakterii przetrwalnikujących, 
zwłaszcza C. botulinum, w przypadku których nawet 
najmniejszy wzrost jest niebezpieczny. Większość 
modeli opartych na prawdopodobieństwie wywodzi się 
z wzoru Hauschilda, służącego do obliczania prawdo-
podobieństwa wykiełkowania pojedynczego przetrwal-
nika C. botulinum i namnażania się potomnych komó-
rek wegetatywnych, do poziomu, który jest niezbędny 
do wytworzenia toksyny botulinowej. 

5.1.  Sieci neuronowe

Sieci neuronowe mogą być stosowane wszędzie 
tam, gdzie pojawiają się zadania związane z predykcją, 
klasyfikacją czy sterowaniem [37]. Sieci neuronowe 
są wyrafinowaną techniką modelowania, zdolną do 
odwzorowywania złożonych funkcji, mających cha-
rakter nieliniowy, dzięki czemu mogą być wykorzysty-
wane w prognozowaniu mikrobiologicznym żywności, 
w której często nie ma podstaw do aproksymacji linio-
wej występujących zjawisk i procesów biologicznych. 

Model sztucznej sieci neuronowej (ANN – Artificial 
Neural Network) został zainspirowany fizyczną struk-
turą i mechanizmem działania układu biologicznego 
(Najjar i wsp., 1997). Definiowany jest jako oblicze-
niowy model statystyczny, łączący ze sobą pojedyncze 
elementy, nazwane neuronami lub węzłami w sieć. Sieć 
neuronów zorganizowana jest w warstwy: wejściową, 
ukrytą oraz wyjściową, które są w stanie dokonać 
równoległych obliczeń. W mikrobiologii prognostycz-
nej znalazły zastosowanie dzięki swojej elastyczności 
i  generowaniu danych charakteryzujących się wyso-
kim stopniem dokładności w dopasowywaniu do 
danych eksperymentalnych, w porównaniu z innymi 
technikami regresji, a także dużej tolerancji na dane 
nieprecyzyjne (noise data) [12, 35, 71]. Na podstawie 
zgromadzonych reprezentatywnych danych, poka- 
zujących zmienność zmiennej zależnej, uruchamiany 
jest algorytm uczenia powtarzany do momentu uzy-
skania satysfakcjonujących rozwiązań. Jego celem 
jest automatyczne wytworzenie potrzebnej struktury 
sieci, następnie w wyniku uczenia zbędne połączenia 
i neurony są usuwane. W oparciu o nie sieć realizuje 
wszystkie funkcje związane z eksploatacją utworzonego 
modelu [35, 91, 92].

Do najpopularniejszych architektur sieciowych 
należy perceptron wielowarstwowy (MLP – Multilayer 
Perceptron), który wykorzystuje liniową funkcję poten-
cjału postsynaptycznego – PSP (Postsynaptic Potential 
function). Działanie sieci MLP polega na wyznaczaniu 

ln k = ln A –
Ea

RT

ln k = C0 +      +        
C1

T
C2

T2
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ważonych sum wartości wejściowych, które są argu-
mentem, zwykle nieliniowej, funkcji aktywacji. Stan-
dardową funkcją aktywacji dla sieci MLP jest funkcja 
logistyczna (nazywana również często, ze względu na 
kształt, sigmoidalną) stosowana domyślnie we wszyst-
kich warstwach sieci. Wyjątek stanowią sieci WNN 
(Wavelet Neural Network) w których zamiast funkcji 
sigmoidalnej w warstwach ukrytych wykorzystywana 
jest funkcja nieliniowej transformacji falowej [4]. Sieci 
MLP mogą być uczone za pomocą wielu algorytmów: 
algorytmu gradientów sprzężonych, Quasi-Newtona, 
Levenberga-Marquardta, wstecznej propagacji błędów 
(back-propagation), szybkiej propagacji lub algorytmu 
Delta-bar-Delta. Sieci o tej architekturze znajdują liczne 
zastosowania w mikrobiologii prognostycznej żyw
ności, zarówno do modelowania założonych zależności 
wzrostu bakterii w czasie jak również prognozowania 
parametrów wzrostu takich jak lag faza czy wykładni-
cze tempo wzrostu oraz wpływu zewnętrznych bioche-
micznych i środowiskowych czynników warunkujących 
wzrost [6, 36, 40, 47].

Innym rodzajem sieci wykorzystywanym w mikro-
biologii prognostycznej są sieci realizujące regresję 
uogólnioną – GRNN (Generalized Regression Neural 
Network) oraz Sieci Neuronowe o Radialnych Funk-
cjach Bazowych (RBF) [36]. Sieci te uczą się w bardzo 
krótkim czasie, ale charakteryzują się tendencją do two-
rzenia struktur o dużych rozmiarach, co powoduje, że 
ich działanie podczas normalnej eksploatacji jest bardzo 
powolne. Natomiast sieci o radialnych funkcjach bazo-
wych (RBF) mają w warstwie wejściowej i wyjściowej 
neurony liniowe, natomiast w warstwie ukrytej neurony 
radialne. W  neuronach warstwy radialnej stosowane 
są wykładnicze funkcje aktywacji (radialne funkcje 
bazowe), zaś w warstwie wyjściowej neurony wyposa-
żone są w liniowe funkcje aktywacji. Sieci o radialnych 
funkcjach bazowych uczą się stosunkowo szybko i mają 
tę zaletę, że nigdy nie dokonują ekstrapolacji funkcji 
na zbyt duże odległości od znanych danych, są więc 
w pewnym sensie najbezpieczniejsze. Jednakże z reguły 
są one znacznie większe niż rozwiązujące te same zada-
nia sieci MLP, co jest bardziej czasochłonne [36]. 

5.2.  Nowa generacja modeli prognostycznych

Do nowej generacji modeli zalicza się modele 
molekularne i genomowe, modele transferu, modele 
interakcji między gatunkami oraz modele pojedynczej 
komórki.

Rozwój biologii molekularnej i uzyskane w wyniku 
tych analiz dane dają nowe możliwości bardziej mecha-
nistycznego opisu zachowania drobnoustrojów w żyw-
ności. Prowadzi to do powstania bardziej niezawodnych 
i solidnych modeli, które nazywa się modelami moleku-
larnymi [15]. Biologia systemowa ma na celu zrozumie-

nie relacji genotyp-fenotyp. Modele matematyczne są 
niezbędne do opisania tych relacji i stanowią kluczowe 
narzędzie, które umożliwia dogłębne zrozumienie, jak 
w rzeczywistości działają systemy biologiczne [42].

Obecnie uwaga skupia się na opracowywaniu mo- 
deli uwzględniających przenoszenie patogenu wzdłuż 
łańcucha żywnościowego (modele transferu) lub 
prawdopodobieństwo, że ten patogen może rosnąć 
lub nie rosnąć w zadanych warunkach środowisko-
wych (modele wzrostu/brak wzrostu). Modele wzro-
stu/brak wzrostu mogą być skutecznie stosowane, jeśli 
wymagane są dane dotyczące obecności/nieobecności 
patogenu. Szacuje się również przeżycie przez bakterie 
patogenne procesu inaktywacji i transfer między róż-
nymi rodzajami żywności oraz na styku powierzchni 
roboczych/powietrza z żywnością [77]. W bada- 
niach Pérez-Rodríguez i wsp. [78] bakterie patogenne 
E. coli O157:H7 i Staphylococcus aureus przenoszone 
były podczas krojenia, z zanieczyszczonej krajal- 
nicy, do wędliny poddanej obróbce cieplnej (inakty-
wację opisano modelem inaktywacji logarytmiczno-
-liniowym i  modelem Weibull’a). Do opisu wzrostu 
patogenów po transferze wykorzystano także funkcje 
wykładnicze [88]. 

Inne podejście skupia się na czynnikach hamują-
cych wzajemny wzrost w populacji różnych mikro- 
organizmów. Efekt ten może być włączony do modelu 
drugorzędowego przez dodanie nowego czynnika, 
odpowiadającego funkcji hamującej. Uwzględnienie 
wpływu konkurencji między gatunkami w modelach 
predykcyjnych jest krokiem niezbędnym do osiągnię
cia dokładniejszych przewidywań. Zastosowanie kultur 
bioochronnych jako środków utrwalających żywność 
i  potrzeba poznania, w jaki sposób endogenna flora 
wpływa na wzrost patogenów w żywności, zwraca 
uwagę mikrobiologów na ten obszar. Modele uwzględ-
niające te czynniki mogą mieć ważne zastosowania 
w przemyśle spożywczym [58].

Modelowanie zmienności odpowiedzi populacji na 
czynniki środowiskowe związane z lag fazą mikroorga
nizmów stanowi istotny aspekt oceny ryzyka mikro-
biologicznego. Badania w tej dziedzinie wykazały, że 
źródła zmienności są związane właśnie z lag fazą, a nie 
z maksymalną szybkością wzrostu [7]. Wśród czynni-
ków wpływających na tę fazę, istotna jest dostępność 
składników odżywczych. Wzrost drobnoustrojów 
w pożywce bulionowej może nie obejmować lag fazy, 
ze względu na idealne warunki rozwoju. Inne czynniki, 
takie jak poziom inokulum lub warunki przed inkuba-
cją (historia komórek) wpływają na długość tej fazy. 
Ponieważ zanieczyszczenie mikrobiologiczne żyw
ności zwykle jest na niskim poziomie, spodziewana jest 
większa zmienność tej fazy, zwłaszcza gdy komórki są 
poddane stresowi. Przeprowadzenie badań na pozio-
mie pojedynczych komórek, pozwala lepiej ocenić 
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zmienność i przewidywać zachowania bakterii w real-
nych warunkach. Modelowanie na poziomie pojedyn-
czych komórek wykorzystuje procesy stochastyczne, 
gdy uwzględnia się zmienność między poszczegól-
nymi komórkami. Lag faza i późniejszy wzrost przed 
fazą stacjonarną mogą być modelowane przy użyciu 
dwufazowej funkcji liniowej [76]. McKellar i Knight 
[63] opracowali model, który łączy etap adaptacji (nie- 
ciągły), jako właściwość pojedynczej komórki oraz etap 
logistycznego wzrostu bakterii (ciągły). Rozszerzenie 
modelu do ciągłego-nieciągłego-ciągłego obejmowało 
dynamiczne uwarunkowania modelowania lag fazy, 
ponieważ w tej fazie maksymalna szybkość wzrostu 
może zmieniać się w zależności od warunków środo-
wiskowych. Ten rodzaj modelowania wykorzystał rów-
nież Koutsoumanis [53] do oceny maksymalnych stę-
żeń NaCl hamujących wzrost indywidualnych komórek 
Salmonella enterica serowar Enteritidis. Dane o zmien-
ności granic wzrostu pojedynczych komórek bakteryj-
nych prezentowane w  tej pracy podkreślają potrzebę 
podejścia stochastycznego w mikrobiologii ilościowej, 
zwłaszcza w środowiskach bliskich granicy wzrostu.

6.  Konstrukcja modelu prognostycznego

Proces powstawania matematycznego modelu wy- 
maga koordynacji pracy i wiedzy z zakresu: mikrobio
logii, statystyki, matematyki, chemii, inżynierii proce-
sowej oraz informatyki. Wymaga również odpowied-
niego sprzętu i oprogramowania komputerowego.

Wyróżnia się cztery etapy postępowania przy kon-
strukcji modelu matematycznego:

1.  planowanie;
2.  zbieranie i analiza danych;
3.  opis matematyczny;
4.  walidacja i przechowywanie danych.

6.1.  Planowanie doświadczenia 

Uwzględnienie etapu planowania doświadczenia 
umożliwia postawienie właściwego problemu badaw-
czego oraz wykonanie niezbędnych badań wstępnych. 
Ponadto natura badanego mikroorganizmu i problemy 
wywoływane przez niego w żywności określają rodzaj 
modelu. Różne typy modeli są stosowane do przewi-
dywania prawdopodobieństwa wytworzenia toksyn, 
prawdopodobieństwa wzrostu, czasu trwania lag fazy 
bakterii patogennych bez tolerancji czasu jej przekro-
czenia, rozwoju patogenu do pewnej granicy tolerancji 
czy rozwoju bakterii saprofitycznych. Ponadto na tym 
etapie należy zaplanować czynniki, które w modelu 
będą uwzględnione jako zmienne. Ważna jest liczba 
zmiennych, interakcje pomiędzy zmiennymi, liczba 
niezbędnych danych dla każdej zmiennej [67]. 

6.2.  Zbieranie danych

Zbieranie danych odbywa się za pomocą metod 
bezpośrednich, w których indywidualne mikroorga- 
nizmy są wyróżniane i liczone (metoda płytkowa) oraz 
metod pośrednich, w których oznaczane są niektóre 
właściwości takie jak: gęstość optyczna, sucha masa, 
impedancja [67].

Heterogenność produktów żywnościowych powo-
duje trudności w zbieraniu danych do konstrukcji 
modeli prognostycznych, dlatego do analiz stosowane 
są podłoża mikrobiologiczne, które mają stabilny skład 
i które mogą być łatwo modyfikowane w celu otrzy-
mania wymaganych warunków. W  niektórych sytu-
acjach mogą istnieć różne metody określania warun-
ków środowiska, np. wybór środka zakwaszającego, czy 
substancji pochłaniającej wilgoć w celu dostosowania 
wartości pH oraz aktywności wody. W  przypadku 
modelu, który ma być używany do szerszej grupy pro-
duktów spożywczych, stosowane są środki chemiczne 
o mniejszych właściwościach inhibitujących, co zmniej-
sza prawdopodobieństwo wystąpienia sytuacji, gdzie 
ryzyko mikrobiologiczne jest niedoszacowane (gdy 
np. przewidziane tempo wzrostu mikroorganizmów jest 
niższe niż w rzeczywistości). W przypadku jednak gdy 
model jest przeznaczony dla konkretnego produktu, 
wybór czynników może być bardziej zawężony. 

Wybór szczepu, wielkość inokulum oraz warunki 
prowadzenia hodowli wpływają na otrzymywane dane 
oraz późniejsze prognozy. Wielkość inokulum musi 
zapewnić, że oczekiwana odpowiedź drobnoustrojów 
będzie mierzalna. Warunki hodowli powinny być tak 
dobrane, aby jak najdokładniej odzwierciedlać rze-
czywiste warunki, w jakich potencjalny drobnoustrój 
będzie się rozwijać.

Czas w jakim pobierane są próbki jest ważnym 
czynnikiem w planowaniu doświadczenia i na tyle, na 
ile to tylko możliwe, powinien być zbliżony do okresu 
najbardziej gwałtownych zmian, np. koniec lag fazy 
w  przypadku modeli wzrostu. W celu dopasowania 
funkcji sigmoidalnej do punktów empirycznych wyma-
gane jest od 10 do 15 punktów pomiarowych [48]. 

6.3. Analiza danych 

Na etapie analizy danych dokonywany jest wybór 
matematycznej funkcji s-kształtnej opisującej krzywą 
wzrostu. Technika regresji nieliniowej pozwala na 
matematyczne opisanie linii najlepszego dopasowania 
do punktów empirycznych, ale wymaga to zastosowa-
nia odpowiedniego oprogramowania komputerowego. 
Sigmoidalnymi modelami jednej zmiennej niezależnej 
z czterema parametrami są równania: Verhulst’a, funk-
cja logistyczna, funkcja Stannard’a, Richards’a, Morga-
n’a, Marcer’a, Flodin’a, Weibull’a, Chapman’a-Richards’a, 
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a najczęściej stosowanymi do opisu wzrostu popu- 
lacji mikroorganizmów są zmodyfikowana funkcja 
Gompertz’a oraz logistyczna [68, 81].

6.4.  Walidacja modelu 

Walidacja modelu wykonywana jest w celu spraw-
dzenia możliwości predykcyjnych modelu w  nowej 
sytuacji. Prawdziwa wartość modelu ostatecznie ozna-
cza jak dobrze może on przewidzieć zachowanie mikro-
organizmów pod wpływem nowych warunków. Model 
może okazać się niewłaściwy z wielu powodów. Może to 
być naturalna różnorodność mikroorganizmów, błędy 
systematyczne analitycznych metod laboratoryjnych 
lub błędy w stosowanych technikach modelowania, 
nieadekwatnie opisujących dane. Szacuje się, że dla 
modeli konstruowanych przy użyciu danych zebranych 
w doświadczeniu prowadzonym na podłożach labora-
toryjnych błąd względny w prognozowaniu wzrostu 
mikroorganizmów wynosi 7–10% w przypadku modeli 
pierwszorzędowych i 20–50% w przypadku modeli dru-
gorzędowych. Na tym etapie istnieje pewien stopień 
akceptacji lub odrzucenia modelu, w związku z czym 
może się pojawiać potrzeba dostarczenia dodatkowych 
lub potwierdzenia istniejących danych, bądź też zasto-
sowania innych technik modelowania [48].

Walidacja modelu w warunkach żywności obejmuje 
porównanie wartości prognozowanych przez model 
z  danymi obserwowanymi: wzrostu, przeżywalności 
i/lub inaktywacji mikroorganizmów w żywności. Naj-
szybszym i najtańszym sposobem walidacji jest wyko-
rzystanie w tym celu wyników z publikacji naukowych 
[39]. Jednakże liczba dostępnych danych może być 
bardzo ograniczona oraz mogą być one niekompletne. 
Problemy te mogą być rozwiązane przy użyciu „chal-
lenge test”, specjalnie zaprojektowanych na potrzeby 
walidacji modelu w przypadku konkretnego produktu 
(walidacja zewnętrzna). W tym przypadku dane są 
bardziej odpowiednie, wiarygodne i kompletne. Ponie-
waż są czasochłonne, jak i wymagają dużych nakładów 
finansowych, z reguły są one wykorzystywane jako uzu-
pełnienie danych pochodzących z publikacji nauko-
wych [39, 48]. 

Istnieje także metoda walidacji wewnętrznej, wyko-
rzystująca te same dane które pozwoliły na opracowanie 
modelu, do jego walidacji. Należy podzielić dane racjo-
nalnie na podzbiory i w oparciu o część danych opraco-
wać model prognostyczny, a następnie zastosować ten 
model do predykcji pozostałych danych. Inna metoda 
polega na sekwencyjnym opuszczaniu danych. Model 
zbudowany na podstawie pozostałych danych stosowany 
jest do przewidywania wartości opuszczonych danych, 
a otrzymane wartości porównuje się z właściwą wartoś- 
cią opuszczonego punktu. Proces powtarza się w przy-
padku każdego punktu i oblicza sumę kwadratów reszt.

Dokładność dopasowania modelu do danych i osza-
cowanie akceptowalności predykcji modelu z uwzględ-
nieniem błędu metody może być oszacowana metodą 
graficzną. Na wykresie umieszczane są dane przewidy-
wane przez model względem danych obserwowanych 
lub opisanych w literaturze. W wyniku walidacji gra-
ficznej można łatwo sklasyfikować opracowane modele 
na fałszywie-bezpieczne jeśli model przeszacowuje 
wzrost i  fałszywie-niebezpieczne, jeśli model niedo-
szacowuje wzrostu. Linia równoważności reprezentuje 
doskonałą zgodność pomiędzy wartościami progno-
zowanymi a  obserwowanymi. Punkty znajdujące się 
poniżej linii równoważności z prawej strony wykresu 
oznaczają że model prognozuje fałszywie-niebezpiecz-
nie, natomiast punkty układające się powyżej linii 
równoważności, po lewej stronie oznaczają predykcję 
fałszywie-bezpieczną [76].

Do szacowania dokładności modeli wykorzystuje się 
także wskaźniki matematyczno-statystyczne takie jak: 
średni błąd kwadratowy – Mean Squere Error (MSE); 
współczynnik determinacji R2; bias faktor Bf,, accu-
racy Af [74, 76].

Zastosowanie w praktyce modelu prognostycznego 
nie poddanego walidacji może zakończyć się poważ-
nymi konsekwencjami dotyczącymi bezpieczeństwa 
zdrowotnego konsumenta i w konsekwencji prowa-
dzić do odrzucania koncepcji mikrobiologii progno-
stycznej jako nieprzydatnej. Szczególnie w przypadku 
modeli powstałych w oparciu o dane nie pochodzące 
z systemów żywnościowych, uzyskanie bezwzględnej 
pewności, że model może być zastosowany w układzie 
żywności jest sprawą niezwykle ważną. 

7.	 Prognozowanie mikrobiologiczne
	 w analizie ryzyka

Wyróżnia się dwa podejścia do oceny ryzyka mikro-
biologicznego: ocenę jakościową i ocenę ilościową. 
Ocena jakościowa to ocena opisowa, oparta na analizie 
sprecyzowanych informacji dotyczących prawdopodo-
bieństwa wystąpienia choroby (np. prawdopodobień-
stwo wysokie lub niskie). Oceny jakościowe są prze-
prowadzane w przypadku braku naukowych danych lub 
zasobów do przeprowadzenia pełnej oceny ilościowej 
[38, 57]. Ilościowa ocena ryzyka mikrobiologicznego 
(QMRA – Quantitative Microbial Risk Assessment) 
wymaga uwzględnienia znacznej bazy danych liczbo-
wych do szacowania konsekwencji zdrowotnych zwią-
zanych z zagrożeniem mikrobiologicznym za pomocą 
modelowania matematycznego. W QMRA bierze się 
pod uwagę wszystkie etapy produkcji i dystrybucji żyw-
ności (‘od pola do stołu’), a wynikiem analizy jest osza-
cowanie prawdopodobieństwa wystąpienia choroby po 
spożyciu badanego produktu spożywczego [32, 61].
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QMRA składa się z czterech etapów: (1) identyfi-
kacji zagrożeń, w której wskazuje się mikroorganizmy 
potencjalnie patogenne obecne w produkcie żywnoś
ciowym; (2) charakterystyki zagrożeń, która opisuje 
niekorzystne skutki zdrowotne związane z konsumpcją 
mikroorganizmu patogennego zawartego w produkcie 
żywnościowym; (3) oszacowania narażenia, które prze-
widuje szacunkową częstotliwość spożycia żywności 
oraz prawdopodobną liczbę mikroorganizmów w por-
cji; oraz (4) charakterystyki ryzyka w celu oszacowania 
ryzyka wystąpienia zakażeń związanych ze spożyciem 
produktu żywnościowego [19, 22, 32, 61].

Oszacowanie narażenia i charakterystyka ryzyka 
to dwie spośród czterech składowych QMRA, które 
wymagają zastosowanie modeli prognostycznych 
[76]. Do obliczenia ryzyka infekcji lub choroby w 
QMRA, konieczny jest wybór odpowiedniego modelu 
prognostycznego. Istotną rolę w charakterystyce 
ryzyka QMRA odgrywają modele typu dawka-odpo- 
wiedź (dose-response models) [29, 34]. Ten typ modelu 
określa matematyczną zależność między spożyciem 
dawki mikroorganizmów patogennych, przenoszo-
nych przez żywność, a reakcją gospodarza polegającą 
na prawdopodobieństwie wystąpienia infekcji /choroby 
lub śmierci [19].

W literaturze dostępne są różne modele tupu dawka-
-odpowiedź, w tym model wykładniczy [70], model 
β-Poissona [59], przybliżony model β-Poissona [79], 
model dwumianowy β [11, 41] oraz model Weibulla-
-Gamma [21]. 

Ze względu na trudności w pozyskiwaniu danych 
skonstruowanie modelu dawka-odpowiedź nie jest 
sprawą prostą. Najlepiej byłoby, gdyby dane niezbędne 
do konstrukcji modelu pochodziły z badań prowadzo-
nych wśród całej populacji, z uwzględnieniem wraż-
liwych subpopulacji: dzieci, osób starszych, kobiet 
w  ciąży. Baza wyników powinna uwzględniać także 
różne początkowe poziomy drobnoustrojów patogen-
nych [23]. Wyniki badań przeprowadzonych z udziałem 
ludzi przedstawiono w pracy Teunis i wsp. [94]. Dane 
wykorzystywane w ocenie ryzyka mikrobiologicznego 
niezbędne do konstrukcji modeli dawka-odpowiedź, 
pochodzą z różnych źródeł. Zalicza się do nich m.in.: 
testy przeprowadzane za zgodą wolontariuszy polega-
jące na spożyciu produktu zanieczyszczonego znaną 
liczbą drobnoustrojów [33], ekstrapolację wyników 
badań prowadzonych na zwierzętach [89, 99] oraz ana-
lizy wyników badań epidemiologicznych dotyczących 
chorób przenoszonych przez żywność [17, 90]. 

Brak danych dotyczących zależności dawka-odpo-
wiedź, w przypadku większości drobnoustrojów cho-
robotwórczych pokazuje, jak trudno jest zastosować 
właściwe podejście eksperymentalne w ilościowej 
ocenie ryzyka mikrobiologicznego. Biorąc pod uwagę 
niejednorodność populacji narażonych na mikroorga-

nizmy patogenne pod względem wieku, stanu zdrowia, 
nawyków żywieniowych i kulturowych oraz warun-
ków geograficznych sytuacja komplikuje się jeszcze 
bardziej. W oszacowaniu narażenia należy wziąć pod 
uwagę nie tylko znaczne różnice regionalne lecz także 
podatności/wrażliwość organizmu [29, 50]. Ponadto 
w  celu pełnego oszacowania prawdopodobieństwa 
wystąpienia choroby, należy wziąć pod uwagę nie tylko 
rozkład drobnoustrojów w surowcu, zmiany w popu-
lacji mikroorganizmów chorobotwórczych podczas 
produkcji, dystrybucji i przechowywania, ale również 
podczas przygotowywania żywności w domu [32]. Pro-
blematyczne stają się także sytuacje w przypadku niskiej 
początkowej liczby bakterii patogennych. Ze względu 
na brak wiedzy na temat podstawowych mechanizmów 
leżących u podstaw odpowiedzi organizmu na okreś
loną dawkę mikroorganizmów, modelowanie matema-
tyczne opiera się na wielu założeniach i ekstrapolacjach 
[18–19, 52]. Rozwiązania matematyczne uwzględnia-
jące te „niepewności” w modelu dawka-odpowiedź 
zaproponował w swojej pracy Moon i wsp. [69]. Z kolei 
Buchanan i wsp. [18], Julien i wsp. [46] proponują nowe 
strategie modelowania, takie jak Kluczowe Ramy Reak-
cji na Dawkę (KEDRF – the Key Events Dose-Response 
Framework), które jest analitycznym opisem wzorco-
wych relacji dawka-odpowiedź na podstawie istnieją-
cych informacji.

W celu oszacowania końcowego ryzyka (np. praw-
dopodobieństwa zachorowania lub liczby przypadków 
występowania drobnoustrojów w żywności), należy 
połączyć wyniki prognozowane przez dwa modele: 
model oszacowania narażenia i model dawka-odpo-
wiedź. Przykładowy model szacowania narażenia 
przedstawiono w pracy Pujol i wsp. [82]. Dawka (roz-
powszechnienie/częstość i koncentracja) wyznaczona 
na podstawie modelu oszacowania narażenia wprowa-
dzana jest do modelu dawka-odpowiedź. Zapropono-
wano kilka podejść metodologicznych do przeprowa-
dzenia tej procedury matematycznej, z których niektóre 
zostały szczegółowo omówione przez Perez-Rodrıguez 
i wsp. [75, 77]. 

Ilościową ocenę ryzyka można przedstawić odpo-
wiednio jako „oszacowanie punktowe” (determini-
styczne) lub „probabilistyczne” (stochastyczne). Pod-
stawową różnicą między tymi dwoma podejściami jest 
przedstawienie danych źródłowych niezbędnych do 
przeprowadzenia oceny ryzyka. Podejście determini-
styczne oznacza, że dane wejściowe do oceny ryzyka są 
wykorzystywane jako pojedyncze wartości parametrów 
(wartość średnia lub minimalna) np. w celu oszacowa-
nia narażenia na średnią liczbę mikroorganizmów pato-
gennych, obecnych w żywności spożywanej przez prze-
ciętnego konsumenta [57]. Metoda deterministyczna 
jest prostsza i szybsza do wdrożenia, ponieważ bazuje 
na obliczeniach matematycznych, ale dostarcza jedynie 
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konkretnego wyniku bez informacji o wyjątkowych/
rzadkich/niecodziennych przypadkach [1].

Podejście probabilistyczne, w przeciwieństwie do 
pojedynczych wartości parametrów, uwzględnia wszys- 
tkie dostępne dane i wykorzystuje rozkłady prawdo-
podobieństwa, co przekłada się na pełniejszą charak-
terystykę ryzyka wystąpienia choroby [57, 72]. Metoda 
probabilistyczna wymaga uwzględnienia rozkładów 
prawdopodobieństwa w celu odzwierciedlenia zmien-
ności lub niepewności parametrów. Metoda ta jest trud-
niejsza, ale prowadzi do otrzymania rozkładu prawdo-
podobieństwa ryzyka i doprecyzowuje interpretację 
wyników modelu [1].

Podejście probabilistyczne, pomimo większej zło-
żoności obliczeń, stało się bardziej wiarygodną metodą 
stosowaną w ilościowej ocenie ryzyka. Charakterystyka 
ryzyka powinna uwzględniać zmienność i niepewność 
informacji wykorzystywanych w celu oszacowania 
narażenia. Zmienność jest zasadniczo właściwością 
natury i reprezentuje różnorodność dobrze scharak-
teryzowanej populacji lub parametru. Każdy element 
podczas produkcji, w przetwórstwie i sprzedaży żyw-
ności charakteryzuje się zmiennością; zarówno sam 
mikroorganizm chorobotwórczy, jak i reakcja orga
nizmu gospodarza na czynniki chorobotwórcze. Z dru-
giej strony niepewność wynika także z braku wiedzy 
na temat zjawiska lub parametru i niezdolności do 
jej scharakteryzowania. Rozpoznawanie i charaktery-
zowanie zmienności i  niepewności są ważne, ponie-
waż wpływają one na końcowy wynik oceny ryzyka, 
a w konsekwencji na podejmowane decyzje dotyczące 
zarządzania ryzykiem [57].

Najczęściej stosowaną techniką przeprowadzenia 
oceny ryzyka mikrobiologicznego jest obecnie symula-
cja Monte Carlo. Metodologia ta wykorzystuje podejś
cie stochastyczne, gdzie kluczowe czynniki w modelu 
są reprezentowane przez rozkład danych, a  zestaw 
wartości wyjściowych jest generowany w formie wie-
lokrotnych iteracji. Zatem dane wejściowe w postaci 
rozkładu prawdopodobieństwa na przykład w odnie-
sieniu do częstości występowania i poziomów patogenu 
w produkcie lub do inaktywacji termicznej, łączą się 
w celu wygenerowania szacowanego prawdopodobień-
stwa wystąpienia choroby, które jest również prezen-
towane jako rozkład. Symulacja Monte Carlo może 
zapewnić bardziej realistyczne oszacowanie ryzyka niż 
podejście ściśle deterministyczne. Ponadto, biorąc pod 
uwagę zmienność opisaną jako rozkład częstotliwości, 
otrzymuje się bardziej realistyczną ocenę zagrożenia niż 
powstałą w oparciu o jedną wartość dyskretną/pojedyn-
czą: np. wartość średnią lub minimalną [32]. Niestety, 
wiele opublikowanych dotąd badań przedstawia dane 
mikrobiologiczne jako wartości dyskretne (np. wartość 
średnia log jtk/g), a nie rozkład, co ogranicza ich wyko-
rzystanie w QMRA [72]. 

8.  Podsumowanie

Mikrobiologia prognostyczna dzięki interdyscypli
narnym wysiłkom zarówno mikrobiologów jak i nau- 
kowców uczestniczących w opracowywaniu matema-
tycznego modelu jest coraz częściej wykorzystywana 
przez środowiska akademickie oraz przemysł spożyw-
czy do poprawy i zapewniania jakości i  bezpieczeń- 
stwa żywności [39, 86]. W trakcie rozwoju tej subdys- 
cypliny mikrobiologii żywności powstało kilka kon-
cepcji modelowania, klasyfikacji i  podziałów modeli 
prognostycznych ze względu na konieczność upo-
rządkowania modeli oraz ich zastosowań. W procesie 
tworzenia modelu prognostycznego na etapie zbiera-
nia danych wykorzystywane są obecnie nowoczesne 
metody analityczne (modele molekularne i genomowe) 
jak również wciąż poszukuje się nowoczesnych narzędzi 
obliczeniowych czego przykładem jest wykorzystanie 
Sieci Neuronowych. 

Wartość użytkowa modeli prognostycznych to 
m.in. szacowanie terminów przydatności do spożycia 
produktów żywnościowych jak również wykorzysta-
nie w ocenie ryzyka mikrobiologicznego. Służą temu 
liczne programy komputerowe jak również bazy danych 
działające on-line. Nowatorskim rozwiązaniem i zara-
zem przyszłością mikrobiologii prognostycznej staje 
się tworzenie Repozytoriów Modeli Bezpieczeństwa 
Żywności czyli modułów, które umożliwiają eksport 
modeli prognostycznych do wystandaryzowanego for-
matu wymiany danych [80].
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1.  Wprowadzenie

Enterokoki przez wiele lat uchodziły za drobno-
ustroje o marginalnym znaczeniu dla zdrowia człowieka, 
gdyż u ludzi i zwierząt stanowią składnik naturalnej 
mikrobioty przede wszystkim przewodu pokarmowego. 
Występują również dosyć powszechnie w  żywności 
i wodzie [21]. Jednak obecnie zaliczane są do najgroź-
niejszych patogenów wielolekoopornych, określanych 
akronimem ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphy
lococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter 
spp.), odpowiedzialnych za zakażenia związane z opieką 
medyczną (HAI) [10]. Ewolucja z komensala do pato-
genu była możliwa ze względu na niezwykle plastyczny 
genom. Enterokoki mają bowiem zdolność do nabywa-
nia i kumulowania oporności na antybiotyki i chemio-
terapeutyki poprzez łatwą wymianę genów umiejsco-
wionych na mobilnych elementach genetycznych (m.in. 
plazmidach, transpozonach). 

Enterokoki posiadają naturalną oporność na kilka 
grup leków przeciwbakteryjnych (cefalosporyny, niskie 
stężenia aminoglikozydów, trimetoprim/sulfameto
ksazol, klindamycynę) [12, 30]. Dodatkowo niektóre 

gatunki wykazują wrodzoną obniżoną wrażliwość na 
penicyliny (E. faecium), niskie stężenia glikopeptydów 
(fenotyp oporności VanC u E. gallinarum, E. casselifla-
vus i E. flavescens) oraz linkozamidy i streptograminy A 
(E. faecalis, E. gallinarum, E. avium i E. casseliflavus) 
[30, 37]. Ponadto pod koniec XX  wieku enterokoki 
ujawniły zdolność do nabywania oporności na anty-
biotyki z grup: penicylin (ARE – Ampicillin Resistant 
Enterococcus), aminoglikozydów (HLAR – High Level 
Aminoglicoside Resistant), glikopeptydów (VRE – Van-
comycin Resistant Enterococcus), tetracyklin, chinolo-
nów, makrolidów, streptogramin oraz chloramfenikolu 
[12, 30]. W XXI wieku doprowadziło to do sytuacji, 
w której najbardziej oporne izolaty są niewrażliwe na 
prawie wszystkie dostępne obecnie antybiotyki (XDR 
– Extremely Drug Resistant), a powszechnym stało się 
izolowanie szczepów MDR (Multidrug Resistant) [43]. 

2.  Środowisko szpitalne

Lekooporne enterokoki wywołują zakażenia zwią-
zane z opieką medyczną (HAI – Hospital Aquired 
Infections) wyrażone klinicznie przede wszystkim 

LEKOOPORNOŚĆ RODZAJU ENTEROCOCCUS
– AKTUALNY PROBLEM WŚRÓD LUDZI I ZWIERZĄT

Katarzyna Talaga-Ćwiertnia1*, Małgorzata Bulanda2

1 Zakład Mykologii Katedra Mikrobiologii Wydział Lekarski Uniwersytet Jagielloński Collegium Medicum
2 Zakład Epidemiologii Zakażeń Katedra Mikrobiologii Wydział Lekarski Uniwersytet Jagielloński Collegium Medicum

Wpłynęło w listopadzie 2017 r., zaakceptowano w kwietniu 2018 r.

Streszczenie:  Lekooporne bakterie z rodzaju Enterococcus zaliczane są obecnie do jednych z najważniejszych patogenów odpowiedzialnych 
za zakażenia związane z opieką zdrowotną. Lekooporność tych bakterii narastała począwszy od lat 80. XX wieku, aby doprowadzić obecnie 
do ich wielolekooporności. Do tego stanu przyczyniła się presja selekcyjna występująca przede wszystkim w środowisku szpitalnym. 
Zaś w środowisku pozaszpitalnym presję selekcyjną stanowi stosowanie antybiotyków jako promotorów wzrostu przy hodowli zwierząt, 
a  także w  produkcji żywności. Rezerwuarem lekoopornych szczepów enterokoków są również zwierzęta towarzyszące człowiekowi. 
Wymiana genów oporności pomiędzy szczepami enterokoków z różnych nisz stwarza zagrożenie dla zdrowia publicznego.

1. Wprowadzenie. 2. Środowisko szpitalne. 3. Zwierzęta hodowlane. 4. Żywność. 5. Zwierzęta towarzyszące człowiekowi. 6. Podsumowanie

Drug resistance in the genus Enterococcus – current problem in humans and animals

Abstract: Drug-resistant bacteria from the genus Enterococcus are currently among the most important pathogens behind healthcare-
associated infections. The drug resistance of these bacteria has been on the increase since the 1980s, leeding to their multi-drug resistance. 
Selective pressure, present mainly in the hospital environment, contributed to this phenomenon. However, also outside the hospital 
environment selective pressure comes into play, namely the use of antibiotics as promoters of growth in animal husbandry and in food 
production. Household pets form a reservoir of drug-resistant enterococcal strains, too. The exchange of resistance genes between 
enterococcal strains from different niches poses a threat to public health.

1. Introduction. 2. Hospital environment. 3. Farm animals. 4. Food. 5. Household pets. 6. Summary

Słowa kluczowe: antybiotykooporność, Enterococcus, środowisko szpitalne, zwierzęta hodowlane i towarzyszące człowiekowi, żywność
Keywords: antibiotic resistance, Enterococcus, hospital environment, farm animals and household pets, food



LEKOOPORNOŚĆ RODZAJU ENTEROCOCCUS – AKTUALNY PROBLEM WŚRÓD LUDZI I ZWIERZĄT 245

jako sepsa, zakażenie miejsca operowanego, zakaże-
nie układu moczowego i bakteryjne zapalenie wsier-
dzia [53, 61]. Powodują tym samym zakażenia trudne 
w  leczeniu ze względu na ograniczone możliwości 
terapeutyczne, wydłużenie pobytu pacjenta w szpitalu 
a nawet zgon [14, 53, 75]. Zakażenia wywoływane przez 
enterokoki rozwijają się głównie u pacjentów leczonych 
na oddziałach intensywnej opieki medycznej, oddzia-
łach hematologicznych, onkologicznych, transplanto-
logicznych, a także chirurgicznych [5].

Niekontrolowane stosowanie antybiotyków, przede 
wszystkim w lecznictwie zamkniętym, spowodowało 
stopniowe narastanie oporności wśród enteroko-
ków. Niewątpliwie czynnikiem selekcyjnym stało się 
powszechne stosowanie cefalosporyn, na które to rodzaj 
Enterococcus jest naturalnie oporny. Na początku lat 80. 
zaczęto raportować zwiększone występowanie zakażeń 
wywołanych przez E. faecalis opornych na gentamy-
cynę [12], które utrzymuje się nadal również wśród 
szczepów z gatunku E. faecium [20]. W tych samych 
latach pojawiły się także szczepy oporne na penicyliny 
(ARE). Powszechne stosowanie wankomycyny w USA 
w lecznictwie szpitalnym w latach 90., a w latach 2000. 
w Europie doprowadziło do rozprzestrzenienia szcze-
pów VRE [12]. Z dotychczasowych obserwacji wynika, 
iż uzyskanie oporności na ampicylinę i często towa-
rzyszącej temu oporności na ciprofloksacynę jest 
głównym markerem fenotypowym szpitalnych izola-
tów E. faecium poprzedzającym o kilka lat wystąpienie 
oporności na glikopeptydy [74]. Obecnie znanych jest 
osiem fenotypów oporności nabytej na glikopeptydy 
u enterokoków. Jednak tylko fenotyp VanA i w mniej-
szym stopniu VanB są najbardziej rozpowszechnione. 
Głównym rezerwuarem nabytej oporności na gliko-
peptydy jest gatunek E. faecium. Oporność na wanko-
mycynę u pozostałych gatunków rodzaju Enterococcus 
nadal jest zjawiskiem dosyć rzadkim [12]. 

W związku z szybkim rozprzestrzenianiem izolatów 
MDR, w leczeniu zakażeń spowodowanych wieloleko-
opornymi enterokokami istotne znacznie ma stosowa-
nie tak zwanych leków ostatniej szansy, czyli linezolidu, 
tygecykliny i daptomycyny. Linezolid jest stosowany 
w  leczeniu m.in. zapaleń płuc oraz zakażeń skóry 
i tkanek miękkich [30, 50]. W Europie tygecyklina 
uzyskała rejestrację do leczenia powikłanych zakażeń 
skóry i tkanek miękkich (z wyjątkiem zakażenia stopy 
cukrzycowej) oraz powikłanych zakażeń w  obrębie 
jamy brzusznej u osób dorosłych. Dodatkowo, w USA 
uzyskała rejestrację do leczenia zakażeń krwi i poza
szpitalnych zapaleń płuc [53, 54]. Natomiast daptomy-
cyna jest przeznaczona do leczenia ostrych bakteryj-
nych zakażeń skóry i tkanek miękkich, infekcyjnego 
zapalenia wsierdzia oraz związanych z nimi infekcji 
łożyska krwi [53, 54]. Niepokojącym zjawiskiem wśród 
enterokoków jest nabywanie oporności na wyżej przed-

stawione leki. Oporność na linezolid (LRE – Linesolid 
Resistant Enterococcus) jest nadal stosunkowo rzadko 
raportowana, mimo iż już po roku od wprowadzenia go 
do lecznictwa zaobserwowano nieskuteczność wobec 
klinicznych izolatów z rodzaju Enterococcus [50, 53, 54, 
61]. Oporność na daptomycynę ogólnie nie jest częsta, 
natomiast zjawisko oporności na tygecyklinę jest nie-
zwykle rzadkie [25]. W medycynie ludzkiej stosowane 
są także nowsze produkty lecznicze: dalbawancyna 
(lipopeptyd), oritawancyna i  telawancyna (glikopep-
tydy) oraz tedizolid (oksazolidynon, następca line-
zolidu). Należy jednak nadmienić, iż aktywność tych 
leków wobec enterokoków, wskazania terapeutyczne 
oraz ich dostępność w różnych krajach są zróżnico-
wane [25, 61, 70]. W związku z powyższym zakażenia 
lekoopornymi enterokokami stanowią istotny problem 
epidemiologiczny i terapeutyczny. 

Pacjent, którego przewód pokarmowy jest skoloni-
zowany przez enterokoki, poddawany w czasie hospi-
talizacji procedurom diagnostycznym i leczniczym, 
w tym antybiotykoterapii, stanowi źródło lekoopornych 
izolatów z rodzaju Enterococcus. Środowisko szpitalne, 
w tym środowisko najbliższe pacjentowi (pomieszcze-
nie, w którym pacjent przebywa oraz sprzęty, których 
dotyka i które są stosowane w czasie hospitalizacji) 
uznawane jest za rezerwuar lekoopornych entero-
koków. Natomiast personel medyczny, a szczególnie 
ręce pracowników ochrony zdrowia, uznawany jest za 
wektor, dzięki któremu dochodzić może do rozprze-
strzeniania się enterokoków w środowisku szpitalnym  
(Rys. 1) [40]. Rosnąca częstotliwość występowania 
HAI, a  tym samym rozprzestrzenianie determinant 
oporności wśród izolatów klinicznych jest pobudzana 
przez migrację pacjentów pomiędzy placówkami me- 
dycznymi oraz placówkami opieki długoterminowej. 
Szczególne znaczenie mają sytuacje, gdy pacjent sko-
lonizowany i/lub zakażony lekoopornymi enteroko-
kami jest wypisywany z jednego szpitala i przyjmowany 
na hospitalizację do innego, często specjalistycznego 
szpitala [67]. Taka sytuacja sprzyja utrzymywaniu się 
powszechnie stanu endemii z okresowo występującymi 
ogniskami epidemicznymi. 

Z danych epidemiologicznych zebranych w  ciągu 
ostatnich dwóch dekad wynika, że enterokoki zalicza 
się do grupy najważniejszych patogenów szpitalnych 
a szybkość rozprzestrzeniania zakażeń przez nie wywo-
ływanych jest zróżnicowana [12, 20, 53, 75]. Monito-
rowaniu podlegają zakażenia inwazyjne o  etiologii 
E. faecalis i E. faecium, gdyż te dwa gatunki najczęściej 
(odpowiednio 60% i 40%) wywołują zakażenia inwa-
zyjne w warunkach szpitalnych [25]. Największy odse-
tek zakażeń HAI odnotowują obecnie Stany Zjedno-
czone, Irlandia oraz Australia. Większość przypadków 
zakażeń o etiologii VRE w Stanach Zjednoczonych, 
Europie, krajach Azji, Ameryki Południowej i Afryki 
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jest obecnie spowodowana fenotypem VanA. Natomiast 
epidemie spowodowane izolatami o fenotypie VanB 
najczęściej występują w Australii i Singapurze [51]. 

3.  Zwierzęta hodowlane

W środowisku pozaszpitalnym indukowanie leko-
oporności enterokoków przypisuje się hodowli zwierząt 
i rolnictwu. Enterokoki należą do patogenów zwierząt 
hodowlanych wywołując zakażenia o różnym obrazie 
klinicznym, dlatego nowoczesne metody hodowli wiążą 
się z dużym zapotrzebowaniem na antybiotyki [3, 9, 44, 
63]. Antybiotyki stosowane są w celach nie tylko leczni-
czych i w profilaktyce, ale także w celach ochrony zdro-
wia konsumentów przed drobnoustrojami mogącymi 
skażać środowisko gospodarstw oraz produkty pocho-
dzenia zwierzęcego [60]. Niestety antybiotyki znalazły 
także zastosowanie jako promotory wzrostu. Podawane 
mogą być różnymi drogami (z  wodą, parenteralnie), 
ale przede wszystkim jako dodatki do pasz, którymi 
skarmiane są zwierzęta gospodarskie. W Polsce do żyw-
ności dla zwierząt stosowano jako dodatek początkowo 
penicylinę, następnie tetracykliny (chlorotetracyklinę 
i oksytetracyklinę) oraz cynk-bacytracynę i flawofosfo-
lipol. Do najczęściej stosowanych, zarówno w Polsce jak 
i w całej Unii Europejskiej, antybiotykowych promoto-
rów wzrostu należały m.in. awoparcyna, monenzyna, 
salinomycyna, spiramycyna, tylozyna, wirginamycyna 
i bacytracyna [24, 60]. 

Wiele badań dowiodło, iż zastosowanie awoparcyny 
(analogu wankomycyny) spowodowało krzyżową opor-
ność na stosowane w lecznictwie antybiotyki glikopepty-
dowe i selekcję szczepów VRE w przewodach pokarmo-
wych zwierząt hodowlanych [4, 6, 12]. Również analiza 
sytuacji epidemiologicznej występowania izolatów VRE 
w środowisku szpitalnym i pozaszpitalnym pozwala 
wnioskować o udziale antybiotyków stosowanych w rol-
nictwie w wygenerowaniu VRE. W Europie w populacji 
ludzi, którzy nie zostali poddani hospitalizacji izolaty 
VRE występują znacznie częściej, niż w USA, gdzie nie 
stosowano awoparcyny jako promotora wzrostu, ale 
w latach 80. XX wieku masowo stosowano wankomy-
cynę w lecznictwie szpitalnym [29, 62]. 

Kolejnym przykładem wygenerowania oporności 
na lek stosowany w lecznictwie, czyli chinuprystynę/
dalfopristinę, było stosowanie u zwierząt wirginamy-
cyny. Od zwierząt skarmianych paszami z dodatkiem 
tylozyny i awilamycyny wyizolowano odpowiednio 
szczepy oporne na erytromycynę i ewerninomycynę 
[1, 8]. Te i inne fakty doprowadziły do ostatecznego 
zakazania przez Unię Europejską w 2006 roku zasto-
sowania antybiotyków jako promotorów wzrostu. 
W pozostałych częściach świata, w tym w Rosji, Chi-
nach i Stanach Zjednoczonych (najwięksi producenci 

żywności) nadal można stosować antybiotyki w  celu 
poprawy i przyspieszenia wzrostu zwierząt hodowlanych 
[60]. Właśnie w USA w wyniku powszechnego stosowa-
nia gentamycyny w hodowli drobiu obserwowana jest 
wysoka częstość izolacji szczepów enterokoków o feno-
typie HLGR (High Level Gentamicin Resistant) [64]. 
W  celach terapeutycznych w Unii Europejskiej oraz 
USA można stosować antybiotyki z grupy tetracyklin 
[15, 48] co znajduje odzwierciedlenie w powszechnie 
izolowanych z  produktów pochodzenia zwierzęcego 
szczepów opornych na tę grupę antybiotyków [15].

Przenoszenie genów oporności między szczepami 
izolowanymi od zwierząt hodowlanych a szczepami 
zasiedlającymi ludzki przewód pokarmowy wzbudza 
wiele kontrowersji. Zwolennicy tej teorii twierdzą, iż 
izolaty lekooporne zasiedlające przewód pokarmowy 
zwierząt hodowalanych z żywnością mogą prze- 
dostawać się do organizmu konsumenta. Taki sposób 
rozprzestrzeniania oporności wśród bakterii jest moż-
liwy i bardzo niebezpieczny dla zdrowia publicznego 
[4, 6, 68]. Natomiast przeciwnicy, uważają, że taki spo-
sób krążenia genów oporności może mieć znaczenie 
marginalne, gdyż zwykle narażenie na lekooporne 
bakterie w spożywanych posiłkach jest niewielkie [26, 
38, 55, 67]. Niemniej jednak, uznaje się, iż stosowa-
nie antybiotyków w rolnictwie może stanowić równie 
poważne zagrożenie epidemiologiczne, jak leczenie 
w placówkach medycznych. Podstawą tego poglądu 
jest przeświadczenie, iż pozaszpitalna populacja ludzi 
„zdrowych” spożywająca codziennie kilka posiłków 
(skontaminowanych lekoopornymi enterokokami) jest 
liczniejsza niż hospitalizowana w tym samym czasie 
populacja pacjentów [67].

Zwierzęta karmione paszami z dodatkiem antybio-
tyków przyczyniają się do przedostawania się genów 
oporności na antybiotyki do innych nisz ekologicznych. 
Kał zwierząt hodowlanych zanieczyszczony bakteriami 
lekoopornymi stanowi podstawę kompostu, którym 
nawożone są pola uprawne. Użyźnianie pół może 
powodować skażenie gleby i wody i transfer genów 
oporności do zasiedlających te nisze bakterii, a tym 
samym stać się potencjalnym rezerwuarem, z którego 
lekooporne determinanty trafią do organizmu czło-
wieka (Rys. 1) [41].

4.  Żywność

Efektem stosowania antybiotykowych stymulato-
rów wzrostu u zwierząt hodowlanych jest przedosta-
wanie się antybiotyków lub ich metabolitów do tkanek 
i narządów zwierząt, a tym samym żywności pochodze-
nia zwierzęcego. Izolaty E. faecium i E. faecalis z żyw
ności pochodzenia zwierzęcego prezentują oporność 
na antybiotyki stosowane w lecznictwie pozaszpital-
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nym i szpitalnym, m.in. ciprofloksacynę, norfloksacynę 
(wędliny, sery), tetracykliny [18, 71] a nawet linezolid 
(ryby i  przetwory rybne) [65]. W  żywności pocho-
dzenia zwierzęcego produkowanej w Europie izolaty 
oporne na gentamycynę i streptomycynę występują 
rzadko, natomiast w Stanach Zjednoczonych jest to 
zjawisko dosyć częste [13].

Zwolennicy teorii o zagrożeniu dla zdrowia publicz-
nego, jakie niesie za sobą spożywanie surowej i przetwo-
rzonej żywności zanieczyszczonej wielolekoopornymi 
drobnoustrojami wskazują na wyniki pracy opisanej 
przez Jahan i wsp. W warunkach laboratoryjnych 
dokonano bowiem przeniesienia genu warunkującego 
oporność na tetracyklinę i streptomycynę ze szczepów 
E. faecium i E. faecalis pochodzących z żywności do 
szczepów klinicznych [33]. 

Lekooporne enterokoki występują w żywności suro-
wej pochodzenia zwierzęcego i roślinnego, ale też dosyć 
dobrze udokumentowano ich występowanie w  żyw
ności gotowej do spożycia (np. mleko pasteryzowane) 
[11, 22, 34]. Ponadto wykazano, iż izolaty występujące 
w żywności przetworzonej oraz z surowego mięsa woło-
wego, wieprzowego i drobiu posiadają podobny fenotyp 
oporności na leki przeciwdrobnoustrojowe [13, 45].

Antybiotyki stosowano nie tylko w produkcji żyw-
ności pochodzenia zwierzęcego, ale także pochodzenia 
roślinnego [19]. Wśród kilku udokumentowanych zda-
rzeń wymienić można stosowanie od lat 50. XX wieku 
streptomycyny do zapobiegania zakażeniom grusz 
i jabłoni, które stworzyło presję selekcyjną i wygenero-
wało oporność na aminoglikozydy wśród enterokoków. 
Enterokoki oporne na aminoglikozydy izolowano ze 

świeżych warzyw i owoców (Rys. 1) [49, 69]. Zagad-
nienie występowania opornych enterokoków w żyw-
ności roślinnej jest słabo poznane, mimo to nieliczne 
doniesienia wskazują, iż żywność roślinna nie stanowi 
rezerwuaru oporności na glikopeptydy. Ponadto z żyw-
ności pochodzenia roślinnego częściej niż gatunki 
E. faecium i E. faecalis izolowano E. casseliflavus, który 
był mniej oporny od dwóch pozostałych [52]. Można 
więc przyjąć, iż zjawisko lekooporności enterokoków 
pochodzących z żywności roślinnej nie jest tak częste 
jak wśród izolatów z produktów pochodzenia zwierzę-
cego, a szczepy nie kumulują tak wielu determinant 
oporności jak izolaty kliniczne [13, 39]. 

5.  Zwierzęta towarzyszące człowiekowi

Znaczenie zwierząt domowych jako „członków 
rodziny” rośnie systematycznie [16, 32, 35]. Wśród 
wzrastającej liczby doniesień, istnieją badania wyka-
zujące, że psy i koty skolonizowane enterokokami 
opornymi na różne grupy antybiotyków mogą stano-
wić rezerwuar genów oporności na antybiotyki (Rys. 1). 
Zoonotyczne przekazywanie lekoopornych enteroko-
ków ze zwierząt na ludzi jest możliwe poprzez kontakt 
z wydzielinami i wydalinami zwierząt [2, 58]. Z badań 
przeprowadzonych w krajach europejskich, Japonii 
i  USA wynika, iż to psy znacznie częściej są rezer-
wuarami lekoopornych enterokoków w porównaniu 
do kotów [7, 31, 32, 36]. Ciekawym faktem jest, iż od 
zwierząt izolowano najczęściej dwa gatunki, które rów-
nież najczęściej wywołują zakażenia związane z opieką 

Rys. 1. Źródła i rezerwuary szczepów lekoopornych z rodzaju Enterococcus
Opracowanie własne na podstawie [23].
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zdrowotną: E. faecium i E. faecalis, znacznie rzadziej zaś 
E. durans, E. casseliflavus i E. gallinarum [2, 16, 31, 32, 
35]. Zakażenia o etiologii enterokokowej wśród zwie-
rząt domowych występują sporadycznie i objawiają się 
jako biegunki, zapalenia sutka, zapalenia dróg żółcio-
wych, zakażenia dróg moczowych i zakażenia związane 
z cewnikowaniem [27, 46, 47, 57, 59]. Większość anty-
biotyków, w tym, ampicylina, tetracykliny, aminogliko-
zydy, cefalosporyny, chinolony, linkozamidy, makrolidy, 
chloramfenikol, stosowanych w medycynie weteryna-
ryjnej do leczenia zakażeń innych niż enterkokowe jest 
wspólne z medycyną ludzką. Wykazano, iż leczenie 
psów i kotów tetracyklinami w wyniku presji selekcyj-
nej doprowadza często do selekcjonowania szczepów 
opornych [32]. Analogicznie do pacjentów leczonych 
i osób zdrowych, również wśród zwierząt leczonych w 
klinikach weterynaryjnych znacznie częściej izolowano 
enterokoki oporne na antybiotyki, w tym szczepy ARE, 
oporne na erytromycynę, tetracyklinę, ciprofloksacynę, 
gentamycynę, nitrofurantoinę i chloramfenikol, w sto-
sunku do zwierząt nieleczonych. Wśród badanych zwie-
rząt nie wykrywano w  ogóle [17, 32, 42] lub bardzo 
rzadko fenotypy świadczące o nabytej oporności na 
wankomycynę (VanA i VanB) [56, 72], które są cha-
rakterystyczne dla izolatów związanych z HAI. Od nie-
licznych zwierząt izolowano enterokoki z naturalnym 
fenotypem oporności na glikopeptydy (VanC) [36, 42]. 
Niemniej jednak badania przeprowadzone w różnych 
krajach wykazują bliskie pokrewieństwo izolatów VRE 
i  ARE pochodzących od psów z  izolatami odpowie-
dzialnymi za HAI u ludzi [28, 46, 66, 73].

6.  Podsumowanie

Obecnie żadna nisza ekologiczna nie jest wolna od 
lekoopornych enterokoków i całkowita ich eradyka-
cja ze środowiska wydaje się niemożliwa. Udział róż-
nych środowisk jako źródeł i rezerwuarów generują-
cych i umożliwiających utrzymywanie lekooporności 
wśród enterokoków zmienia się i na siebie oddziałuje. 
Zjawisko narastania oporności wśród bakterii, w tym 
enterokoków jest problemem epidemiologicznym 
w skali globalnej. Nadużywanie antybiotyków nie tylko 
w lecznictwie szpitalnym, weterynarii, ale także przez 
hodowców zwierząt i producentów żywności, przy rów-
noczesnym silnym ograniczeniu opcji terapeutycznych, 
będzie wpływało na pogłębianie się tego zjawiska. 
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1.  Wprowadzenie

Od czasu wprowadzenia leków antyretrowiruso-
wych i skutecznych schematów terapii antyretrowiru-
sowej (HAART – Highly Active Antiretroviral Therapy) 
rokowanie dla osób zakażonych HIV (Human Immuno
deficiency Virus) uległo znacznej poprawie. Obecnie 
czas przeżycia od chwili zdiagnozowania AIDS wydłu-
żył się z kilku miesięcy w początkach epidemii do kilku
dziesięciu lat [60]. Pomimo tego w 2016 r. na świecie 
zmarło około 1 mln osób zakażonych HIV [92]. W Polsce 
od 1985 r. zakażenie potwierdzono u ponad 22 tys. osób, 
z  czego 1.4 tys. zmarło [72]. Większość przypadków 
śmiertelnych na świecie jest odnotowywana w krajach 
Afryki Subsaharyjskiej, gdzie częstość zakażeń opor-
tunistycznych towarzyszących zakażeniom HIV/AIDS 
jest znacznie wyższa [20]. Zaburzenia układu immuno-
logicznego, będące konsekwencją obniżonego poziomu 
limfocytów T CD4+, istotnie podnosi ryzyko zachoro-
wań wywoływanych przez patogeny, których namna-

żanie i chorobotwórczość jest zwykle kontrolowana 
przez humoralną i komórkową odpowiedź immuno-
logiczną. Do najczęstszych chorób oportunistycznych 
towarzyszących zakażeniom HIV zaliczana jest gruź-
lica, wirusowe zapalenie wątroby typu B i C, kandydoza 
przełyku, pneumocystozowe zapalenie płuc, zakażenia 
MAC (Mycobacterium avium Complex) oraz malaria 
i leiszmanioza w regionach endemicznych [20]. Lista 
patogennych organizmów stanowiących istotne zagro-
żenie dla zakażonych HIV jest zdecydowanie dłuższa 
i zależy od badanego regionu, a wraz z postępem nauki 
ulega ciągłym modyfikacjom. 

Szybko rozprzestrzeniające się choroby zakaźne (EID 
– Emerging Infectious Diseases) stanowią niezwykle 
istotny problem dla zdrowia publicznego [61]. Liczba 
przypadków EID znacząco wzrosła w latach 80. XX w., 
co było związane m.in. z pandemią HIV [80]. Zdecy
dowaną większość przypadków EID stanowią cho- 
roby odzwierzęce (zoonozy), spośród których w ponad 
70% źródło zarażenia stanowią zwierzęta dziko żyjące. 
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Prawie 30% przypadków EID stanowią tzw. choroby 
transmisyjne (vector-borne diseases), których czynni-
kiem etiologicznym są mikroorganizmy przenoszone 
przez krwiopijne stawonogi [45]. Najważniejszymi 
wektorami w aspekcie medycznym i weterynaryjnym 
są, zaraz po komarach, kleszcze .

Kleszcze są kompetentnymi wektorami dla wielu 
gatunków patogennych wirusów, bakterii czy pierwot-
niaków [84]. Istotnym problemem w epidemiologii 
chorób odkleszczowych są koinfekcje, czyli jedno
czesne, wielogatunkowe zakażenia, szczególnie trudne 
do diagnostyki u ludzi. Koinfekcje u kleszczy są wyni-
kiem ich żerowania na zwierzętach, które są żywicie-
lami dla kilku różnych gatunków patogenów. Gryzonie 
i ptaki stanowią jedną z najważniejszych grup żywicieli, 
zarówno dla licznych patogenów (m. in. z rodzaju Bor-
relia, Babesia, Anaplasma, Neoehrlichia), jak i samych 
kleszczy (larw i nimf). Dlatego też u samic kleszczy, 
które często atakują ludzi i zwierzęta hodowlane, 
dochodzi do kumulacji patogenów nabytych pod-
czas pasożytowania larw i nimf w wyniku transmisji 
transstadialnej (przekaz mikroorganizmów pomiędzy 
poszczególnymi stadiami rozwojowymi) i  transowa-
rialnej (przekaz mikroorganizmów na drodze samica-
jajo-larwa). Zjawisko koinfekcji ma istotne znaczenie 
dla diagnostyki i leczenia chorób odkleszczowych. 
Warto podkreślić, że oprócz najlepiej poznanej drogi 
zakażenia z wykorzystaniem krwiopijnych stawonogów, 
infekcje patogenami wektorowanymi możliwe są także 
poprzez bezpośredni kontakt z krwią zarażonych zwie-
rząt (np. podczas polowań) oraz w trakcie transfuzji 
krwi i preparatów krwiopochodnych od bezobjawo-
wych dawców [68, 78].

U osób z niedoborami odporności (w tym zakażo-
nych HIV) częściej obserwuje się kliniczne symptomy 
chorób przenoszonych przez krwiopijne stawonogi 
niż u osób immunokompetentnych, u których często 
mają one przebieg skąpo- bądź bezobjawowy [4, 39]. 
W niniejszej pracy zostaną omówione najczęstsze infek-
cje odkleszczowe u osób HIV-pozytywnych w Europie.

2.  Kleszcze jako wektory

Głównym wektorem dla patogenów odkleszczowych 
w Europie jest kleszcz pospolity Ixodes ricinus. Gatu-
nek ten związany jest z lasami liściastymi i mieszanymi, 
jednak obserwowana przez ostatnie dekady ekspansja 
I. ricinus pozwoliła poszerzyć zasięg jego występowania 
o północne obszary kontynentu oraz tereny położone 
na wyższej wysokości [29, 44, 46]. Wzrost zagęszcze-
nia kleszczy, także na obszarach zurbanizowanych, 
oraz wydłużenie okresu aktywności tych pajęczaków 
są prawdopodobnie wynikiem zmian zachodzących 
w środowisku m.in. w użytkowaniu gruntów w rolnic-

twie, zarządzaniu lasami, zmianami w liczebności i roz-
mieszczeniu wolno żyjących zwierząt oraz zmianami 
klimatu [15, 53, 59, 67]. Obserwowane zmiany prze-
kładają się bezpośrednio na wzrost ryzyka transmisji 
patogenów przenoszonych przez kleszcze, co może sta-
nowić istotny problem dla osób z zaburzeniami układu 
immunologicznego, których udział w społeczeństwie 
stale wzrasta [48]. 

Żywicielami dla kleszczy I. ricinus może być ponad 
300 gatunków kręgowców [84]. Cykl życiowy kleszczy 
pospolitych obejmuje trzy aktywne stadia rozwojowe 
(larwa, nimfa, osobnik dorosły), które poszukują żywi-
ciela, odżywiają się jego krwią, a następnie linieją lub 
składają jaja (samice). Okres pasożytowania kleszczy 
na żywicielu ogranicza się do kilku lub kilkunastu 
dni (larwy 3–5 dni, nimfy 4–7 dni, samice 7–11 dni), 
podczas gdy czas życia wszystkich stadiów rozwojo-
wych może trwać kilka lat [84]. Ten niezwykle złożony 
cykl życia sprawia, że kleszcze są podatne na zmiany 
w strukturze siedlisk i dostępności żywicieli.

Odsetek zakażonych w Polsce kleszczy I. ricinus 
różni się w zależności od obszaru badań. Dla krętków 
Borrelia burgdorferi ekstensywność zakażenia klesz-
czy waha się w granicach od 4% do ponad 25% [22, 
49, 79, 93, 98], obecność DNA Rickettsia (R. helvetica, 
R. monacensis, R. raoulti) potwierdzono nawet u 28% 
badanych osobników I. ricinus [9, 21, 91]. Zakażenie 
pierwotniakami z rodzaju Babesia (B. microti, B. vena-
torum) wykazano u 1–13% kleszczy w zależności od 
badanego regionu [77, 79, 82, 83, 90]. 

3.  Babeszjoza

Babeszjoza jest chorobą odkleszczową, wywoły-
waną u  ludzi przez pierwotniaki z rodzaju Babesia 
głównie w  USA (B. microti) i Europie (B. divergens, 
pojedyncze przypadki zarażeń z udziałem B. vene-
torum i B. microti) [39]. W USA w roku 2014 odno- 
towano ponad 1700  przypadków babeszjozy [17]. 
W Europie dotychczas opisano ponad 50 przypadków 
zachorowań, jednak ich przebieg był znacznie ostrzej-
szy niż w USA [39].

Babeszjoza, określana także jako ‘malaria północy’ 
ze względu na podobieństwo morfologii Babesia i Plas
modium oraz objawów chorobowych powodowanych 
przez oba gatunki pierwotniaków, u osób zdrowych 
zwykle ma przebieg skąpo- bądź bezobjawowy. Zaraże-
nie jest szczególnie niebezpieczne dla osób z obniżoną 
odpornością (zakażonych HIV, przyjmujących lekki 
immunosupresyjne, asplenicznych, po radio- i chemio-
terapii). Wzrost zachorowań na babeszjozę w ostatnich 
latach można wiązać zarówno ze zwiększoną ekspozycją 
na kleszcze, jak i wzrostem liczby pacjentów z zaburze-
niami odporności generowanymi m.in. wrodzonymi 
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i nabytymi niedoborami odporności, jak również lecze-
niem immunosupresyjnym [39]. Pojawia się także coraz 
więcej udokumentowanych doniesień o  transmisji 
pierwotniaków z przetaczaną krwią i jej składnikami. 
Przypadki te charakteryzuje cięższy, często zakończony 
zgonem przebieg [38, 54]. W inwazji Babesia utrzy- 
muje się długotrwała faza przewlekła [51, 89], która 
często przy braku objawów i bardzo niskiej parazyte-
mii stwarza realne zagrożenie zakażeniami potransfu-
zyjnymi dla biorców, szczególnie tych z zaburzeniami 
odporności [38, 54]. 

Przypadki zarażeń Babesia u osób zakażonych HIV 
odnotowano dotychczas w USA [8, 32, 34, 56, 63, 86] 
oraz jeden przypadek na terenie Europy, w Hiszpanii 
[37]. Badania molekularne potwierdziły zarażenia 
z udziałem B. microti (USA [34, 86]) lub B. divergens 
(Hiszpania [37]). W pojedynczych przypadkach pełno-
objawowe zarażenia Babesia obserwowano u asplenicz-
nych pacjentów HIV pozytywnych [56, 63] lub objawy 
chorobowe pojawiły się dopiero po splenektomii [37]. 

Objawy zarażenia Babesia pojawiają się około 
5–30  dni po ugryzieniu przez kleszcza, jednak wiele 
osób nie pamięta kontaktu z pajęczakiem [41]. Obraz 
kliniczny babeszjozy jest mało specyficzny, podobny 
do malarii i obejmuje typowe symptomy grypopodobne 
tj. wysoka gorączka (powyżej 40°C), dreszcze, zmęcze-
nie, bóle głowy i mięśni, bóle brzucha, oraz hepato- 
i splenomegalię. Niektórzy pacjenci skarżą się na ból 
gardła, światłowstręt, nietypowe zabarwienie moczu 
lub chwiejność emocjonalną. U osób z obniżoną od- 
pornością, oprócz wyżej wymienionych objawów, 
odnotowywano również obfite pocenie się, silną ane-
mię związaną z wysoką parazytemią, żółtaczkę, objawy 
neurologiczne oraz niewydolność krążeniowo-odde-
chową. U  pacjentów zakażonych HIV obserwowano 
długotrwałą fazę przewlekłą zarażenia pierwotniakami, 
trwającą kilka miesięcy pomimo stosowanego lecze- 
nia oraz nawroty choroby wymagające transfuzji 
krwi ze względu na wysoką parazytemię [86]. Wydaje 
się, że przyczyną tego zjawiska jest obniżona produ- 
kcja interferonu gamma (INF-γ) przez komórki NK 
(Natural Killer) u  osób HIV pozytywnych, jednej 
z najważniejszych cytokin biorących udział w zwal-
czaniu wczesnego stadium infekcji Babesia u  myszy 
[2, 43, 58] oraz obniżona liczba limfocytów T CD4+, 
które odgrywają kluczową rolę w odpowiedzi immu-
nologicznej skierowanej przeciwko Babesia, co wyka- 
zano w badaniach na modelu mysim [23]. Brakuje 
danych dotyczących wpływu zakażenia HIV na pato-
genezę babeszjozy. Wzajemne oddziaływania w prze-
biegu koinfekcji zostały za to udowodnione w  przy-
padku zakażeń Plasmodium/HIV [3]. Infekcja HIV 
zwiększa ryzyko nasilenia przebiegu malarii, co z kolei 
ułatwia tempo jej przenoszenia. Zakażenie Plasmodium 
wiąże się także z silną aktywacją limfocytów T CD4 + 

i wzrostem stężenia cytokin prozapalnych, co ułatwia 
rozprzestrzenianie wirusa wśród limfocytów T CD4+ 
i jego szybką replikację [3]. 

3.1.  Diagnostyka i leczenie

Obecnie w Europie diagnostyka babeszjozy opiera 
się na bezpośredniej identyfikacji pierwotniaków we 
krwi pacjenta na podstawie obserwacji mikroskopo-
wych cienkiego rozmazu krwi lub PCR [39]. Formy 
pierwotniaka w erytrocytach rozmazów krwi barwio-
nych metodą Giemsa są zwykle widoczne u  pacjen-
tów objawowych. W przypadku niskiej parazytemii 
oraz w początkowej fazie infekcji konieczne może być 
powtórzenie rozmazu w odstępach 8–12  godzinnych 
[41]. Metoda PCR, gdzie najczęściej stosowanym mar-
kerem jest gen 18S rRNA, charakteryzuje się wysoką 
specyficznością i czułością [11], jednak dotychczas na 
rynku europejskim nie są dostępne standaryzowane 
testy molekularne przeznaczone do rutynowej diagno-
styki babeszjozy [39]. Uważa się, że u osób z obniżoną 
odpornością należy powtórzyć badania krwi po okresie 
kilku miesięcy od zakończenia leczenia w celu wyklu-
czenia fazy przewlekłej zarażenia [34].

Badania serologiczne w diagnostyce babeszjozy 
oparte są na teście immunofluorescencji pośredniej 
(IF). Specyficzne dla B. microti przeciwciała klasy IgM 
mogą być wykrywane już po upływie dwóch tygodni od 
zarażenia [16]. Podwyższony poziom przeciwciał może 
utrzymywać się od kilkunastu miesięcy do 6 lat. U osób 
z  niedoborami odporności, w tym zakażonych HIV, 
zaobserwowano zaburzenia w produkcji przeciwciał, 
co wydłuża okres okienka serologicznego [39]. Wyniki 
fałszywie pozytywne testu IF obserwowano u pacjentów 
z chorobami tkanki łącznej i autoimmunologicznymi 
[42] oraz inwazjami pasożytniczymi z udziałem Toxo-
plasma i Plasmodium [35, 42], co tłumaczy się wystę-
powaniem reakcji krzyżowych. 

W leczeniu objawowej babeszjozy stosuje się atowa-
kwon, azytromycynę, klindamycynę i chininę. U pacjen-
tów zakażonych HIV może być konieczne stosowanie 
wyższych dawek oraz dłuższego czasu leczenia w celu 
całkowitego usunięcia pierwotniaków [52]. U pacjen-
tów ze znacznie obniżoną odpornością obserwo- 
wano oporność na azytromycynę-atowakwon w trakcie 
leczenia babeszjozy [94]. W nielicznych przypadkach 
standardowa terapia babeszjozy u osób zakażonych 
HIV była nieskuteczna. Wówczas w schemat terapii 
włączano transfuzje krwi oraz atowakwon-proguanil, 
powszechnie stosowany zarówno w profilaktyce, jak 
i leczeniu malarii [86]. Dodatkowo u pacjentów z HIV 
obserwowano skuteczne leczenie babeszjozy antybioty-
kami stosowanymi w równoległej terapii infekcji opor-
tunistycznych (Mycobacterium avium) [32].
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4.  Borelioza z Lyme

Krętki z gatunku B. burgdorferi są czynnikiem etio-
logicznym boreliozy z Lyme, najczęściej występującej 
w USA i Europie choroby odkleszczowej. W ostatnich 
latach w Europie odnotowuje się każdego roku około 
65 tys. przypadków nowych zachorowań [40], w Polsce 
– ok. 20 tys. [62]. Najczęstszym symptomem klinicznym 
wczesnej fazy miejscowej zakażenia jest rumień wędru-
jący (EM – erythema migrans). W fazie rozsianej zaka-
żenia bakterie penetrują do tkanek organizmu, głównie 
skóry, centralnego układu nerwowego, stawów i serca 
[81]. We wczesnej neuroboreliozie najczęściej wystę-
puje zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych, zapalenie 
nerwu twarzowego lub innych nerwów czaszkowych, 
zapalenie korzeni nerwowych [98]. W boreliozie późnej 
obserwuje się m.in. zapalenie mózgu i rdzenia (neuro-
borelioza), nadżerki chrząstek i kości (postać stawowa) 
czy przewlekłe zanikowe zapalenie skóry (ACA – acro-
dermatitis chronica atrophicans) [81]. W USA jedynym 
patogennym dla ludzi gatunkiem jest B. burgdorferi 
sensu stricto. W Europie, co najmniej pięć gatunków 
uznano za chorobotwórcze (B. afzelii, B. garinii, B. burg-
dorferi sensu stricto, B. spielmanii, B. bavariensis), czego 
skutkiem jest znacznie większa niż w USA różnorod-
ność objawów klinicznych boreliozy [81].

Dotychczas odnotowano jedynie kilka przypadków 
zakażeń Borrelia u osób HIV pozytywnych [13, 85], 
pomimo wysokiej częstości występowania zakażeń HIV 
na terenach endemicznych dla boreliozy. W większości 
były to wczesne infekcje, ale przebiegające z objawami 
ze strony układu nerwowego, w  jednym przypadku 
(Holandia) potwierdzono neuroboreliozę przebiega-
jącą m. in. z parastezją kończyn dolnych, bez objawów 
skórnych [13, 85]. Objawy towarzyszące zakażeniom 
Borrelia u osób HIV-pozytywnych to gorączka, bóle 
głowy, dreszcze, utrata wagi, obustronne porażenie twa-
rzy, diplopia, zapalenie korzeni nerwowych oraz bóle 
stawów i mięśni [13, 18, 28, 85]. U chorych obserwo-
wano także niewielkie podwyższenie poziomu enzy-
mów wątrobowych we wczesnej fazie choroby, pod-
wyższony wskaźnik sedymentacji erytrocytów (rzadko 
przekraczający 80 mm/h) oraz pleocytozę limfocytarną 
i podwyższony poziom białka w płynie mózgowo-rdze-
niowym [95]. Wydaje się, że u osób zakażonych HIV 
przebieg infekcji jest cięższy, z nietypowymi objawami 
neurologicznymi w porównaniu do pacjentów ze 
stwierdzoną neuroboreliozą z prawidłowo funkcjonu-
jącym układem immunologicznym [13].

Niewiele wiadomo na temat przebiegu koinfekcji 
z udziałem HIV i  B. burgdorferi oraz mechanizmów 
immunologicznych w przebiegu zakażenia HIV, które 
mogłyby wpływać na infekcje krętkami. Najprawdo
podobniej niski poziom limfocytów T CD4+ jest przy-
czyną silnej bakteriemii i ostrzejszego przebiegu bore-

liozy, co zaobserwowano na modelach zwierzęcych [6, 
12]. Co ciekawe, u pacjentów z neuroboreliozą zaobser-
wowano istotnie wyższy poziom wiremii HIV w płynie 
mózgowo-rdzeniowym w porównaniu do osocza [13]. 
Tłumaczy się to aktywacją stanu zapalnego przez bakte-
rie i napływem limfocytów zakażonych HIV do central-
nego układu nerwowego („ścieżka konia trojańskiego”) 
[7]. Więcej wiadomo na temat współistniejących zaka-
żeń HIV i krętków Treponema pallidum. U osób HIV-
-pozytywnych częściej obserwuje się bezobjawowy prze-
bieg wczesnej kiły oraz szybszy nawrót kiły II okresu, 
której przebieg jest zazwyczaj bardziej agresywny 
z towarzyszącymi objawami neurologicznymi [48, 71]. 
Nie wykazano wpływu koinfekcji na skuteczność lecze-
nia T. pallidum, było ono tak samo skuteczne dla osób 
zakażonych HIV, jak i zdrowej populacji [48, 71].

Profilaktyczna antybiotykoterapia u osób zakażo-
nych HIV lub leczenie stosowane w przypadku infekcji 
oportunistycznych mogą także mieć wpływ na przebieg 
boreliozy z Lyme [85]. Dotychczas brakuje danych doty-
czących wpływu leków antyretrowirusowych na krętki 
Borrelia. Jednak biorąc pod uwagę, że neuroborelioza 
była diagnozowana u pacjentów przyjmujących terapię 
HAART, powyższy związek wydaje się być mało praw-
dopodobny [85]. Pomimo licznych przypadków zaka-
żenia HIV, koinfekcje z udziałem Borrelia nie są często 
notowane, co jest trudne do wytłumaczenia. Niektórzy 
autorzy sugerują, że znaczenie może mieć także fakt, że 
borelioza z Lyme jest chorobą diagnozowaną najczęściej 
u  mieszkańców terenów wiejskich i podmiejskich ze 
względu na ich częstszy kontakt z kleszczami, podczas 
gdy zakażenia HIV są charakterystyczne dla obsza-
rów miejskich [18]. Należy jednak wziąć pod uwagę 
obserwowany ostatnio wzrost zagęszczenia kleszczy na 
zielonych terenach miejskich, silnie zurbanizowanych 
oraz występowanie na tych obszarach patogennych 
gatunków mikroorganizmów przenoszonych przez te 
pajęczaki [50, 91].

4.1.  Diagnostyka i leczenie

Rumień wędrujący, któremu mogą towarzyszyć 
objawy grypopodobne, jest jedynym swoistym objawem 
zakażenia krętkami B. burgdorferi i jest wskazaniem 
do rozpoczęcia leczenia. We wczesnym stadium cho-
roby specyficzne przeciwciała nie są jeszcze obecne, co 
może być przyczyną wyników fałszywie negatywnych 
testów serologicznych [1, 27]. Obecnie, ok. 4–6 tygo-
dni po zakażeniu, zalecana jest serologiczna diagno-
styka dwustopniowa obejmująca przesiewowy test 
immunoenzymatyczny ELISA należący przynajmniej 
do testów II generacji oraz test potwierdzający Wetern 
Blot wykonywany w przypadku wyniku pozytywnego 
lub wątpliwego testu ELISA z tej samej próbki surowicy 
[1]. Należy wziąć pod uwagę, że swoiste przeciwciała 
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wykrywane są także wśród zdrowej populacji i odsetek 
ten może być znaczny (od kilku do nawet 50% w gru-
pach zwiększonego ryzyka) [19]. 

Diagnostyka boreliozy z Lyme u osób zakażonych 
HIV jest uważana za skomplikowaną z powodu obniżo-
nego PPV (Positive Predictive Value) dla badań serolo-
gicznych u tej grupy pacjentów [27, 69]. Obecnie więk-
szość pacjentów osiąga satysfakcjonującą odbudowę 
immunologiczna i ryzyko obniżonego PPV dla badań 
serologicznych jest znacznie niższe [27]. Zarówno przy-
padki wyników fałszywie negatywnych, jak i fałszywie 
pozytywnych były opisywane dla pacjentów zakażonych 
HIV [69]. W pojedynczych przypadkach nie potwier-
dzono obecności specyficznych przeciwciał w  płynie 
mózgowo-rdzeniowym w przebiegu neuroboreliozy 
[28]. Wykazano natomiast fałszywie pozytywne wyniki 
badań serologicznych u osób zakażonych HIV i kiłą oraz 
reakcje krzyżowe z innymi krętkami (T. pallidum) [10]. 
Dlatego u osób zakażonych HIV pośrednie metody dia-
gnostyczne oparte na testach serologicznych powinny 
zostać uzupełnione o metody bezpośredniej identyfika-
cji patogenu m. in. z wykorzystaniem technik biologii 
molekularnej (PCR) [31]. O ile czułość metody PCR jest 
bardzo wysoka (98–100%), to jej specyficzność zależna 
jest od wybranego do badań materiału. Zalecanym mate-
riałem jest wycinek skóry (rumień wędrujący, ACA; spe-
cyficzność 73–76%), płyn mózgowo-rdzeniowy (38%), 
płyn stawowy lub chrząstka stawowa (78%) [1]. Spe-
cyficzność metody PCR z wykorzystaniem krwi pełnej 
lub surowicy jest dość niska (14%), dlatego uzyskane 
wyniki wymagają potwierdzenia (sekwencjonowania). 
Najczęstszymi markerami genetycznymi w identyfi-
kacji zakażeń B. burgdorferi są geny 16S rRNA i białka 
powierzchniowego OspA [31].

Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Epi
demiologów i Lekarzy Chorób Zakaźnych w  leczeniu 
boreliozy stosuje się doksycyklinę lub amoksycylinę, 
azytromycynę lub klarytromycynę w przypadku rumie-
nia wędrującego u osób z nadwrażliwością na antybio-
tyki β-laktamowe [65]. W  przypadku neuroboreliozy 
lekiem z wyboru jest ceftriakson lub cefotaksym. U osób 
zakażonych HIV z powodzeniem stosuje się powyższą 
antybiotykoterapię [13]. Zarówno wśród osób immuno-
kompetentnych, jak i z obniżoną odpornością, nawraca-
jące gorączki, leukopenia, trombocytopenia i anemia w 
przebiegu boreliozy pomimo podanego leczenia wyma-
gają dalszej diagnostyki pod kątem koinfekcji odklesz-
czowych z udziałem Babesia i/lub Anaplasma phagocy-
tophilum towarzyszących zakażeniu Borrelia [96].

5.  Riketsjozy

Riketsjozy odkleszczowe powodowane są przez 
wewnątrzkomórkowe, Gram-ujemne bakterie nale-
żące do rodzaju Rickettsia wywołujące gorączki pla-

miste (SFG – Spotted Fever Group). Obecnie znanych 
jest około 30 gatunków, z czego co najmniej 13 uważa-
nych jest za patogenne dla człowieka m.in. R. rickettsii, 
R. conorii, R. slovaka, R. raoultii, R. monacensis, R. rioja 
[64]. Riketsje, po wniknięciu do organizmu żywiciela, 
wnikają do komórek nabłonka małych i  średnich 
naczyń krwionośnych prowadząc do stanu zapalnego na 
skutek efektu cytotoksycznego [87, 88]. W większości 
przypadków obserwowane są plamiste wykwity skórne, 
którym czasami towarzyszy nekrotyczna grudka. Efekt 
cytotoksyczny skutkuje wytworzeniem rozsianych wie-
lonarządowych zmian obejmujących zapalenie naczyń 
krwionośnych, wybroczyny i wylewy w obrębie drob-
nych naczyń skóry, płuc, serca, nerek i mózgu, a także 
innych narządów wewnętrznych. Uszkodzenie śród-
błonka naczyń prowadzi do ogniskowej martwicy, two-
rzenia się nacieków wokół tych naczyń i do zwolnienia 
przepływu krwi w naczyniach włosowatych. Niedo-
krwienie i niedotlenienie prowadzi z kolei do uszko-
dzenia narządów i układów, m.in. ośrodkowego układu 
nerwowego, nerek, nadnerczy, czy mięśnia sercowego. 
Zakażenie riketsjami może prowadzić do nawracają-
cych gorączek o nieznanej etiologii, a w najcięższych 
przypadkach m.in. do zapalenia mięśnia sercowego 
czy zespołu wykrzepiania wewnątrznaczyniowego 
[87, 88]. Bez leczenia, mało swoiste symptomy, takie 
jak podwyższona temperatura ciała, uczucie zmęcze- 
nia, zawroty i  bóle głowy, poty, bóle mięśni i  utrata 
apetytu, mogą utrzymywać się nawet przez 18 miesięcy 
od zakażenia [87, 88]. 

W Europie najczęściej notowana jest gorączka guz-
kowa (MSF – Mediterranean Spotted Fever) powodo-
wana głównie przez R. conorii, rzadziej przez R. mona-
censis [64]. Gorączka ta występuje w basenie Morza 
Śródziemnego, na wybrzeżu Morza Czarnego i Kaspij-
skiego [64]. Okres inkubacji wynosi ok. 10 dni (od 4 do 
21 dni), pierwsze symptomy obejmują gorączkę, bóle 
głowy, mięśni i stawów oraz światłowstręt. U  ponad 
70% zakażonych, na skórze pojawia się pojedyn-
cza zmiana w postaci czarnego strupa (‘tache noir’) 
w  miejscu ukąszenia przez kleszcza, w pojedynczych 
przypadkach, głównie u dzieci, zmiany te mogą być 
liczne [25]. Po kilku dniach pojawia się grudkowa 
wysypka. Ciężkie formy zakażenia, czasem prowadzące 
do śmierci (około 3% przypadków), opisano wśród osób 
starszych, chorujących na cukrzycę, niewydolność krą-
żeniową, niewydolność nerek, chorobę alkoholową oraz 
u pacjenta po przeszczepie wątroby, ale także u osób 
immunokompetentnych [5, 14, 24, 25, 30, 36, 73, 75]. 

W odpowiedzi immunologicznej skierowanej prze-
ciwko Rickettsia wydaje się, że kluczową rolę odgrywają 
limfocyty T CD4+ i T CD8+ [57]. Limfocyty T wytwa-
rzają interferon gamma (INF-γ), który pełni kluczową 
rolę w kontrolowaniu zakażenia Rickettsia, poprzez 
aktywację komórek śródbłonka będących miejscem 
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docelowej lokalizacji bakterii, co prowadzi do efek-
tywnej eliminacji patogenów [5]. Wykazano jednak, że 
deplecja limfocytów T CD4+ u myszy nie miała wpływu 
na przebieg infekcji Rickettsia [57], w przeciwieństwie 
do limfocytów T CD8+, których deplecja skutkowała 
długotrwałą bakteriemią, ostrą infekcją i często śmier-
cią zwierząt [87].

Dotychczas opisano pojedyncze przypadki zakażeń 
Rickettsia u osób HIV pozytywnych [26]. Symptomy 
infekcji obejmują gorączkę, bóle głowy, bóle mięśni 
i  stawów, hepatomegalię oraz charakterystyczną 
wysypkę guzkowatą i czarny strup w miejscu ukąszenia 
przez kleszcza. Obserwowano także obecność licznych 
wybroczyn i znaczną trombocytopenię, co może wska-
zywać na skłonność pacjentów zakażonych HIV do 
szybszego rozwoju choroby oraz cięższego jej przebiegu 
[26]. Opisano także pacjentów, u których pierwsze, 
nieswoiste symptomy zakażenia HIV były podobne do 
ostrej mononukleozy [74] i zostały pierwotnie zdiag
nozowane jako MSF [76]. W tych przypadkach zaka-
żenie HIV rozpoznano w odstępie kilku dni lub lat od 
pojawienia się pierwszych objawów zbliżonych do MSF. 

5.1.  Diagnostyka i leczenie

W początkowej fazie zakażenia diagnostyka oparta 
jest o metody molekularne (PCR), a materiał do badań 
stanowi krew pełna, leukocyty z krwi obwodowej, mate-
riał biopsyjny pobrany ze zmian skórnych i/lub węzłów 
chłonnych [55]. Najczęściej stosowane markery gene-
tyczne to gen 16S rRNA, gltA (syntaza cytrynianowa), 
ompA oraz ompB (białko powierzchniowe A i B). Ze 
względu na liczbę znanych gatunków i podgatunków 
chorobotwórczych Rickettsia zalecane jest sekwencjo-
nowanie otrzymanych produktów PCR [55].

Metody immunodiagnostyczne (IFA, ELISA) sta-
nowią ‘złoty standard’ w diagnostyce riketsjoz [66]. 
Ich czułość/specyficzność szacowana jest na poziomie 
83–100%. Główne ograniczenia wynikają z niskiej czu-
łości testów w fazie ostrej infekcji (przeciwciała klasy 
IgM i IgG pojawiają się po upływie 7–15 dni od wystą-
pienia pierwszych objawów) oraz, w przypadku IFA, 
reakcji krzyżowych z Legionella sp., Proteus sp. oraz 
Francisella tularensis [55]. Przeciwciała klasy IgM mogą 
utrzymywać się przez kilka miesięcy, a IgG – nawet 
przez kilka lat, co uzasadnia porównanie poziomu 
obu klas przeciwciał w fazie ostrej i w fazie zdrowienia 
w celu potwierdzenia rozpoznania [70]. W przypadku 
pacjentów zakażonych HIV diagnostyka oparta była na 
detekcji DNA Rickettsia metodą Real-Time PCR z krwi 
pełnej oraz teście IFA przeprowadzonym dwa tygodnie 
po wystąpieniu pierwszych objawów [26].

W leczeniu riketsjoz, zarówno u osób immunokom-
petentnych, jak i z obniżoną odpornością, stosuje się 
doksycyklinę przez okres 7–10 dni [26, 33].

6.  Podsumowanie

Choroby odkleszczowe u osób zakażonych HIV 
zazwyczaj przebiegają z odmiennymi i/lub ostrzejszymi 
niż u osób immunokompetentnych symptomami kli-
nicznymi. Stosowane powszechnie w diagnostyce ruty-
nowej metody serologiczne u pacjentów HIV pozy-
tywnych mogą z wyższą częstością, niż w przypadku 
zdrowej populacji, wskazywać wyniki fałszywie pozy-
tywne lub fałszywie negatywne oraz reakcje krzyżowe. 
Dlatego też w tej grupie pacjentów metody wykrywa-
nia zakażeń/zarażeń oparte na bezpośredniej detekcji 
patogenów (DNA/RNA, antygeny) nabierają istotnego 
znaczenia. Na terenach endemicznych należy zatem 
szczególnie rozważyć historię ukąszeń przez kleszcze 
jako część wywiadu w klinicznej opiece nad pacjentami 
zakażonymi wirusem HIV.

Badania finansowane w ramach projektu Iuventus Plus 
nr IP2014050373 Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego. 
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1.  Wstęp

Rodzaj Campylobacter należy do typu Proteobacteria, 
klasy Proteobacteria oraz rodziny Campylobacteraceae. 
Nazwa rodzaju Campylobacter wywodzi się od spiral-
nego kształtu należących do niego drobnoustrojów 
(„campylos”, spirala w języku greckim). Mikroorga
nizmy te są Gram-ujemnymi, nieprzetrwalnikującymi 

pałeczkami, szerokości 0,2–0,9 μm i długości 0,5–5 μm 
[18, 58]. Większość gatunków z rodzaju Campylobacter 
jest ruchliwych dzięki pojedynczej wici umieszczonej 
na jednym lub obu biegunach komórki (np. C. jejuni) 
[18, 43, 53, 57, 58, 62], choć są także gatunki posiada-
jące wiele wici (np. C. showae) oraz nieruchliwe (np. 
C. gracilius). Bakterie te mogą ulegać transformacji 
w formę kulistą [14], co jest powiązane ze stacjonarną 
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Streszczenie:  Rodzaj Campylobacter spp. obejmuje Gram-ujemne, spiralne, termofilne, zdolne do ruchu bakterie, które do wzrostu 
wymagają mikroaerofilnego środowiska. Posiadają ograniczony katabolizm węglowodanów, mają natomiast dobrze rozwinięty mechanizm 
pozyskiwania mikroelementów. Wykazują oporność na wiele powszechnie stosowanych antybiotyków. Znaczącym problemem, szczególnie 
w krajach o niskim statusie socjalno-ekonomicznym, są kampylobakteriozy wywoływane najczęściej przez szczepy Campylobacter jejuni, 
których głównym źródłem jest źle przygotowane mięso drobiowe, a także zanieczyszczona tymi bakteriami woda pitna. Mimo licznych 
przypadków zachorowań, patogeneza chorób wywoływanych przez te drobnoustroje nie jest dobrze poznana. Istotne w tym procesie są: 
ruchliwość bakterii, zdolność do adhezji i wnikania do komórek nabłonkowych jelita gospodarza oraz wydzielanie toksyn. Oprócz typowych 
ostrych zakażeń przewodu pokarmowego, C. jejuni jest czynnikiem etiologicznym demielinizacyjnej polineuropatii nerwów obwodowych 
o podłożu autoimmunizacyjnym pod nazwą Zespół Gullaina-Barrégo (GBS), której często towarzyszy niewydolność oddechowa. Przyczyną 
choroby spowodowanej wcześniejszą infekcją C. jejuni jest mimikra molekularna pomiędzy strukturami ściany komórkowej tych bakterii 
i  gangliozydami komórek nerwowych gospodarza. Strategie leczenia GBS obejmują wymianę osocza lub dożylne podanie preparatu 
immunoglobulinowego IVIg, celem zminimalizowania patologicznej reakcji zapalnej powodującej uszkodzenie włókien nerwowych. 
Poważne zagrożenia zdrowotne wynikające z zakażeń C. jejuni stanowią przesłankę do monitorowania czystości mikrobiologicznej żywności 
i wody pitnej, przebiegu procesów produkcji mięsa drobiowego, a także do rozwoju metod zapobiegania lub minimalizowania jego skażenia.

1. Wstęp. 2. Rezerwuary i drogi transmisji Campylobacter spp. 3. Patogeneza zakażeń Campylobacter spp. 3.1. Czynniki wirulencji. 
4.  Obwodowe konsekwencje zakażeń Campylobacter spp. u ludzi. 4.1. Rola zakażenia C. jejuni w inicjowaniu demielinizacji nerwów 
obwodowych. 4.2. Mimikra antygenowa pomiędzy gangliozydami gospodarza i C. jejuni. 4.3. Udział cytokin w rozwoju GBS. 4.4. Strategie 
leczenia Zespołu Guillaina-Barrégo. 5. Podsumowanie

The role of Campylobacter jejuni infection in the development of Guillain-Barré Syndrome

Abstract:  Campylobacter spp. are Gram-negative, spiral, thermophilic, motile bacteria, which require microaerophilic environment 
for growth. They have restricted carbohydrate catabolism, but have well-developed mechanism of acquiring micronutrients instead. 
A common problem, especially in developing countries, is campylobacteriosis, mostly caused by Campylobacter jejuni. The major reason 
of this disease is the increasing resistance of these bacteria to commonly used antibiotics. The most frequent source of infection is poorly 
cooked poultry meat. Despite numerous cases of campylobacteriosis, its pathogenesis is not fully understood. However, the role of 
bacterial motility, adhesion, ability to invade hosts intestinal epithelial cells and secretion of toxins have been found significant. In addition 
to developing gastrointestinal infections, C. jejuni is firmly established as a causative agent of Guillain-Barré Syndrome, which is an 
autoimmune-mediated demyelinating polyneuropathy of peripheral nerves. Molecular mimicry between bacterial surface structures and 
hosts gangliosides is responsible for the development of this disease. The serious local and systemic consequences of C. jejuni infections 
are the reason for monitoring the microbial purity of food, especially meat and drinking water, for C. jejuni contamination. necessitating 
also new approaches to contamination prevention or minimization.
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in Guillain-Barré Syndrome therapy. 5. Summary
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fazą wzrostu. Wykazano, że ziarniaki, w przeciwieństwie 
do postaci spiralnych, nie są zdolne do ruchu ze względu 
na braki energetyczne. Bakterie Campylobacter spp. 
przyjmują formę ziarnistą podczas niedoboru substan-
cji odżywczych, przy zmianie temperatury otoczenia 
na suboptymalną, w warunkach stresu osmotycznego 
oraz po ekspozycji na tlen atmosferyczny. Jakkolwiek, 
mimo wzrostu w środowisku mikroaerofilnym, pałeczki 
C. jejuni, mogą dzielić się w atmosferze otoczenia, co 
jest wynikiem adaptacji tych bakterii do tlenowego śro-
dowiska, lub namnażać się w obecności nośników wią-
żących tlen, na przykład krwi. Tworzą biofilm [8, 45], 
a w nim warstwy, które w różnym stopniu są narażone 
na tlen atmosferyczny. Wyróżnia się w  nich zarówno 
formy spiralne jak i ziarniste, te ostatnie w strukturach 
biofilmowych chronią bardziej żywotne formy spiralne 
przed nieprzyjaznym środowiskiem [8, 14, 19].

Pałeczki Campylobacter spp. zasiedlają szeroki 
zakres zwierzęcych gospodarzy, ale in vitro są bardzo 
wymagające pod względem odżywczym [18, 27, 53, 
56, 64, 70]. Campylobater jejuni to szczepy termofilne, 
zdolne do wzrostu w zakresie temperatur 37–42°C, 
ale optymalna temperatura wynosi 41,5°C. Bakterie te 
nie przeżywają w temperaturze powyżej 55°C i nie są 
zdolne do podziału w temperaturze poniżej 30°C, co 
może być spowodowane brakiem białek szoku ciepl-
nego u tych bakterii [27, 62]. Mimo to C. jejuni prze-
żywa, a także wykazuje aktywność metaboliczną oraz 
wytwarza ATP, przez długi czas w temperaturze 4°C. 
Sprawia to, że chłodzone mięso, skażone tymi drobno
ustrojami podczas uboju, stanowi szczególnie częste 
źródło zakażenia [18].

Badania nad pozyskiwaniem energii przez te bak-
terie wykazały, że nie wykorzystują one glukozy, ani 
innych węglowodanów, jako substratów do wzrostu, 
ponieważ nie posiadają 6-fosfofruktokinazy, która jest 
kluczowym enzymem w metabolizmie energetycznym 
[27]. Jako źródło węgla, C. jejuni wykorzystują amino-
kwasy oraz produkty pośrednie cyklu kwasu cytryno-
wego, poczynając od seryny przez kwas asparaginowy, 
asparaginę i kwas glutaminowy. Niektóre szczepy wyko-
rzystują także prolinę, choć dopiero po wykorzystaniu 
wszystkich innych źródeł węgla [18].

Campylobacter spp. pozyskuje w organizmie gospo-
darza siarkę i żelazo, które są kluczowe dla aktywności 
wielu bakteryjnych enzymów [46, 56]. Źródłem siarki 
są peptydy zawierające cysteinę wydzielane z komórek 
nabłonkowych jelita gospodarza. Uwolnienie siarki 
w  świetle jelita może modulować pH, stymulować 
uwalnianie mediatorów zapalenia i zaburzać skład 
mikrobioty jelitowej gospodarza [27, 32, 53, 56, 63, 70]. 
Campylobacter spp. nie wytwarzają własnych związków 
chelatujących, które umożliwiałyby wychwytywanie 
żelaza, ale wykorzystują siderofory innych gatunków 
bakterii bytujących w jelicie [32, 64, 70]. 

Oporność na środki przeciwdrobnoustrojowe bak-
terii izolowanych z żywności pochodzenia zwierzęcego, 
w tym Campylobacter spp., stała się w ostatnich latach 
istotnym problemem zdrowia publicznego, zarówno 
w krajach o wysokim jak i niskim rozwoju socjalno-
-gospodarczym. Opisano oporność gatunków C. jejuni 
i  C. coli na penicyliny i większość cefalosporyn, jak 
również trimetoprim, sulfametoksazol, ryfampicynę 
i  wankomycynę [13, 33, 49, 58, 68]. Antybiotykami, 
najczęściej stosowanymi w  leczeniu zakażeń Campy-
lobacter spp. są: erytromycyna, azytromycyna i genta-
mycyna [43, 58, 65]. Stosuje się także fluorochinolony, 
jednak coraz więcej izolatów Campylobacter spp. jest na 
nie oporna. Dotyczy to głównie ciprofloksacyny i kwasu 
nalidyksowego, na które ponad 70% szczepów C. jejuni 
i niemal 100% szczepów C. coli wykazuje oporność [32]. 
Jest to spowodowane mutacją w genach gyrA i  gyrB 
kodujących podjednostki GyrA i  GyrB gyrazy oraz 
parC i parE, które kodują podjednostki topoizomerazy 
IV [33, 58, 68]. Wzrastająca oporność Campylobacter 
spp. na fluorochinolony jest spowodowana częstym ich 
stosowaniem w weterynarii [43]. 

W ostatnich latach rośnie oporność szczepów Cam-
pylobacter spp. także na makrolidy [7, 10, 17, 23, 77], 
aminoglikozydy i antybiotyki beta-laktamowe. Opor-
ność Campylobacter spp. na makrolidy jest wynikiem 
modyfikacji miejsca wiązania podjednostki 50S rybo-
somu wskutek mutacji 23S rRNA, zamiast metylacji lub 
enzymatycznej modyfikacji antybiotyku, obserwowa-
nych u innych gatunków bakterii. Oporność Campy-
lobacter spp. na makrolidy może być również spowo-
dowana modyfikacjami w rybosomalnych białkach L4 
i L22 [4, 13]. U Campylobacter spp. opisano wiele enzy-
mów, które modyfikują aminoglikozydy, w tym fosfo-
transferazę aminoglikozydową typu I, III, IV oraz VII, 
adenylotransferazę aminoglikozydową, a także adenylo
transferazę 6-aminoglikozydową. Enzymy te są zaanga-
żowane w wytwarzanie fosfotransferazy 30-O-amino
glikozydowej. Oporność na aminoglikozydy wynika 
z modyfikacji enzymatycznej, która zmniejsza powino-
wactwo tych antybiotyków do miejsca A w rRNA [13].

Oporność na tetracykliny jest warunkowana genem 
tet(O), który powszechnie występuje zarówno u C. jejuni 
jak i C. coli, natomiast inne geny tet powiązane z opor-
nością na tetracykliny nie zostały wykryte u Campylo-
bacter spp. Gen tet(O) koduje białka RPPs (rybosome 
protected proteins) chroniące rybosom, które rozpo-
znają i wiążą miejsce A w podjednostce 30S bakteryj-
nego rybosomu zmieniając jego konformację, przez 
co cząsteczka tetracykliny zostaje odłączona. Zmiana 
konformacyjna utrzymuje się przez dłuższy czas, co 
uniemożliwia dalsze, efektywne wydłużanie białka. 
Gen tet(O) znajduje się na plazmidzie, jednak opisano 
również izolaty C. jejuni oporne na tetracykliny, które 
nie posiadają plazmidów, ale mają chromosomalny 
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gen tet (O), warunkujący wysoki poziom oporności na 
tetracykliny [4, 13, 22].

Mechanizmy oporności Campylobacter spp. na nie-
które antybiotyki beta-laktamowe, takie jak ampicylina 
i cefalosporyny o poszerzonym spektrum działania nie 
są jasno zdefiniowane. Z wyjątkiem niektórych karba-
penemów, większość szczepów Campylobacter spp. 
jest opornych na penicyliny i cefalosporyny o wąskim 
zakresie działania. Antybiotyki te łączą się z białkami 
wiążącymi penicylinę i tym samym zaburzają sieciowa-
nie peptydoglikanu podczas tworzenia ściany komór-
kowej bakterii. Zmiany w strukturze błony komórkowej 
lub kanałach białkowych i systemie pomp efluksowych 
mogą prowadzić do powstania oporności na tę grupę 
antybiotyków. Campylobacter spp. są z natury oporne 
na wiele beta-laktamów, ale pozostają wrażliwe na 
amoksycylinę i ampicylinę ze względu na wytwarzanie 
beta-laktamazy [2, 21, 33, 37, 68].

2. Rezerwuary i drogi transmisji Campylobacter spp.

Kraje o niskim statusie socjalno-ekonomicznym są 
uważane za hiperendemiczne pod względem zakażeń 
Campylobacter spp., których źródłem są środowisko 
i żywność pochodzenia zwierzęcego, zanieczyszczone 
tymi drobnoustrojami (Rys. 1) [9, 18, 25, 36, 37, 62, 
64, 72, 77]. Campylobacter spp. kolonizuje jelita zwie-
rząt w sposób bezobjawowy. Wykazano, że także inne 
drobnoustroje należące do mikrobioty jelitowej, mogą 
mieć wpływ na zdolność kolonizacji Campylobacter spp. 
i rozwój objawów chorobowych u ludzi i zwierząt [32].

Zakażenia Campylobacter spp. poprzez spoży-
cie skażonych produktów drobiowych, wieprzowiny 
i wołowiny są główną przyczyną chorób pokarmowych 
u ludzi. Z powodu naturalnie wyższej temperatury ciała 
u  ptaków, to drób jest podstawowym rezerwuarem 
termotolerancyjnych pałeczek C. jejuni uznawanych 
za drobnoustroje komensalne w jelitach ptasich, gdzie 
kątnica i okrężnica mogą być dobrym środowiskiem dla 
rozwoju tych bakterii, które w procesie przetwórstwa 

mięsa mogą być przenoszone na powierzchnię skóry 
[18, 26–29, 62, 63, 77]. Szacuje się, że 80% przypad-
ków kampylobakteriozy u ludzi wynika z konsumpcji 
produktów drobiowych zanieczyszczonych tymi pato-
genami w trakcie uboju i przetwarzania tusz mięsa. 
Także wołowina, wieprzowina, surowe mięso owcze, 
mleko, zanieczyszczona woda i żyjące w niej skorupiaki 
są przyczyną wielu zgłaszanych przypadków kampy-
lobakteriozy. Gleba i woda odgrywają kluczową rolę 
w transmisji Campylobacter spp. bezpośrednio na ludzi 
lub zwierzęta [9, 18, 26, 32, 41, 58], ponieważ bakterie 
te wykorzystują szereg strategii pozwalających na prze-
trwanie w środowisku. Mają stosunkowo mały genom, 
który zawiera geny kodujące ograniczoną liczbę szla-
ków biochemicznych, ale wiele systemów transporto-
wych, co umożliwia pobieranie zasobów produkowa-
nych przez inne drobnoustroje [9].

3.  Patogeneza zakażeń Campylobacter spp.

Jedną z głównych różnic pomiędzy zakażeniem 
C. jejuni u ludzi a u kurcząt jest silniejsza inwazja 
komórek nabłonkowych jelita w organizmie człowieka, 
co sugeruje, że zarówno adhezja, jak i wnikanie bakterii 
tego gatunku do komórek nabłonka są niezbędne do 
wywołania choroby [2, 5, 15, 43, 58, 67]. 

Większość typowych bakterii enteropatogennych 
wykorzystuje jedną z dwóch strategii wnikania do 
komórek docelowych gospodarza. Są to tzw: mechanizm 
„zamka błyskawicznego” („zipper”) oraz mechanizm 
„spustowy” („trigger”) (Rys. 2). Na przykładzie gatun-
ków Listeria spp. i Yersinia spp. wykazano, że mecha-
nizm „zamka błyskawicznego” jest inicjowany przez 
bakteryjne białka powierzchniowe (zwykle adhezyny 
i inwazyny), które wiążą się ze specyficznymi recep-
torami komórek gospodarza. Mechanizm „spustowy” 
jest zależny od systemów sekrecji III- i IV-typu (T3SSs 
i T4SSs), za pośrednictwem których bakteryjne białka 
(często przypominające składniki komórek gospodarza) 
zostają wstrzyknięte do komórek gospodarza w celu ini-
cjacji wychwytu komórek bakteryjnych, jak opisano na 
przykładzie gatunków Salmonella spp. i  Shigella spp. 
Wykazano, że C. jejuni wykorzystuje oba te mecha
nizmy. Po wniknięciu do komórek nabłonkowych jelita 
gospodarza C. jejuni znajduje się w specyficznym prze-
dziale w cytoplazmie, który różni się od lizosomów, co 
chroni bakterie przed zniszczeniem przez mechanizmy 
typowe dla szlaku endocytarnego [11].

3.1.  Czynniki wirulencji

Do najważniejszych czynników wirulencji Cam-
pylobacter spp. należą: ruchliwość, adhezja do błony 
śluzowej jelita, zdolność inwazji komórek gospodarza Rys. 1.  Drogi transmisji Campylobacter jejuni
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i wytwarzania toksyn [3, 25, 43, 57]. Umieszczone bie-
gunowo wici warunkują przemieszczanie się patogenów 
do okrężnicy, na co wpływ ma także oporność Cam-
pylobacter spp. na działanie kwasu żołądkowego i soli 
żółciowych [11, 62, 64].

Inwazja skutkuje rozwojem reakcji zapalnej, praw-
dopodobnie w wyniku produkcji cytotoksyn, co przy-
czynia się do zmniejszenia chłonności jelita [15, 34, 44]. 

Wici Campylobacter spp. zbudowane są z białek fla-
geliny: FlaA i FlaB kodowanych przez geny flaA i flaB 
[15]. Mutacje w genie flaA zmniejszają ruchliwości 
C. coli, natomiast zmiany w genie flaB mają znaczenie 
dla ograniczenia ruchliwości C. coli ale nie C. jejuni [43, 
62]. Produkt genu flaA determinuje również adhezję 
do komórek jelita oraz ich inwazję, a także osłabienie 
odpowiedzi immunologicznej gospodarza [37, 57, 49]. 
Kluczowy dla regulacji ekspresji białek wici Campy-
lobacter spp. jest dwuskładnikowy system składający 
się z sensora FlgS i regulatora odpowiedzi FlgR [62]. 
Mikroorganizmy te regulują swoją motorykę za pomocą 
złożonego systemu chemotaktycznego, który pozwala 
im przemieszczać się w kierunku atraktantów. Wici są 
także narzędziem wydzielania pozakomórkowego czą-
steczek efektorowych związanych z infekcją, o  czym 
świadczy zatrzymywanie ich wydzielania po inakty-
wacji genów wici [11]. W adhezji i inwazji komórek 
gospodarza przez Campylobacter spp. biorą udział także 
autotransporterowa lipoproteina Cap (Campylobacter 
autotransporting lipoprotein) A, białko inwazyjne Cia 
(Campylobacter invasion antigen) B, którego wydziela-

nie jest zależne od białek flagellinowych oraz soli kwa-
sów żółciowych i białka CiaI wydzielanego przez system 
transportowy wici [26, 57].

Wykazano, że mutacja w genie CapA skutkowała 
osłabieniem przylegania Campylobacter spp., a  także 
wnikania bakterii do komórek nabłonka przewodu 
pokarmowego, zarówno człowieka jak i kurcząt, choć 
brak genu capA u wielu izolatów Campylobacter spp. 
wskazuje, że rola białek CapA w kolonizacji nabłonka 
nie jest jednoznaczna [12, 19, 20, 26, 27, 49, 57].

Białko CadF (Capylobacter adhesin to fibronec-
tin) oraz FlpA (Fibronectin-like protein  A) determi-
nują wiązanie Campylobacter spp. z  komponentami 
zewnątrzkomórkowej macierzy, a białka PEB (nazwa 
glikoprotein od liter nazwisk ich pierwszych odkryw-
ców Pei, Ellison, Blaser) 1–4 zostały opisane jako 
adhezyny, ale także komponenty wiążące aminokwasy 
i powodujące ich rozkład [2, 11, 21, 22].

Najlepiej scharakteryzowaną toksyną wytwarzaną 
przez szczepy Campylobacter spp. jest toksyna CDT 
(cytolethal distending toxin) o aktywności DNAzy  I, 
która powoduje zatrzymanie komórek eukariotycznych 
w fazie G2 cyklu komórkowego, zapobiegając ich wejś
ciu w fazę mitozy, co prowadzi do obumarcia komórek. 
Toksyna składa się z trzech podjednostek kodowanych 
przez geny cdtA, cdtB i cdtC, ale aktywność toksyczną 
wykazuje białko CdtB, a rola podjednostek CdtA i CdtC 
polega prawdopodobnie na transporcie podjednostki 
CdtB do komórki gospodarza [62].

4.	 Obwodowe konsekwencje zakażeń
	 Campylobacter spp. u ludzi

Po zakażeniu Campylobacter spp. u ludzi, typowo, 
w  miejscu wniknięcia patogenu powstaje odczyn 
zapalny [5, 20, 34, 37, 55, 66, 67], którego rolą jest zlo-
kalizowanie patogenu, zneutralizowanie go oraz napra-
wienie skutków zniszczenia miejsca, w którym toczył się 
proces zapalny. W miejscu zasiedlonym przez bakterie 
gromadzą się liczne komórki fagocytujące (neutrofile, 
monocyty, makrofagi), a po 3 dniach także limfocyty 
T pomocnicze, w odpowiedzi na substancje chemotak-
tyczne bakterii oraz komórek odpornościowych orga-
nizmu, m.in.: chemokiny, cytokiny prozapalne, białka 
dopełniacza oraz inne mediatory reakcji zapalnej [12, 
35, 52, 66]. W tym czasie zachodzi bardzo aktywna 
fagocytoza, stymulowane są dodatkowo inne komórki 
(mastocyty, eozynofile, płytki krwi), układ krzepnię-
cia krwi, co prowadzi do gromadzenia się biologicz-
nie czynnych substancji i wzrostu przepuszczalności 
naczyń krwionośnych. Jeśli proces ten ma charakter 
ostry to stopniowo, po 2 tygodniach drobnoustroje oraz 
uszkodzenia zostają wyeliminowane. Jednakże w przy-
padku zakażenia C. jejuni bardzo często reakcja zapalna 

Rys. 2.  Mechanizm wnikania Campylobacter jejuni do komórek 
gospodarza

A) mechanizm zamka błyskawicznego typu „zipper” zależny od adhezji 
komórek bakteryjnych do enterocytów; B) mechanizm spustowy typu 
„trigger” z udziałem białek efektorowych wstrzykiwanych do enterocytów 

za pośrednictwem systemu wydzielniczego typu 3 (T3SS).
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przybiera formę przewlekłą, podczas której w miejscu 
wniknięcia zarazka i jego bytowania pojawiają się 
efektorowe komórki odporności nabytej jak: limfo-
cyty  T cytotoksyczne i  limfocyty  B [35, 54]. Docho-
dzi do produkcji swoistych przeciwciał skierowanych 
przeciw antygenom bakterii, także tym podobnym do 
antygenów organizmu ludzkiego i w efekcie do niszcze-
nia komórek własnych gospodarza. Zakażenie C. jejuni 
manifestuje się wysoką gorączką (do 40°C), ogólnym 
osłabieniem, pojawiają się bóle podbrzusza, mdłości, 
stan zapalny jelita powiązany z biegunką łagodną lub 
ostrą (z obecnością śluzu lub krwi w stolcu). Stan cho-
robowy z tendencją do samowyleczenia trwa zazwyczaj 
kilka dni, ale u osób z niewydolnym układem odpor-
nościowym, może dojść do ogólnoustrojowej infekcji, 
posocznicy [37, 64, 74].

Jeśli zakażenie C. jejuni rozwija się u osób równolegle 
z  innymi chorobami przewodu pokarmowego takimi 
jak: ED (Esophaegeal Diseases – choroby przełyku), 
IBD (Inflammatory Bowel Disease – nieswoiste zapale-
nie jelit), choroba Crohna, wtedy dochodzi do bardzo 
poważnych zmian w błonie śluzowej przełyku czy jelit, 
co prowadzi do groźnych powikłań [37, 39, 71, 74].

Jedną z najpoważniejszych konsekwencji zakażenia 
C. jejuni u ludzi jest Zespół Guillaina-Barrégo (GBS) 
inaczej ostra, demielinizacyjna polineuropatia nerwów 
obwodowych o podłożu autoimmunizacyjnym, będąca 
przyczyną ostrego porażenia wiotkiego występującego 
z częstością 0,6–4 przypadków na 100 000 ludzi rocznie 
[9, 16, 51, 74]. Po raz pierwszy, w 1859 r., Jean-Baptiste 
Octave Landry opisał przypadek odległego uczucia 
„mrowienia” oraz rosnącego osłabienia, które wystąpiły 
u pacjenta z objawami gorączki, złego samopoczucia 
i bólu, który w ciągu trzech tygodni został sparaliżo-
wany i zmarł z powodu niewydolności oddechowej. 
60 lat później, Georges Guillain, Jean-Alexandre Barré 
i Andre Strohl zgłosili dwa przypadki albumino-cyto-
logicznej dysocjacji w płynie mózgowo-rdzeniowym 
oraz odróżnili ten zespół od paraliżu wywołanego 
poliomyelitis. Pełna nazwa syndromu Zespół Landry-
-Guillain-Barré-Strohl jest używana rzadko, zazwyczaj 
stosuje się krótszą wersję Zespół Guillaina-Barrégo 
(GBS). Kliniczne warianty GBS różnią się: typem 
zaangażowanych w zmiany chorobowe włókien ner-
wowych (włókna ruchowe, czuciowe, ruchowe i czu-
ciowe, czaszkowe lub autonomiczne), dominującym 
sposobem uszkodzenia włókien (zmiany demielinizu-
jące lub aksonalne) oraz występowaniem lub brakiem 
zaburzeń świadomości. Jednym z wariantów GBS jest 
Zespół Millera-Fishera (MFS) charakteryzujący się 
oftalmoplegią, ataksją i arefleksją bez objawów osła-
bienia. U większości pacjentów z MFS stwierdza się 
w  płynie mózgowo-rdzeniowym podwyższone stęże-
nie białek oraz autoprzeciwciała. Najczęściej występu-
jącym wariantem GBS jest ostra zapalna polineuropatia 

demielinizacyjna (Acute Inflammatory Demyelinating 
Polyradiculoneuropathy – AIDP). Działanie efekto-
rowych mechanizmów odpornościowych jest w  tym 
przypadku skierowane przeciwko osłonce mielinowej 
nerwów obwodowych [42, 65, 72, 78].

Pierwszy szczegółowy opis aksonalnego wariantu 
GBS, ostrej ruchowej neuropati aksonalnej (Acute 
Motor Axonal Neuropaty – AMAN) został opisany 
w  1993 r., w  północnych Chinach. Wkrótce pojawiły 
się również doniesienia na temat ostrej ruchowo- 
-czuciowej neuropatii aksonalnej (Acute Sensore Motor 
Axonal Neuropathy – ASMAN). Najczęściej te warianty 
są powiązane z wcześniejszym zakażeniem C. jejuni 
[16, 39, 42, 73, 75].

4.1.	 Rola zakażenia C. jejuni w inicjowaniu
	 demielinizacji nerwów obwodowych

U około dwóch trzecich pacjentów z GBS wykazano 
poprzedzające zakażenie C. jejuni, Mycoplasma pneumo-
niae, wirusami cytomegalii lub Epstein-Barra. Jednak 
pośród różnych czynników zakaźnych, tylko C. jejuni 
ma status czynnika etiologicznego GBS. Około 25–40% 
pacjentów z GBS przebyło zakażenie C. jejuni od 1 do 
3 tygodni przed wystąpieniem objawów. Kluczową rolę 
w  patogenezie GBS odgrywa mimikra molekularna 
i reakcja krzyżowa przeciwciał przeciwko C. jejuni rea- 
gujących z gangliozydami komórek nerwowych gospo-
darza [42, 61, 72, 78]. W  badaniach serologicznych 
i testach transformacji blastycznej limfocytów potwier-
dzono, że zakażenie C. jejuni jest najczęstszym czynni-
kiem inicjującym rozwój tej choroby, odpowiednio 26% 
i 77,5% wyników dodatnich. Jednak, mimo że zakażenie 
C. jejuni jest dosyć powszechne, do rozwoju GBS w jego 
konsekwencji dochodzi u jednego na 1000 pacjentów, 
co sugeruje, że czynniki genetyczne gospodarza również 
determinują podatność na rozwój tej choroby [51].

4.2.	 Mimikra antygenowa pomiędzy
	 gangliozydami gospodarza i C. jejuni

Mimikra molekularna jest definiowana jako po- 
dwójne rozpoznawanie przez receptory pojedynczych 
limfocytów T (TCR – T cell receptor) lub limfocytów B 
(BCR – B cell receptor) komponentów mikroorganizmu 
oraz antygenów gospodarza. Jest to mechanizm, przez 
który przeciwciała krzyżoworeagujące lub limfocyty T 
mogą wywoływać chorobę autoimmunizacyjną [41, 
54, 61, 69, 76, 78]. W  GBS mechanizmy efektorowe 
układu odpornościowego gospodarza, zainicjowane 
przez czynniki zakaźne, atakują w układzie nerwowym 
osłonkę mielinową i komórki Schwanna – AIPD lub 
komponenty błony komórkowej aksonów – AMAN 
i ASMAN. Dzieje się tak, ponieważ w scianie komórko-
wej C. jejuni występuje lipopolisacharyd (LPS), którego 
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struktura przypomina glikokoniugaty, a dokładnie 
gangliozdydy występujące w błonach komórek nerwo-
wych gospodarza (Rys. 3). Wykazano, że surowice króli- 
ków, immunizowanych wcześniej lipooligosachary-
dami (LOS) C. jejuni, przypominającymi pod względem 
strukturalnym gangliozydy, zawierały wysokie miano 
przeciwciał przeciwko LOS, które krzyżowo reagowały 
z gangliozydami komórek ludzkich [1, 13, 72].

W badaniach serologicznych potwierdzono reak-
tywność autoprzeciwciał występujących w surowicach 
pacjentów z GBS z komponentami C. jejuni [39, 41, 42, 
54, 61, 69, 75, 76, 78]. U królików immunizowanych 
mieszaniną lipooligosacharydów przypominających 
ludzki gangliozyd i adiuwantów rozwinęła się słabość 
kończyn oraz paraliż wskutek osadzenia się przeciwciał 
anty-GM1 we włóknach nerwów obwodowych i akty-
wacji układu dopełniacza. W  badaniach przeprowa-
dzonych w Bangladeszu wykazano, że 69% pacjentów 
z GBS posiadało udokumentowane klinicznie poprze-
dzające zakażenie C. jejuni [54].

Z zespołem Guillaina-Barrégo wiązano sialotrans-
ferazę C. jejuni, która bierze udział w biosyntezie lipo-
oligosacharydów przypominających gangliozydy. Gen 
kodujący ten enzym jest obecnie jedynym markerem 
bakteryjnym współzależnym z GBS [69]. Przeciwciała 
przeciwko gangliozydom po raz pierwszy wykryto 
u 19% pacjentów z GBS w badaniu przeprowadzonym 
przez Ilyas’a i wsp. [30, 31]. Szeroki zakres gangliozy-
dów, przeciwko którym zostały wytworzone przeciw-
ciała u pacjentów z GBS obejmuje: GM1, sialoGM1, 
GM1b, GD1a, GD1b, GD3, GT1a, GT1b, GQ1b, LM1, 
GalC. Typ naśladowanego gangliozydu prawdopodob-
nie określa swoistość przeciwciał oraz wariant GBS. 
Szczepy izolowane od pacjentów z motorycznym i akso-
nalnym wariantem GBS często charakteryzują się GM1- 

i GD1a-podobnymi lipooligosacharydami, strukturalnie 
przypominającymi ludzkie gangliozydy [15]. 

Hipoteza mimikry w patogenezie GBS jest niekiedy 
podważana ze względu na występowanie w  surowi-
cach osób zakażonych i niezakażonych naturalnych 
przeciwciał rozpoznających glikany. Wykazano jed-
nak, że przeciwciała IgM przeciwko GM1 występujące 
w surowicy zdrowych osób, po oczyszczeniu metodą 
chromatografii powinowactwa i zbadane pod wzglę-
dem wiązania LPS różnych bakterii, reagowały jedynie 
z lipopolisacharydem szczepu C. jejuni wyizolowanego 
od pacjenta z biegunką [13]. Prawdopodobnie natural-
nie występujące IgM o takiej swoistości są wytwarzane 
u ludzi po urodzeniu podczas odpowiedzi odpornoś
ciowej na antygeny wspólne różnych szczepów bak
terii [13]. Nie wyklucza się, że występowanie prze-
ciwciał przeciwgangliozydowych w surowicach osób 
z GBS może być wynikiem poprzedzającej infekcji lub 
wtórnej odpowiedzi immunologicznej gospodarza na 
uszkodzenie nerwu [51, 71, 74]. Niektóre przeciwciała 
anty-GM1 mogą być mono- lub wielospecyficzne. Co 
więcej, podobne epitopy gangliozydów mogą występo-
wać zarówno w mielinie, jak i błonach komórkowych 
aksonów, w różnej koncentracji i konfiguracji, co może 
prowadzić do preferencyjnego wiązania się przeciwciał 
u poszczególnych osobników w zależności od warun-
ków i może się to zmieniać podczas trwania choroby. 
Na przykład, GM1 w  aksolemie przewężeń Ranviera 
może być zasłonięty w czasie wczesnego rozwoju cho-
roby, ale później może być eksponowany na działanie 
przeciwciał na skutek demielinizacji parawęzłowej 
indukowanej przez przeciwciała anty-GM1 lub inne. 
W  taki sposób wariant AIPD może przekształcić się 
w AMAN lub AIPD z wtórnym uszkodzeniem akso-
nów. Moran i  wsp. [48] wykazali, że IgG anty-GM1, 
indukowane lipooligosacharydem C. jejuni wiążą się 
do węzłów Ranviera w nerwach ludzkich, zakłócając 
działanie kanałów sodowych i potasowych oraz prze-
wodnictwo nerwowe [51, 71] (Rys. 4).

4.3.  Udział cytokin w rozwoju GBS

Poprzedzające zakażenie C. jejuni oraz mimikra 
molekularna pomiędzy LPS tych bakterii a  ganglio-
zydami komórek nerwowych gospodarza prowadzi 
do krzyżowej reakcji odpornościowej humoralnych 
i  komórkowych czynników efektorowych gospoda-
rza z  receptorami mielinowymi. Istotną rolę w  roz-
woju wielu chorób zapalnych oraz autoimmunizacyj-
nych odgrywają cytokiny wytwarzane przez komórki 
odpornościowe gospodarza, śródbłonek naczyniowy, 
a także komórki nabłonkowe przewodu pokarmowego. 
Mediatory te wydzielane w nadmiarze stymulują roz-
wój procesów odpornościowych przeciwko patogenom, 
ale sprzyjają także rozwojowi patologicznej reakcji 

Rys. 3.  Mimikra antygenowa pomiędzy ludzkim gangliozy-
dem GM1 i lipooligosacharydem Campylobacter jejuni
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zapalnej [34, 55, 66, 73]. W odpowiedź cytokinową na 
komponenty czynników zakaźnych zaangażowane są 
powierzchniowe receptory Toll-podobne – TLR (Toll-
-like receptors) komórek gospodarza, które stanowią 
rodzinę strukturalnie spokrewnionych receptorów, roz-
poznających zachowawcze komponenty mikroorganiz
mów, tzw. wzorce molekularne związane z patogenami 
– PAMP (patogen associated molecular patterns) oraz 
endogenne ligandy powstające wskutek uszkodzenia 
komórek. Czynniki te są wczesnymi sygnałami alar-
mowymi dla komórek odpornościowych, stymulują-
cymi wydzielanie cytokin prozapalnych, takich jak: 
interleukina IL (interleukin)-1, IL-6 czy czynnik mar-
twicy nowotworu – TNF-α (tumor necrosis factor alfa), 
które wspomagają rozwój reakcji zapalnej, aktywują 
komórki odporności wrodzonej, a także różnicowa-
nie limfocytów T i aktywację limfocytów B. Cytokiny 
produkowane przez limfocyty T pomocnicze typu  1 
– Th1: IL-2, IFN-γ (interferon gamma), TNF-α i IL-12, 
odgrywają istotną rolę w procesie autoimmunizacji 
z udziałem odpowiedzi typu komórkowego, natomiast 
cytokiny limfocytów T typu  2 – Th2 (np. IL-4, IL-5, 
IL-10, IL-13) sprzyjają rozwojowi autoimmunizacji 
z  udziałem przeciwciał. W  wariancie AIDP Zespołu 
GB cytokiny mogą być wytwarzane przez komórki 
Schwanna i przenikające różne komórki jednojądrza-
ste, a  w  wariancie AMAN przez makrofagi [52, 71]. 
Sugeruje się, że kaskadowa odpowiedź zapalna może 
powstawać wskutek specyficznego rozpoznania antyge-
nów przez limfocyty T, a także aktywacji makrofagów 

i  wydzielanych przez nie cytokin. Cytokiny te mogą 
zaburzyć spójność bariery krew-mózg, w wyniku czego 
komórki układu odpornościowego po jej przekro- 
czeniu mogą mieć bezpośredni dostęp do mieliny 
i  komórek Schwanna (Rys. 4). Wytworzony przez 
migrujące limfocyty T TNF-α wykazuje prawdopodob-
nie bezpośrednie działanie cytotoksyczne, powodując 
demielinizację komórek nerwowych. Przypuszczalnie 
hamuje także syntezę białek mieliny oraz glikolipidów 
[51, 52]. Z kolei IFN-γ produkowany przez limfocyty 
Th1 ma działanie prozapalne, które wyraża się aktywacją 
komórek śródbłonka, makrofagów oraz limfocytów T. 
IFN-γ zwiększa ekspresję cząsteczek MHC (Major 
Histocompatibility Complex) klasy II na makrofagach, 
co nasila ich zdolność prezentowania antygenów. Silne 
prozapalne działanie INF-γ i hamowanie funkcji lim-
focytów Th2 czyni tę cytokinę głównym mediatorem 
zaburzeń autoimmunizacyjnych. Inną ważną cytokiną 
pośredniczącą w przeciwzakaźnej odpowiedzi zapal-
nej jest IL-23. U myszy pozbawionych receptora dla tej 
interleukiny wykazano rozwój stwardnienia rozsianego 
i choroby zapalnej jelit o znacznie łagodniejszych obja-
wach [52]. IL-23 może pełnić ważną rolę we wczesnej 
fazie efektorowej demielinizacji nerwów obwodowych. 
Wykazano, że w połączeniu z IL-6 i transformującym 
czynnikiem wzrostu beta 1 – TGF-β1 (Transforming 
Growth Factor β1) pobudza naiwne limfocyty T CD4+ 
do różnicowania się w limfocyty Th17, wytwarzające 
IL-17, która nasila wydzielanie przez monocyty silnie 
prozapalnych cytokin (IL-1β, IL-6), dodatkowo potę-

Rys. 4.  Rozwój i rola efektorowej odpowiedzi adaptacyjnej w patogenezie Zespołu Guillaina-Barrégo



ROLA ZAKAŻENIA CAMPYLOBACTER JEJUNI W ROZWOJU ZESPOŁU GUILLAINA-BARRÉGO 267

gując w ten sposób kaskadę zapalną. IL-17 jest wiązana 
z patogenezą GBS ze względu na mechanizm działania 
podobny do TNF-α, IFN-γ i IL-1β [52].

4.4.  Strategie leczenia Zespołu Guillaina-Barrégo

Aż 30% przypadków GBS prowadzi do niewydol-
ności oddechowej [6, 72, 73]. Biorąc to pod uwagę, 
najważniejsze w kuracji pacjentów z GBS jest lecze-
nie podtrzymujące na oddziale intensywnej opieki 
medycznej w celu umożliwienia monitorowania funkcji 
układu oddechowego. U większości pacjentów o cięż-
kim przebiegu choroby dochodzi do rozwoju zakażeń 
płuc i dróg moczowych. Leczenie za pomocą wymiany 
osocza lub podawanej dożylnie immunoglobuliny IVIg 
(przefiltrowane immunoglobuliny krwi ludzkiej) jest 
wskazane dla pacjentów z postępującym osłabieniem 
ogólnym i  czynności oddechowej. Wymiana osocza, 
która polega na usunięciu 3–6  litrów osocza w ciągu 
kilku godzin oraz zastąpieniu go albuminą lub, w nie-
których przypadkach, świeżym, mrożonym osoczem 
umożliwia usuwanie czynników humoralnych takich 
jak autoprzeciwciała, kompleksy immunologiczne, 
komponenty układu dopełniacza, cytokiny i inne nie-
swoiste mediatory zapalne, w randomizowanych bada-
niach klinicznych okazała się skuteczna w leczeniu GBS. 
Ograniczeniem tej metody jest brak dobrego dostępu 
do żyły podobojczykowej, szyjnej wewnętrznej lub udo-
wej, jak również potencjalne powikłania m.in.: odma, 
niedociśnienie tętnicze, sepsa, zatorowość płucna czy 
niedokrwistość [16, 51].

Korzystne działania preparatu IVIg w leczeniu zabu-
rzeń nerwowo-mięśniowych w GBS obejmują zakłóce-
nie funkcji cząsteczek kostymulatorowych zaangażowa-
nych w aktywację limfocytów T, którym antygen jest 
prezentowany w kompleksie MHC/peptyd, osłabienie 
działania autoprzeciwciał, zahamowanie wydzielania 
cytokin oraz ekspresji cząsteczek adhezyjnych, recep-
torów dla fragmentu Fc immunoglobulin na makro-
fagach, a także aktywacji dopełniacza i  formowania 
kompleksu atakującego błonę. Sialowane fragmenty Fc 
IgG są istotne dla inicjacji kaskady odpowiedzi przeciw-
zapalnej, osłabiając tym samym stan zapalny [16, 73].

W terapii pacjentów z GBS najważniejsze jest zre-
dukowanie postępującej fazy choroby, objawiającej się 
paraliżem mięśni oraz niewydolnością oddechową. 
Takie rezultaty osiąga się poprzez długoterminowe 
podawanie wysokich dawek IVIg lub wymianę plazmy 
albo zastosowanie obu procedur (podanie preparatu 
IVIg, a następnie wymiana plazmy). Średnio u około 
126 badanych pacjentów już w 27 dniu po zastosowaniu 
takiej procedury leczenia GBS, chorzy mogli swobodnie 
oddychać, a w 50 dniu od rozpoczęcia terapii odzyski-
wali władzę w nogach i samodzielnie chodzili. Tylko 
u 16,6% chorych z GBS nawet po 48 tygodniach leczenia 

nadal występował paraliż kończyn dolnych. Wykazano 
ponadto, iż zastosowanie wyłącznie kortykosteroidów 
o działaniu przeciwzapalnym, w ogóle nie przynosiło 
poprawy stanu zdrowia pacjentów, a podanie ich łącz-
nie z preparatem IVIg nie powodowało skrócenia czasu 
leczenia [51]. Dodatkowo zaleca się chorym stosowanie 
probiotyków, które osłabiają przebieg choroby [40, 47, 
59, 60]. W ostatnich latach zintensyfikowano również 
badania nad szczepionkami przeciwko C. jejuni. Stosuje 
się je na przykład u kurcząt razem z paszą. Nie niszczą 
one mikrobioty jelit, a skutecznie ograniczają koloni-
zację nabłonka przez C. jejuni [24, 50]. 

5.  Podsumowanie

Bakterie Campylobacter spp. wywołują u  ludzi 
głównie zakażenie przewodu pokarmowego. Dominu-
jącymi gatunkami są C. jejuni i C. coli. Źródłem tych 
bakterii najczęściej jest mięso kurcząt, które są ich 
naturalnym rezerwuarem, a  także mięso i  produkty 
pochodzące od zakażonych krów i  owiec, skażona 
woda lub bezpośredni kontakt z zarażonymi kotami 
i psami. Objawy zakażenia Campylobacter jejuni przy-
pominające objawy grypowe, często są lekceważone 
i w ogóle nie diagnozowane, a leczenie zakażeń trudne 
ze względu na oporność tych bakterii na liczne anty-
biotyki. U 30% ludzi, wcześniej zakażonych C. jejuni, 
rozwija się Zespół Guillaina-Barrégo. Jest to choroba 
autoimmunizacyjna, w której główną rolę odgrywają 
przeciwciała skierowane przeciwko fragmentowi LPS 
C. jejuni, które w  związku z mimikrą antygenową są 
również swoiste dla gangliozydu ludzkiego GM1, znaj-
dującego się w otoczce mielinowej nerwów obwodo-
wych. Przeciwciała te, indukowana reakcja zapalna 
i  swoista odpowiedź komórkowa wraz z  licznymi 
cytokinami i mediatorami zapalnymi niszczą osłonki 
mielinowe nerwów oraz komórki Schwanna, co skut-
kuje u chorych zaburzeniem przewodnictwa nerwowo-
-mięśniowego. U 20% chorych kończy się to upośledze-
niem ruchu, powikłaniami oddychania wymagającymi 
długotrwałego leczenia opartego na plazmoforezach 
i  przyjmowaniu preparatu globulinowego, natomiast 
u 8% ludzi choroba prowadzi do śmierci. W związku 
z  powyższym ryzykiem podejmowane są działania 
profilaktyczne mające na celu ograniczenie kolonizacji 
kurcząt C. jejuni, głównego rezerwuaru tych bakterii, 
poprzez wprowadzenie skutecznej szczepionki.

Piśmiennictwo

  1.	 Ang C.W., Jacobs B.C., Laman J.D.: The Guillain-Barre’ syn-
drome: a true case ofmolecular mimicry. Trends Immunol. 25, 
6–66 (2004)



268 MARIA WALENCKA, AGNIESZKA MATUSIAK, MAGDALENA CHMIELA

  2.	 Ashgar S.S., Oldfield N.J., Wooldridge K.G., Jones M.A., 
Irving G.J., Turner D.P., Ala’Aldeen D.A.: CapA, an autotrans-
porter protein of Campylobacter jejuni mediates association 
with human epithelial cells and colonization of the chicken gut. 
J. Bacteriol. 189, 1856–1865 (2007)

  3.	 Awad W.A., Hess C., Hess M.: Enteric pathogens and their toxin-
-induced disruption of the intestinal barrier through alteration 
of tight junctions in chickens. Toxins, 9 (2017)

  4.	 Avrain L., Vernozy-Rozand C., Kempf I.: Evidence for natural 
horizontal transfer of tetO gene between Campylobacter jejuni 
strains in chickens. J. Appl. Microbiol. 97, 134–140 (2004)

  5.	 Backert S., Boehm M., Wessler S., Tegtmeyer N i wsp.: Transmi-
gration route of Campylobacter jejuni across polarized intestinal 
epithelia cells: paracellular, transcellular or both? Cell Commun. 
Signal. 11, 72–87 (2013)

  6.	 Bilińka M., Koszewicz M.: Zespół Millera-Fishera z dominują-
cymi zaburzeniami połykania i mowy. Adv. Clin. Exp. Med. 13, 
515–519 (2004)

  7.	 Bolinger H., Kathariou S.: The Current state of macrolide resi-
stance in Campylobacter spp.: Trends and impacts of resistance 
mechanisms. Appl. Environ. Microbiol. 83, e0046-17 (2017)

  8.	 Bronnec V., Turo H., Bouju A., Cruveiller S., Rodrigues  R., 
Demnerova K., Tresse O., Haddad N., Zagorec M.: Adhesion, 
biofilm formation, and genomic features of Campylobacter jejuni 
Bf, an atypical strain able to grow under aerobic conditions. 
Front. Microbbiol. 7, 1002 (2016)

  9.	 Bronowski C., James C.E., Winstanley C.: Role of environmental 
survival in transmission of Campylobacter jejuni. FEMS Micro-
biol. Lett. 356, 8–19 (2014) 

10.	 Caldwell D.B., Wang Y., Lin J.: Development, stability, and mole-
cular mechanisms of macrolide resistance in Campylobacter 
jejuni. Antimicrob. Agents Chemother. 52, 3947–3954 (2008)

11.	 Ó Cróinín T., Backert S.: Host epithelial cell invasion by Campy-
lobacter jejuni: trigger or zipper mechanism? Front. Cell. Infect. 
Microbiol. 2, 25 (2012)

12.	 Chandrashekhar K., Kassem I. I., Rajashekara G.: Campylobacter 
jejuni transducer like proteins: Chemotaxis and beyond. Gut 
Microbes, 8, 323–334 (2017)

13.	 Chopra I.: Mode of action of the tetracyclines and the nature of 
bacterial resistance to them, in The Tetracyclines (w) Handbook 
of Experimental. red.: Hlavka J.J., Boothe J.H., Springer, Berlin, 
Germany, 1985, s. 317392.

14.	 Coker O., Akitoye I., Raphael D., Thomas N., Bolaji A., 
Kehinde O., Obi L.C.: Human campylobacteriosis in developing 
countries. Emerg. Infect. Dis. 8, 237–243 (2002)

15.	 Day C.J., Semchenko E.A., Korolik V.: Glycoconjugates play 
a key role in Campylobacter jejuni infection between host and 
pathogen. Front. Cell. Infect. 2, 1–8 (2012)

16.	 Dimachkie M.M., Barohn R.J.: Guillain-Barré syndrome and 
variants. Neurol. Clin. 31, 491–510 (2013)

17.	 Engberg J., Aarestrup F. M., Taylor D.E., Gerner-Smidt  P., 
Nachamkin I.: Quinolone and macrolide resistance in Campy-
lobacter jejuni and C. coli: Resistance mechanisms and trends in 
human isolates. Emerg. Infect. Dis. 7, 24–34 (2001)

18.	 Epps S.V.R., Harvey R.B., Hume M.E., Phillips T.D., Ander-
son  R.C., Nisbet D.J.: Foodborne Campylobacter: Infections, 
Metabolism, Pathogenesis and Reservoirs. Int. J. Environ. Res. 
Public Health, 10, 6292–6304 (2013) 

19.	 Esson D., Grant A.J. i wsp.: Identyfication and initial characteri-
sation of a protein involved in Campylobacter jejuni cell shape. 
Mirobial Pathogenesis, 104, 202–211 (2017) 

20.	 Faber E., Gripp E., Maurischat S, Kaspers B., Tedin K., Menz S., 
Zuraw A., Kershaw O., Yang I., Rautenschlein S., Josenhansa C.: 
Novel immunomodulatory Flagellin-Like Protein FlaC in 

Campylobacter jejuni and other Campylobacterales. mSphere. 
1, 1–24 (2015)

21.	 Flanagan R.C., Neal-McKinney J.M., Dhillon A.S., Miller W.G., 
Konkel M.E.: Examination of Campylobacter jejuni putative 
adhesins leads to the identification of a new protein, designa-
ted FlpA, required for chicken colonization. Infect. Immun. 77, 
2399–2407 (2009)

22.	 Friis C., Wassenaar T.M., Javed M.A., Snipen L., Lagesen K., 
Hallin P.F., Newell D.G., Toszeghy M., Ridley A., Manning G., 
Ussery D.W.: Genomic characterization of Campylobacter jejuni 
strain M. PLoS One, 5, e12253 (2010)

23.	 Gibreel A. and Taylor D.E.: Macrolide resistance in Campylo-
bacter jejuni and Campylobacter coli. J. Antimic. Chemother. 58, 
243–255 (2006)

24.	 Guerry P., Monterino M.A. i wsp.: Campylobacter polysaccha-
ride capsules: virulence and vaccines. Front. Cell. Infect. Micro-
biol. 2, 1–11 (2012)

25.	 Han a Zifeng, Willer T., Li L., Pielsticker C., Rychlik I., Velge P., 
Kaspers  B., Rautenschleina S.: Influence of the gut Micro- 
biota composition on Campylobacter jejuni colonization in 
chickens. Infect. Immun. 85, 11e00380 (2017)

26.	 Hermans D., van Deun K., Martel A., van Immerseel F., Mes-
sens W., Heyndrickx M., Haesebrouck F., Pasmans F.: Coloni-
zation factors of Campylobacter jejuni in the chicken gut. Vet. 
Res. 42, 82 (2011)

27.	 Hofreuter D.: Defining the metabolic requirements for the 
growth and colonization capacity of Campylobacter jejuni. Front. 
Cell. Infect Microbiol. 4, 137 (2014) 

28.	 Horrocks S.M., Anderson R.C., Nisbet D.J., Ricke  S.C.: Inci-
dence and ecology of Campylobacter jejuni and coli in animals. 
Anaerobe, 15, 18–25 (2009) 

29.	 Ikeda N., Karlyshev A.V.: Putative mechanisms and biological 
role of coccoid form formation in Campylobacter jejuni. Eur. 
J. Microbiol. Immunol. 1, 41–49 (2012)

30.	 Ilyas A.A., Mithen F.A., Chen Z.W., Cook S.D.: Search for anti-
bodies to neutral glycolipids in sera of patients with Guillain-
-Barré syndrome. J. Neurol. Sci. 102, 67–75 (1992)

31.	 Ilyas A.A., Mithen F.A., Dalakas M.C., Chen Z.W., Cook S.D.: 
Antibodies to acidic glycolipids in Guillain-Barre syndrome and 
chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy. J. Neurol. 
Sci. 107, 111–121 (1992)

32.	 Indikova I., Humphrey T.J., Hilbert F.: Survival with a helping 
hand: Campylobacter and microbiota. Front. Microbiol. 6, 1266 
(2015)

33.	 Iovine N. M.: Resistance mechanisms in Campylobacter jejuni. 
Virulence, 4, 230–240 (2013)

34.	 Jannsen R., Krogfelt K.A, Cawthraw S.A., van pelt W., Wage-
naar J.A., Owen R.J.: Host-pathogen interactions in Campylo-
bacter infections: the host perspective. Clin.Microbiol. Rev. 21, 
505–518 (2008)

35.	 John D.A., Williams L.K., Kanamarlapudi V., Humphrey T.J., 
Wilkinson T.S.: The bacterial species. Campylobacter jejuni 
induce diverse innate immune responses in human and avian 
intestinal epithelial cells. Front. Microbiol. 8, 1840 (2017)

36.	 Johnson T.J., Shank J.M., Johnson J.G.: Current and poten- 
tial treatments for reducing Campylobacter colonization in 
animal hosts and disease in humans. Front. Microbiol. 8, 1–14 
(2017)

37.	 Kaakoush N.O., Castańo-Rodríguez N., Mitchell H.M., 
Mana S.M.: Global epidemiology of Campylobacter infection. 
Clin. Microbiol. Rev. 28, 687–720 (2015)

38.	 Kaakoush N.O., Mitchell H. M.: Campylobacter concisus – new 
player in intestinal disease. Front.Cell. Infect. Microiol. 2, 1–12 
(2012)



ROLA ZAKAŻENIA CAMPYLOBACTER JEJUNI W ROZWOJU ZESPOŁU GUILLAINA-BARRÉGO 269

39.	 Kimoto. K., Koga M., Hirata K., Takahashi M., Li J., Gilbert M., 
Yuki N.: Relationship of bacterial strains to clinical syndromes 
of Campylobacter – associated neuropathies. Neurology. 67, 
1837–1843 (2006) 

40.	 Kobierecka P.A., Jagusztyn-Krynicka E.K. i wsp.: In vitro charac-
teristics of Lactobacillus spp. strains isolated from the chicken 
digestive tract and their role in the inhibition of Campylobacter 
colonization. Microbiol. Open. 6, 1–15 (2017)

41.	 Koga M., Takahashi M., Masuda M., Hirata K., Yuki N.: Cam- 
pylobacter gene polymorphism as a determinant of clinical 
features of Guillain-Barre syndrome. Neurology, 65, 1376–1381 
(2005) 

42.	 Koga M., Yuki N., Takahashi M., Saito K., Hirata K.: Close 
association of IgA anti-gangloside antibodies with antecedent 
Campylobacter jejuni infection in Guillain-Barre and Fisher’s 
syndromes. J. Neuroimmunol. 81, 138–143 (1998)

43.	 Kurtkiewicz A.: Kampylobakteriozy u ludzi i zwierząt. Życie 
Weterynaryjne, 83, 285–288 (2008)

44.	 Mahajan S., Rodgeres F.G.: Isolation, characterization, and host-
-cell-binding properties of a cytotoxin from Campylobacter 
jejuni. J. Clin. Microiol. 28, 1314–1320 (1990)

45.	 Melo R.T., Mendonça E.P., Monteiro G.P., Siqueira M.C.: Intrin-
sic and extrinsic aspects on Campylobacter jejuni biofilms. 
Front. Microbiol. 8, 1–15 (2017)

46.	 Miller C.E., Rock J.D., Ridley K.A., Williams P.H., Ketley J.M.: 
Utilization of lactoferrin-bound and transferrin-bound iron by 
Campylobacter jejuni. J. Bacteriol. 190, 1900–1911 (2008)

47.	 Mohan V.: The role of probiotics inthe inhibition of Campylo-
bacter jejuni colonization and virulence attenuation. Eur. J. Clin. 
Microbiol. Infect. Dis. 34, 1503–1513 (2015) 

48.	 Moran. A.P., Annuk H., Prendergast M.M.: Antibodies induced 
by ganglioside-mimicking Campylobacter jejuni lipooligosac-
charides recognise epitopes at the nodes of Ranvier. J. Neuro-
immunol. 165, 179–185 (2005)

49.	 Nachamkin, I., Szymanski, M.C., Blaser, J.M.: Campylobacter. 
3-cia ed.; ASM Press: Washington DC, USA (2008)

50.	 Nothaft H., Szymański C.M. i wsp.: Engineering the Campy-
lobacter jejuni N-glycan to create an effective chicken vaccine. 
Scientific Reports, 6, 26511 (2016)

51.	 Nyati K.K., Nyati R.: Role of Campylobacter jejuni Infection in 
the Pathogenesis of Guillain-Barré Syndrome: An Update. Bio-
med. Res. Int. 852195 (2013)

52.	 Nyati K.K., Prasad K.N.: Role of cytokines and Toll-Like recep-
tors in the immunopathogenesis of Guillain-Barré syndrome. 
Mediators Inflamm. 758639, DOI:10.1155/2014/758639 (2014)

53.	 Palyada K.,Threadgill D. and Stintzi  A.: Iron acquisition and 
regulationin Campylobacter jejuni. J. Bacteriol. 186, 4714–4729 
(2004)

54.	 Phongsisay  V.: The immunobiology of Campylobacter jejuni: 
innate immunity and autoimmune diseases. Immunobiol. 221, 
535–543 (2015)

55.	 Prendergastm M., Moran A.P.: Lipooligosaccharidies in the 
development of Guillain-Barre’s syndrome and Miller Fisher 
syndrome forms of acute inflammatory peripheral. Neuropathies 
J. Endotoxin Res. 6, 341–359 (2000)

56.	 Ridley K.A., Rock J.D., Li Y., Ketley J.M.: Hem eutilizationin 
Campylobacter jejuni. J. Bacteriol. 188, 7862–7875 (2006)

57.	 Rokosz-Chudziak N., Rastawicki W.: Wybrane mechanizmy 
chorobotwórczości pałeczek Campylobacter jejuni. Med. Dośw. 
Mikrobiol. 66, 47–58 (2014) 

58.	 Sait-Cyr M.J., Guyard-Nicodeme M., Messaoudi S., Chemaly M., 
Cappelier  J.M., Dousset X., Haddad N.: Recent advanced in 
screening of anti-Campylobacter activity in priobiotics for use 

in poultry. Front. Microiol. 7, 1–22 (2016) 
59.	 Saxena A.: Probiotics as a potential alternative for relieving peri-

pheral neurophaties: a case for Guillain-Barre’s syndrome. Front. 
Microbiol. 6, 1497 (2015)

60.	 Shu X.M., Cai F.C., Zhang X.P.: Carbohydrate mimicry of Cam-
pylobacter jejuni lipooligosaccharide is critical for the induc-
tion of anti-GM1 antibody and neuropathy. Muscle Nerve, 33, 
225–231 (2006) 

61.	 Silva J., Leite D., Fernandes M., Mena C., Gibbs P.A., Teixeira P.: 
Campylobacter spp. as a foodborne pathogen: a review. Front. 
Microbiol. 2, 200 (2011) 

62.	 Sofka D., Pfeifer A., Paulsen P., Hilbert F.: Changes with in the 
intestinal flora of broilers by colonisation with Campylobacter 
jejuni. Berl. Munch. Tierarztl.Wochenschr. 128, 104–110 (2015)

63.	 Stahl M., Vallance B.A.: Insights into Campylobacter jejuni colo-
nization of the mammalian intestinal tract using a novel mouse 
model of infection. Gut Microbe. 6, 143–148 (2015) 

64.	 Szymanski C.M. and Gaynor E.C.: How a sugary bug gets 
through the day. Recent developments in understanding funda-
mental processes impacting Campylobacter jejuni pathogenesis. 
Gut Microbe, 3, 135–144 (2012)

65.	 Wang Y., Sun S., Zhu J., Cui L., Zhang H.L.: Biomarkers of Guil-
lain-Barre’s syndrome: Some recent progres, more still to be 
explored. Mediaors Inflamm. 5640098 (2015) 

66.	 Watson A.E., Sandu P., Gundogdu O., Mills D.C., Inglis N.F., Man-
son E., Imrie L., Bajaj-Elliott M., Wren B.W., Smith David G.E., 
Dorrella N.: Campylobacter jejuni outer membrane vesicles play 
an important role in bacterial interactions with human intestinal 
epithelial cells. Infect. Immun. 80, 4089–4098 (2012) 

67.	 Wieczorek K., Osek J. Antimicrobial resistance mechanisms 
among Campylobacter. Biomed. Res. Int. 340605, DOI: 10.1155/ 
2013/340605 (2013)

68.	 Xiang S.l., Zhong M., Cai F.C., Deng B., Zhang X.P.: The sialic 
acid residue i a crucial component of Campylobacter jejuni lipo-
oligosaccharide ganglioside mimicry in the induction Guillain-
-Barre’s syndrome. J. Neuroimmunol. 174, 126–132 (2006) 

69.	 Xu F., Zeng X., Haigh R.D., Ketley J.M., Lin J.: Identification and 
characterization of a new ferric enterobactin receptor CfrB in 
Campylobacter. J. Bacteriol. 192, 4425–4435 (2010) 

70.	 Yu R.K., Usuki S., Ariga T. Ganglioside molecular mimicry and 
its pathological roles in Guillain-Barre’ syndrome and related 
diseases. Infect. Immun. 74, 6517–6527 (2006) 

71.	 Yuki N. Guillain-Barre syndrome and anti-ganglioside anti
bodies a clinician scientist’s journey. Proc. Jpn. Acad., Ser. B. 
Phys Biol. Sci. 88, 299–326 (2012) 

72.	 Yuki N.: Pathogenesis of Guillain-Barre and Miller Fisher 
syndromes subsequent to Campylobacter jejuni enteritis. Jpn. 
J. Infect. Dis. 2, 99–105 (1999) 

73.	 Yuki N, Hartung H.: Guillain-Barr’e Syndrome. New Engl. J. Med. 
336, 294–304 (2012) 

74.	 Yuki N., Koga M.: Bacterial infections in Guillain-Barre and 
Fisher syndromes. Curr. Opin. Neurol. 19, 451–457 (1995)

75.	 Yuki N., Odaka M.: Ganglioside mimicry as cause of Guillain-
-Barre’s syndrome. Curr. Opin. Neurol. 18, 557–561 (2005)

76.	 Zang T., Dong J., Lu Q., Luo Q., Wen G., LiuG., Shao H.: Geno-
typic diversity, antymicrobial resistance and biofilm-forming 
abilities of Campylobacter isolated from chicken in Central 
China. Gut Pathogens, 9, 1–10 (2017)

77.	 Zhang X.P., Gilbert M., Yuki N.,Cao F., Li J., Liu h., Lii  Q., 
Meng F., Zhang J.: Association of anti GT1a antibodies with an 
outbreak of Guillain-Barre’s syndrome and analysis of gangliside 
mimicry in an associated Campylobacter jejuni strain. PLoS One, 
10, e0131730 (2015)



POST. MIKROBIOL.,
2018, 57, 3, 270–277
http://www.pm.microbiology.pl

*  Autor korespondencyjny:  Dr Magdalena Kizerwetter-Świda, Zakład Mikrobiologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Szkoła Główna 
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa, tel.: 22 5936028; e-mail: magdalena_kizerwetter_swida@sggw.pl

1.  Wstęp

Stały rozwój diagnostyki mikrobiologicznej skutkuje 
nowymi wyzwaniami dla laboratoriów diagnostycz-
nych. Weterynaryjna diagnostyka mikrobiologiczna 
polega na badaniu materiału klinicznego pochodzącego 
od różnych gatunków zwierząt, co znacznie zwiększa 

liczbę gatunków drobnoustrojów patogennych, które 
należy rozpoznawać. Spośród gronkowców koagulazo-
-dodatnich (Coagulase-Positive Staphylococci, CPS) 
izolowanych z materiałów klinicznych pobranych od 
ludzi największe znaczenie ma Staphylococcus aureus 
[11]. U zwierząt znacznie częściej występują i są istotne 
klinicznie także pozostałe gatunki CPS [21, 33, 47]. 
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Streszczenie:  Gronkowce należą do bakterii często izolowanych z materiału klinicznego pobieranego od zwierząt. W weterynarii z próbek 
klinicznych oprócz Staphylococcus aureus izolowane są także inne gatunki gronkowców koagulazo-dodatnich. Ponadto, coraz częściej 
rozpoznawane są także gronkowce koagulazo-ujemne. Taksonomia rodzaju Staphylococcus ulegała ostatnio aktualizacji, wyodrębniono 
kilka nowych gatunków, które mogą również występować u zwierząt. Powoduje to pewne trudności w precyzyjnej identyfikacji gronkowców. 
Dokładna identyfikacja gatunków z rodzaju Staphylococcus jest niezwykle istotna, ponieważ, zgodnie z zaleceniami EUCAST i CLSI, 
interpretacja wyników badań lekowrażliwości S. aureus i gronkowców koagulazo-ujemnych jest różna. Ponadto oporność na metycylinę 
wśród szczepów S. aureus wykrywa się przy pomocy krążków z cefoksytyną, natomiast w przypadku Staphylococcu pseudintermedius 
– z użyciem oksacyliny. Ważnym problemem weterynaryjnych laboratoriów mikrobiologicznych jest ograniczona liczba ujednoliconych 
wytycznych dotyczących metodologii badań oraz wytycznych określających interpretację wyników oznaczania wrażliwości na antybiotyki. 
Wytyczne takie powinny dotyczyć różnych gatunków bakterii, w tym także gronkowców, izolowanych od różnych gatunków zwierząt. 
Aktualne wytyczne CLSI z roku 2015 zwierają takie zalecenia, choć w organicznym zakresie. Rekomendacje opracowane przez EUCAST 
są przeznaczone dla mikroorganizmów izolowanych od ludzi i nie powinny być stosowane przez laboratoriach weterynaryjnych. 
Ponadto dostępne zalecenia nie uwzględniają nowych gatunków gronkowców. Istniej pilna potrzeba harmonizacji metod stosowanych 
w weterynaryjnych laboratoriach mikrobiologicznych oraz opracowania wytycznych dotyczących interpretacji wyników oznaczania 
lekowrażliwości dla różnych bakterii, w tym różnych gatunków gronkowców izolowanych od poszczególnych gatunków zwierząt.

1. Wstęp. 2. Trudności w identyfikacji gronkowców izolowanych od zwierząt. 3. Oznaczanie lekowrażliwości gronkowców – metody 
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Ponadto, w mikrobiologii klinicznej coraz większe zna-
czenie mają gronkowce koagulazo-ujemne (Coagulase-
-Negative Staphylococci, CNS) izolowane zarówno od 
ludzi, jak i od zwierząt [7, 53]. Wobec ostatnich zmian 
w  taksonomii oraz aktualnej wiedzy dotyczącej cho-
robotwórczości gronkowców, weterynaryjne laborato-
ria diagnostyczne powinny precyzyjnie rozpoznawać 
gatunki tych bakterii, ponieważ w wielu wypadkach 
warunkuje to prawidłową interpretację wyników ozna-
czania lekowrażliwości, w tym sposób wykrywania 
oporności na metycylinę.

2.	Trudności w identyfikacji gronkowców
	 izolowanych od zwierząt

Podstawowym celem weterynaryjnej diagnostyki 
mikrobiologicznej jest identyfikacja czynnika zakaź-
nego. Prawidłowe i szybkie rozpoznanie drobnoustro-
jów wyizolowanych z materiału klinicznego umożliwia 
przeprowadzanie wiarygodnego badania ich leko
wrażliwości, co z kolei decyduje o wyborze skutecz-
nej antybiotykoterapii [12, 35]. Tradycyjne procedury 
identyfikacji mikroorganizmów, w  tym gronkowców, 
oparte są w głównej mierze na metodach hodowlanych, 
w których oceniane są cechy fenotypowe bakterii [15]. 
Systemy identyfikacji gronkowców oparte na bada-
niu ich aktywności biochemicznej są opracowywane 
głównie na podstawie wyników uzyskiwanych dla 
szczepów wyizolowanych od ludzi. Z tego względu ich 
przydatność do identyfikacji izolatów pochodzących 
od zwierząt jest ograniczona. Na przykład, wiadomo, 
że Staphylococcus pseudintermedius może być często 
błędnie rozpoznawany jako S. aureus [48, 56]. Podobnie 
fenotypowa identyfikacja Staphylococcus delphini, Sta-
phylococcus intermedius [9] oraz gronkowców z grupy 
CNS może być trudna [38, 57].

Pomimo stałego udoskonalania metod diagnostycz-
nych stosowanych w mikrobiologii prawidłowe rozpo-
znanie gatunków gronkowców blisko ze sobą spokrew-
nionych, o zbliżonych cechach fenotypowych, nie jest 
proste. Znakomitym przykładem są trzy gatunki: S. pseu-
dintermedius, S. intermedius oraz S. delphini, należące do 
grupy SIG (Staphylococcus intermedius Group – SIG) [32, 
33]. Cechują się one zbliżonymi właściwościami feno-
typowymi, a podobieństwo sekwencji genu 16S rRNA 
wynosi u nich ponad 99% [9, 32, 51]. Także w przypadku 
nowych gatunków gronkowców opisanych w ciągu 
ostatniej dekady, jak np.: istotnego w weterynarii Sta-
phylococcus agnetis, precyzyjna identyfikacja stanowi 
obecnie wyzwanie dla laboratorium diagnostycznego [2, 
54]. Szczegółowe badania gronkowców oparte na ana-
lizie molekularnej pozwalają na identyfikację poszcze-
gólnych gatunków oraz na ustalenia pokrewieństwa 
szczepów [30, 45, 51]. Choć rutynowo do identyfikacji 

tych bakterii coraz częściej wykorzystywane są techniki 
molekularne, to wiele z metod opisanych w literaturze 
nie nadaje się do codziennego zastosowania w labora-
toriach diagnostycznych [56]. Precyzyjną identyfikację 
umożliwia również spektrometria masowa MALDI-
-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization 
Time-of-Flight Mass Spectrometry), coraz częściej sto-
sowana także w laboratoriach weterynaryjnych [4, 17]. 

Ostatnie lata przyniosły pewne zmiany w taksonomii 
bakterii z rodzaju Staphylococcus. szczegółowe badania 
z użyciem metod biologii molekularnej pozwoliły na 
wyodrębnienie kilku nowych gatunków, wyizolowanych 
od ludzi, jak również od zwierząt oraz ze środowiska. 
Nowe gatunki gronkowców koagulazo-dodatnich, które 
mogą występować u zwierząt to Staphylococcus argentus, 
Staphylococcus schweitzeri [54] oraz koagulazo-zmienny 
S. agnetis [53]. Do grupy gronkowców koagulazo-ujem-
nych dołączyły gatunki Staphylococcus rostri wyizolo-
wany od świń [42], Staphylococcus devriesei uzyskany 
z mleka krów [49] oraz Staphylococcus microti [37] i Sta-
phylocoocus stepanovicii [25] pochodzące od gryzoni. 
Ich znaczenie chorobotwórcze dla zwierząt nie jest obec-
nie znane, z wyjątkiem S. agnetis, gatunku opisanego 
w roku 2012. Początkowo wyizolowany był on z przy-
padków mastitis u bydła, obecnie wiadomo, że może być 
także czynnikiem etiologicznym osteomyelitis, zapalenia 
wsierdzia oraz posocznicy u broilerów kurzych [1, 39]. 
Identyfikacja S. agnetis oraz innych nowo opisanych 
gatunków gronkowców raczej nie jest rutynowo wyko-
nywana w laboratoriach mikrobiologicznych [2]. Labo-
ratoria przy ośrodkach naukowych lub akademickich, 
prowadzących badania dotyczące nowych gatunków, 
mogą oferować możliwość ich identyfikacji.

Prawidłowe rozpoznanie gatunków w obrębie ro- 
dzaju Staphylococcus jest niezwykle istotne, ponieważ 
zgodnie z rekomendacjami European Committee for 
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) oraz 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
interpretacja wyników oznaczania lekowrażliwości dla 
S. aureus oraz gronkowców koagulazo-ujemnych jest 
różna [10, 19]. Wszelkie badania diagnostyczne wyma-
gają przestrzegania określonych procedur, jak również 
interpretacji uzyskanych wyników zgodnie z ujedno-
liconymi zaleceniami. W weterynaryjnej diagnostyce 
mikrobiologicznej często brakuje szczegółowych wy- 
tycznych odnośnie sposobu identyfikacji niektórych 
gatunków gronkowców [23]. 

3.	 Oznaczanie lekowrażliwości gronkowców
	 – metody tradycyjne

Do oznaczania lekowrażliwości bakterii najczęściej 
stosowane są metody krążkowo-dyfuzyjna, seryjnych 
rozcieńczeń lub metoda paskowo-dyfuzyjna przy 
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użyciu pasków gradientowych [15, 35]. Wyznaczenie 
minimalnego stężenia danej substancji hamującego 
(Minimal Inhibitory Concentration, MIC) wzrost 
drobnoustrojów przy pomocy metody rozcieńczeń 
antybiotyku w podłożu płynnym jest uznawane za tzw. 
złoty standard w oznaczaniu lekowrażliwości [19]. 
Znaczne usprawnienie wykonania oznaczenia i obniże-
nie kosztów pojedynczego badania możliwe jest dzięki 
zastosowaniu płytek z gotowymi rozcieńczeniami anty-
biotyków oraz automatycznemu odczytowi posiewów. 
Dla gronkowców są to np.: Sensititre Gram Positive 
MIC Plate (Thermo Scientific) oraz Microlatest MIC 
STAPHY (Erba Mannheim).

Oznaczając lekowrażliwość przy pomocy metody 
krążkowo-dyfuzyjnej ustala się wielkość średnic stref 
zahamowania wzrostu badanych szczepów bakteryjnych 
wokół krążków z antybiotykami. Wyniki interpretuje się 
porównując uzyskane wartości stref (mierzonych w mili-
metrach) z rekomendowanymi jako wartości graniczne 
(breakpoint). W metodzie tej szczepy klasyfikowane są 
do kategorii klinicznie oporny, wrażliwy lub średnio
wrażliwy. Mankamentem tych metod jest stosunkowo 
długi czas oczekiwania na wynik, związany z koniecz-
nością wyizolowania szczepów, przygotowania czystych 
kultur, a następnie wykonania właściwego oznaczenia 
wrażliwości na antybiotyki. Uzyskanie wiarygodnych 
wyników przy zastosowaniu obu powyższych metod 
wymaga zachowania określonych standardów jakości 
wykonania, takich jak odpowiednia gęstość inokulum, 
rodzaj stosowanego podłoża, warunki inkubacji, które 
wskazane są w powszechnie stosowanych wytycznych 
EUCAST czy CLSI [40]. W laboratoriach diagnostycz-
nych do wyznaczania wartości MIC często stosuje się 
metodę paskowo-dyfuzyjną, która jest mniej praco-
chłonna od metody rozcieńczeń. Wytyczne CLSI oraz 
EUCAST nie uwzględniają jednak wyników uzyskanych 
przy pomocy tej metody. Wiadomo również, że wartość 
MIC wyznaczana przy pomocy pasków gradientowych 
dla szczepów S. aureus opornych na metycylinę (Methi
cillin-resistant S. aureus, MRSA) może być zawyżona 
o 0,5 do 1,5 log2 w porównaniu do wartości określanej 
przy pomocy rozcieńczeń [44].

4.	 Alternatywne metody określania
	 lekowrażliwości gronkowców

Obecnie w diagnostyce mikrobiologicznej wyraź-
nie zaznacza się tendencja do skracania czasu ocze-
kiwania na wynik badania. W przypadku oznaczania 
lekowrażliwości bakterii możliwe jest to przez wyko-
nanie oznaczenia bezpośrednio z próbek klinicznych, 
z pominięciem etapu izolacji. Postępowanie takie bywa 
jednak zawodne np. w przypadku zakażeń o miesza- 
nej etiologii. W  medycynie ludzkiej określanie leko

wrażliwości drobnoustrojów bezpośrednio z próbek kli-
nicznych jest szczególnie istotne w przypadku pacjen-
tów w stanie krytycznym. Skrócenie czasu oczekiwania 
na wynik badania lekowrażliwości wymaga zastoso- 
wania metod alternatywnych, bazujących na technice 
PCR lub MALDI-TOF SM. Badania te można przepro-
wadzić bezpośrednio z użyciem pobranego materiału 
klinicznego lub po wstępnym namnożeniu drobno-
ustrojów [4, 6, 16].

Metody oparte na standardowej technice PCR lub 
RealTime PCR umożliwiają wykrycie specyficznych 
genów determinujących oporność mikroorganizmów 
na określone antybiotyki. Opisano wiele zastosowań 
tych metod dla różnych drobnoustrojów, w tym rów-
nież dla gronkowców i różnych antybiotyków. W prak-
tyce laboratoryjnej najczęściej wykorzystywane jest 
wykrywanie obecności szczepów S. aureus opornych na 
metycylinę na podstawie obecności genu mecA w bada-
nych próbkach [40]. Dostępne są zautomatyzowane sys-
temy wykorzystujące technikę RealTime PCR, jak BD 
GeneOhm MRSA (Becton Dickinson) oraz GeneXpert 
(Cepheid). Szybkie potwierdzenie obecności MRSA we 
krwi pacjentów jest szczególnie istotne na oddziałach 
intensywnej terapii dla niezwłocznego podjęcia sku-
tecznego leczenia [61]. 

Początkowo MALDI-TOF MS wykorzystywano 
jedynie do identyfikacji drobnoustrojów. Obecnie zakres 
zastosowań tej techniki obejmuje także wykrywanie 
bakterii opornych na antybiotyki, pod warunkiem, że 
widma białkowe szczepów opornych i wrażliwych są 
różne [4]. Potwierdzono skuteczność spektrometrii mas 
w wykrywaniu gronkowców opornych na metycylinę 
[41]. Aktualnie metody te nie znajdują jeszcze zastoso-
wania w rutynowej diagnostyce weterynaryjnej. 

Najbardziej innowacyjną i efektywną metodą sek
wencjonowania jest sekwencjonowanie nowej genera-
cji (Next Generation Sequencing, NSG) umożliwiające 
wykrycie obecności wszystkich znanych genów opor-
ności podczas pojedynczej analizy [52]. Upowszechnie-
nie NGS pozwoliło na szybki rozwój sekwencjonowania 
całych genomów (Whole Genome Sequencing, WGS). 
Występowanie określonych genów u badanego szczepu 
bakterii wskazuje na profil jego oporności na anty- 
biotyki. Wysoką zgodność przewidywania profilu opor- 
ności na podstawie genotypu badanego szczepu w po- 
równaniu do jego właściwości fenotypowych wykazano 
dla S. aureus [22] oraz wielu innych drobnoustrojów, 
w tym również Staphylococcus epidermidis [34].

Wadą zastosowania sekwencjonowania nowej gene-
racji do oznaczania lekowrażliwości badanych szczepów 
jest możliwość uzyskania wyników fałszywie dodatnich. 
W przypadku obecności niefunkcjonalnych pseudo- 
genów lub represji genów kodujących pompy typu 
efflux, uzyskuje się wyniki fałszywie dodatnie wskazując 
na oporność. Obecnie panuje pogląd, że w najbliższej 
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przyszłości sekwencjonowanie WGS nie stanie się jed-
nak podstawowym narzędziem diagnostycznym w wy- 
krywaniu oporności wśród gronkowców oraz innych 
bakterii. Choć sekwencjonowanie całych genomów 
patogenów izolowanych z materiału klinicznego jest 
technicznie możliwe, to w porównaniu do rutynowego 
badania lekowrażliwości, nadal pozostaje kosztowne. Co 
najważniejsze, zgodnie z aktualną opinią EUCAST obec-
nie zbyt mało danych potwierdza możliwość wykorzy-
stania wyników WGS do przewidywania lekooporności 
drobnoustrojów oraz wyboru skutecznej terapii [18]. 
W rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej sekwen-
cjonowanie nowej generacji nie jest jeszcze stosowane.

5.	 Wykrywanie oporności gronkowców
	 na metycylinę

Prawidłowe rozpoznanie gatunku gronkowca jest 
niezwykle istotne, ponieważ ma decydujący wpływ na 
dobór antybiotyku użytego w metodzie krążkowo-dyfu-
zyjnej do wykrywania oporności na metycylinę. Krążek 
z oksacyliną jest zalecany do oznaczania oporności na 
metycylinę u szczepów S. pseudintermedius, patogenu 
izolowanego głównie od psów, gdyż wykazano jego 
większą skuteczność w wykrywaniu tego mechanizmu 
oporności, w porównaniu do krążka z cefoksytyną, 
który jest zalecany dla S. aureus [8, 10, 19]. Chociaż, 
u niektórych szczepów S. pseudintermedius opornych na 
metycylinę (Methicillin-resistant S. pseudintermedius, 
MRSP) należących do typu sekwencyjnego 258 stwier-
dzono niskie wartości MIC oksacyliny (0,5–4 µg/ml), 
co może powodować uzyskanie wyników wątpliwych 
w  metodzie krążkowo-dyfuzyjnej z oksacyliną [14, 
20, 60]. W takich przypadkach, o potwierdzeniu opor-
ności na metycylinę decyduje obecność genu mecA 
warunkującego ten typ oporności. Co więcej, niektóre 
izolaty MRSP cechuje heterogenna ekspresja genu 
mecA, kiedy wokół krążka z oksacyliną występuje strefa 
zahamowania wzrostu, a wokół krążka z cefoksytyną 
pojawia się strefa zahamowania wzrostu o średnicy 
pozwalającej na zakwalifikowanie tego szczepu jako 
metycylino-wrażliwego [46]. 

Rekomendacje CLSI oraz EUCAST odnośnie wykry-
wanie oporności na metycylinę uwzględniają jedynie 
S. aureus, S. pseudintermedius oraz CNS, z  wyszcze
gólnieniem S. lugdunensis i S. epidermidis [10, 19]. Bra-
kuje zaleceń dotyczących innych gatunków gronkowców 
koagulazo-dodatnich, takich jak Staphylococcus schlei
feri subsp. coagulans, S. delphini, S. intermedius, jak rów-
nież koagulazo-zmiennych Staphylococcus hyicus oraz 
S. agnetis. Oporność na metycylinę wśród szczepów 
S. schleiferi subsp. coagulans może występować nawet 
u 40% izolatów [36]. Wyniki badań przedstawione przez 
Huse i wsp. (2018) wskazują, że wyniki uzyskane z uży-

ciem metody krążkowo-dyfuzyjnej z  oksacyliną oraz 
wyznaczanie wartości MIC dla oksacyliny interpreto-
wane według kryteriów zalecanych dla S. pseudinter-
medius są także skuteczne w identyfikacji metycylino-
-opornych szczepów S. schleiferi [27]. Gen mecA może 
występować również u gronkowców zaliczanych do 
CNS izolowanych zarówno od zwierząt hodowlanych 
[7, 54], jak i towarzyszących [13]. Oporność na mety-
cylinę szczególnie często występuje u  Staphylcoccus 
haemolyticus (61%) oraz S. epidermidis (55%) [13].

6.	Interpretacja wyników badania lekowrażliwości
	 patogenów weterynaryjnych

Nieodzownym elementem diagnostyki mikrobio-
logicznej jest ocena lekowrażliwości wyizolowanych 
patogenów. W tej kwestii mikrobiologia weterynaryjna 
napotyka na pewne trudności, ponieważ w przypadku 
gronkowców, jak również innych drobnoustrojów izo-
lowanych od zwierząt, wytyczne odnośnie interpretacji 
wyników są niepełne lub nieopracowane [23]. Powstało 
wiele ogólnych standardów i zaleceń międzynarodo-
wych dotyczących sposobu wykonania badań, które 
można stosować badając materiał pochodzący od zwie-
rząt [12, 28, 59]. Jednak interpretacja wyników bada-
nia lekowrażliwości stanowi nadal problem, ponieważ 
brakuje rekomendacji dla wielu patogenów izolowa-
nych od zwierząt. Wyniki uzyskane metodą krążkowo-
-dyfuzyjną lub oznaczania wartość MIC interpretuje się 
najczęściej zgodnie z rekomendacjami opracowanymi 
przez EUCAST lub CLSI, jako aktualnie obowiązujące 
[10, 19]. Działający w naszym kraju Krajowy Ośrodek 
Referencyjny ds. Lekowrażliwości Drobnoustrojów 
(KORLD) opracowuje rekomendacje do interpretacji 
wyników oznaczania lekowrażliwości drobnoustrojów 
na podstawie zaleceń EUCAST, dotyczą one drobno-
ustrojów występujących u ludzi i nie zawierają odręb-
nych klinicznych wartości granicznych dla patogenów 
weterynaryjnych. Wartości graniczne dla szczepów izo-
lowanych od ludzi nie są odpowiednie i nie powinny 
być stosowane dla izolatów pochodzących od różnych 
gatunków zwierząt. Wartości te uwzględniają dawkowa-
nie oraz parametry PK/PD antybiotyków stosowanych 
u ludzi. Jako pewną alternatywę dla badań szczepów 
izolowanych od zwierząt eksperci z EUCAST zalecają 
stosowanie epidemiologicznych wartości granicznych 
(epidemiological cut-off, ECOFF). Jednak wartości te 
wyznaczono również dla patogenów ludzkich, zatem 
postępowanie takie mimo zaleceń ekspertów nie jest 
właściwe. Ponadto, w rekomendacjach przeznaczo-
nych dla medycyny ludzkiej nie uwzględnia się anty-
biotyków stosowanych jedynie u zwierząt, takich jak: 
ceftiofur, cefowecyna, cefquinom czy florfenikol. Do tej 
pory jedynie rekomendacje CLSI z roku 2015 podają 
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kliniczne wartości graniczne dla głównych patogenów 
weterynaryjnych oraz dla wybranych antybiotyków 
[10]. Brakuje w nich jednak wielu danych, przykładowo 
dla gronkowców izolowanych od zwierząt nie podano 
wartości granicznych dla chloramfenikolu, rifampicyny, 
trimetoprimu z sulfametoksazolem oraz tikarcyliny 
z kwasem klawulanowym [10]. 

W ramach EUCAST w roku 2015 utworzono pod-
komitet weterynaryjny (Vet-CAST), którego działal-
ność ma na celu ujednolicenie metod badania oraz 
interpretacji wyników oceny wrażliwości na antybio-
tyki, dla bakterii izolowanych od zwierząt lub bak- 
terii o potencjale zoonotycznym w Europie. Podobnie, 
w  obrębie Europejskiego Towarzystwa Mikrobiologii 
Klinicznej i Chorób Zakaźnych (European Society 
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 
ESCMID) utworzono w 2015 roku Grupę Badaw-
czą Mikrobiologii Weterynaryjnej (European Study 
Group for Veterinary Microbiology, ESGVM), której 
działanie ma na celu harmonizację metod identyfika-
cji oraz badania wrażliwości patogenów weterynaryj-
nych. Prace nad przygotowaniem rekomendacji dla 
patogenów weterynaryjnych w Europie nadal trwają. 
Wiarygodne wartości graniczne powinny być wkrótce 
ustalone dla różnych drobnoustrojów izolowanych od 
poszczególnych gatunków zwierząt. Z uwagi na zja-
wisko rozprzestrzeniania się wśród zwierząt różnych 
gatunków patogenów wielolekoopornych, istnieje pilna 
potrzeba opracowania takich danych, aby interpretacja 
wyników antybiogramów była prawidłowa. 

7.	Przeciwdziałanie narastaniu oporności
	 drobnoustrojów na antybiotyki

Aktualnie, jednym z głównych wyzwań mikrobiolo
gii, w tym również weterynaryjnej jest stale narastająca 
oporność drobnoustrojów na antybiotyki. Programy 
polityki antybiotykowej (antimicrobial stewardship 
programmes) są jednym z wielu działań podejmo-
wanych w  celu przeciwdziałania temu zjawisku. Sto-
sowane są one w wielu szpitalach medycyny ludzkiej, 
uwzględniają szczegółowe zasady współpracy lekarzy 
klinicystów z zespołem ds. antybiotykoterapii w obrę-
bie konkretnych placówek [26]. Programy takie obecnie 
jeszcze rzadko stosowane są w lecznicach i klinikach 
weterynaryjnych, w których zwierzęta mogą przeby-
wać na leczeniu stacjonarnym [24]. Ponadto, także 
w weterynarii należy dążyć do racjonalizacji antybio-
tykoterapii. Działania mające na celu przeciwdzia-
łanie narastaniu oporności drobnoustrojów, w  tym 
także gronkowców, na antybiotyki muszą obejmować 
zarówno obszar medycyny ludzkiej, jak i weterynarii, 
aby były w pełni skuteczne powinny być postrzegane 
jako problem globalny [3]. 

Znaczne kontrowersje związane są ze stosowa-
niem w  weterynarii antybiotyków zaliczonych przez 
Światową Organizację Zdrowia (World Health Orga-
nization, WHO) do krytycznie istotnych dla zdrowia 
publicznego (Critically Important Antimicrobials, 
CIA). Obecnie w weterynarii coraz częściej izolowane 
są drobnoustroje wielolekooporne. Obok wielu Gram-
-ujemnych pałeczek, są to także oporne szczepy gron-
kowców. Mechanizm oporności związany z obecnością 
genu mecA najczęściej stwierdzany jest wśród szczepów 
S. pseudintermedius oraz S. aureus [29], które na ogół 
wykazują również wielolekooporność [31]. Wobec 
braku opcji terapeutycznych lekarze weterynarii mogą 
zatem sięgać po linezolid lub inne środki przeciw
drobnoustrojowe, zaliczane do antybiotyków krytycznie 
istotnych dla zdrowia publicznego. Panuje pogląd, że 
antybiotyki z grupy CIA powinny być zarezerwowane 
do użycia wyłącznie w medycynie ludzkiej, do leczenia 
zakażeń wywoływanych przez drobnoustroje wieloleko-
oporne [21]. W Polsce jak dotąd problem ten nie został 
uregulowany krajowymi rekomendacjami dla lekarzy 
weterynarii. W racjonalnym stosowaniu antybiotyków 
oraz przeciwdziałaniu narastaniu oporności istotną rolę 
odrywają także weterynaryjne laboratoria mikrobiolo-
giczne. W pewnym zakresie mają one wpływ na promo-
wanie środków przeciwdrobnoustrojowych z grupy CIA 
do leczenia zwierząt, o ile są uwzględniane w badaniu 
lekowrażliwości. Jednak ostateczna decyzja o ich stoso-
waniu pozostaje w gestii lekarza weterynarii. Zgodnie 
z ogólnymi rekomendacjami opracowane przez eks-
pertów z Międzynarodowego Stowarzyszenia Chorób 
Zakaźnych Zwierząt Towarzyszących (International 
Society for Companion Animal Infectious Diseases, 
ISCAID), wankomycyna, kabapenemy oraz linezolid 
(zaliczane do CIA) nie powinny być stosowane w wete-
rynarii. W  wyjątkowych przypadkach dopuszczalne 
jest ich użycie, o ile spełnionych zostanie kilka warun-
ków. Należy potwierdzić etiologię zakażenia wyni-
kiem hodowli bakteriologicznej oraz udokumentować 
brak innych opcji terapeutycznych dla wyizolowanego 
szczepu. Leki z grupy CIA można stosować u zwierząt 
jedynie przy realnej szansie na powodzenie leczenia, 
ponadto zalecana jest konsultacja ze specjalistą w dzie-
dzinie chorób zakaźnych zwierząt oraz antybiotyko-
terapii, która powinna ocenić zasadność terapii oraz 
sprecyzować dawkowanie oraz czas trwania leczenia 
[58]. Krajowe rekomendacje odnośnie racjonalnej anty-
biotykoterapii u zwierząt towarzyszących człowiekowi 
opracowane w Danii oraz Szwecji, dotyczące możliwości 
leczenia zakażeń wywoływanych przez szczepy MRSP 
również nie zalecają stosowania CIA. Dopuszczalne jest 
ich użycie jedynie w wyjątkowych okolicznościach i po 
spełnienie wymienionych powyżej warunków [5, 50]. 

Prawne ograniczenia stosowania antybiotyków doty-
czą obecnie tylko zwierząt hodowlanych. Zgodnie z roz-
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porządzeniem Unii Europejskiej nr 1831/2003 stosowa-
nie antybiotyków jako stymulatorów wzrostu u zwierząt 
hodowlanych jest zabronione od roku 2006 [43]. Nie-
które kraje europejskie wprowadzają dalsze ograniczenia 
obowiązujące na ich terytoriach. W  Danii i Holandii 
dotyczą one stosowania u zwierząt hodowlanych fluoro-
chinolonów oraz cefalosporyn trzeciej i czwartej genera-
cji. Można przypuszczać, że szereg działań podejmowa-
nych w skali globalnej w celu racjonalnego stosowania 
antybiotyków doprowadzi w przyszłości do ograniczeń 
lub zakazu stosowania pewnych klas antybiotyków także 
u zwierząt towarzyszących człowiekowi. 

8.  Podsumowanie

Weterynaryjne laboratorium diagnostyczne odgrywa 
kluczową rolę w rozpoznawaniu czynników wywołują-
cych choroby zakaźne. Wprowadzenie nowoczesnych 
metod diagnostyki opartych na analizie materiału 
genetycznego lub profilu białek znacznie skraca czas 
potrzebny do wykrycia bakterii oraz ułatwia prawi-
dłowe rozpoznanie patogenów, co jest szczególnie 
ważne w przypadku izolatów od zwierząt, których 
identyfikacja przy użyciu tradycyjnych metod bioche
micznych w wielu przypadkach jest trudna lub nawet 
niemożliwa. Mimo ciągłego rozwoju metod stosowa-
nych w diagnostyce mikrobiologicznej, laboratoria 
weterynaryjne, na ogół nadal bazują na tradycyjnych 
metodach hodowlanych stosowanych do identyfikacji 
izolatów oraz do badania lekowrażliwości. 

Obecnie zasadniczym wyzwaniem dla weteryna-
ryjnej diagnostyki mikrobiologicznej jest brak ujed-
noliconych metod określania lekowrażliwości drobno-
ustrojów izolowanych od zwierząt oraz brak wartości 
granicznych specyficznych dla poszczególnych anty-
biotyków, gatunków drobnoustrojów pochodzących od 
różnych gatunków zwierząt. Nieodzownym elementem 
skutecznego zwalczania chorób zakaźnych jest także 
wdrożenie racjonalnej antybiotykoterapii w  leczni-
cach oraz klinikach weterynaryjnych. Konieczny jest 
ciągły proces szkoleń podnoszący kwalifikacje perso-
nelu zatrudnionego w laboratoriach weterynaryjnych. 
Zalecenia dotyczące metodyki badań oraz interpretacji 
wyników, odnoszące się do weterynaryjnej diagnostyki 
mikrobiologicznej są pilnie potrzebne i w najbliższym 
czasie prawdopodobnie zostaną opracowane przez 
Vet-CAST oraz ESGVM.
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1.  Wstęp

Współczesne technologie produkcji bioetanolu 
oparte są na jednoetapowym procesie fermentacji eta-
nolowej, połączonym z procesem hydrolizy roślinnych 
polisacharydów (-SSF), który jest dużo wydajniejszy, 
ze względu na uproszczoną linię technologiczną oraz 
skrócenie łącznego czasu hydrolizy i fermentacji [31]. 
Ze względu na to, że w procesie SSF mikroorganizmy 
i enzymy umieszczane są w jednym bioreaktorze, 
drożdże gorzelnicze mają możliwość dużo szybszego 
przekształcania glukozy w etanol, a ciągłe usuwanie 
cukrów z podłoża zmniejsza hamowanie aktywności 
enzymów [12, 50]. Mimo wielu zalet, technologia SSF 
posiada wady, związane z różnicami między optymal-
nymi temperaturami dla działania celulaz i wzrostu 
komórek drożdży Saccharomyces cerevisiae. Optimum 

temperaturowe dla enzymów wynosi 50–60°C, podczas 
gdy zakres temperatur, przy których wzrastają drożdże 
gorzelnicze mieści się w granicach od 30 do 37°C [6, 
11, 42]. Prowadzenie hydrolizy w temperaturach wła-
ściwych dla drożdży spowalnia jej przebieg, zmniej-
szając tempo wytwarzania etanolu [56]. Dla wydajnej 
konwersji biomasy do etanolu ważne jest, by drożdże 
S. cerevisiae były odporne na pogarszające się warunki 
środowiska zewnętrznego, w których wzrastają i meta-
bolizują [14, 22, 26]. Podczas produkcji bioetanolu 
poważną przeszkodą dla drożdży jest stosowanie brze-
czek fermentacyjnych o wysokiej gęstości, czego kon-
sekwencją jest zwiększone ciśnienie osmotyczne. Inną 
operacją jednostkową, wykorzystywaną w przemyśle 
gorzelniczym, jest wysokotemperaturowa obróbka 
hydrotermiczna, ułatwiająca działanie enzymów celulo-
litycznych i hemicelulolitycznych, a przebiegająca czę-
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sto w temperaturze powyżej 200°C. W takich warun-
kach tworzy się wiele różnych toksyn jak kwas octowy, 
furfural i hydroksyfurfural, które wpływają negatywnie 
na fizjologię drożdży [22].

Od lat trwają poszukiwania szczepów drożdży 
o zwiększonej tolerancji na czynniki stresowe. Najtrud-
niejszym elementem przy konstrukcji takich szczepów 
jest połączenie w jednym mikroorganizmie jednocze-
śnie kilku korzystnych cech. Dotychczas stosowane 
metody nie gwarantowały pozyskanie szczepów dłu-
gotrwale zachowujących pozytywne cechy. W ostatnich 
latach pojawiły się nowe techniki modyfikacji gene-
tycznej drożdży, umożliwiające uzyskanie szczepów 
łączącego kilka unikalnych, przydatnych przemysłowo 
właściwości technologicznych.

2.  Drożdże Saccharomyces cerevisiae

Drożdże to jednokomórkowce, których kształt uza-
leżniony jest od rodzaju drożdży, a także stanu fizjolo-
gicznego komórek. Istotne oddziaływanie na ich kształt 
mają również radykalne warunki środowiskowe. Nato-
miast wielkość komórek zależy od gatunku, stopnia roz-
woju oraz warunków hodowli [8].

Ściana komórkowa drożdży stanowi średnio 10–25% 
s.s. całej masy komórkowej, udział ten zależy przede 
wszystkim od warunków wzrostu. Głównymi składni- 
kami ściany komórkowej wszystkich grzybów są polisa-
charydy i glikoproteiny. W obecności środowiska hiper-
tonicznego komórka zaczyna się bardzo gwałtownie kur-
czyć i dochodzi wtedy do utraty nawet 60% pierwotnej 
objętości [24]. Z kolei w środowisku hypoosmotycznym, 
gdy woda przenika do wnętrza komórki, dochodzi do 
jej pęcznienia, co może spowodować rozerwanie błony 
komórkowej i śmierć samej komórki [8, 34]. Drożdże 
w większości są organizmami mezofilnymi i najlepiej 
wzrastają w temperaturze 20–28°C, choć są też gatunki 
psychrofilne (4–15°C) oraz termofilne (powyżej 30°C) 
[8]. Komórki drożdży rosną prawidłowo w obecności 
wody, gdyż od wody zależne są przemiany metaboliczne 
i transport składników odżywczych. Istotne jest także 
stężenie cukrów i soli rozpuszczonych w wodzie, które 
w dużej ilości powodują obniżenie aktywności wody 
(aw). Optymalna aktywność wody odpowiada opty-
malnemu cieśnieniu osmotycznemu, wtedy szybkość 
wzrostu i aktywność życiowa drożdży jest największa 
[8, 29, 43]. Saccharomyces cerevisiae klasyfikowane są 
do drożdży, których optimum temperaturowe mieści się 
w zakresie 30–35°C, a nieznaczne odchylenia od mini-
mum i maksimum uzależnione są od poszczególnych 
szczepów [55]. Zbyt wysoka, jak również zbyt niska 
temperatura powoduje uszkodzenie cytoplazmatycznej 
błony komórkowej, co w efekcie prowadzi do zaburze-
nia jej przepuszczalności [44].

2.1.  Genom drożdży

Genom drożdży S. cerevsiae był w historii genetyki 
pierwszym genomem eukariotycznym, który został 
zsekwencjonowany w całości. Dokładnie 24 kwietnia 
1996 roku, dzięki współpracy 600 naukowców z Europy, 
Ameryki Północnej i Japonii, oficjalnie przedstawiono 
jego pełną sekwencję nukleotydową [15, 19, 32]. Grzyby 
jako najprostsze eukarionty mają genomy mniejsze, ale 
już kręgowce, mają genomy zdecydowanie większe. Jed-
nakże zależność ta, nie jest do końca jasna, co opisuje 
tzw. paradoks wartości C (ilość DNA w haploidalnym 
genomie). W drugiej połowie XX w. przeprowadzono 
badania, które wykazały, że w  genomach organiz- 
mów mniej złożonych, są dużo lepiej zagospodarowane 
przestrzenie, a geny znajdują się bardzo blisko siebie 
i stąd ich ilość jest większa [2]. Genom drożdży zawiera 
większą liczbę genów, a wśród nich tylko nieliczne geny 
są nieciągłe (poprzerywane odcinkami niekodującymi), 
posiada także niewiele powtarzających się sekwencji 
rozproszonych w genomie. Według doniesień nauko-
wych prawie 23% genomu drożdży jest niemal iden-
tyczne jak genomu ludzkiego [9]. 

Plastyczność genomu drożdży jest bardzo ważnym 
warunkiem wpływającym na dynamiczną adaptację do 
zmian środowiskowych. Geny, a nawet całe operony, są 
przenoszone jako mobilne jednostki genetyczne przez 
wewnątrzkomórkowe i międzykomórkowe transfery. 
Następnie geny lub też operony ulegają rozległym pro-
cesom rekombinacji. W przypadku organizmów euka-
riotycznych powtarzające się sekwencje odgrywają 
jeszcze istotniejszą rolę. W genomie eukariotycznym 
aż 50% stanowią elementy ruchome, które mogą działać 
jako rekombinacyjne „hot-spots” (tzw. gorące miejsca, 
bardzo podatne na mutacje), do których sekwencje 
chętniej się przyłączają [38]. Dzięki temu możliwe jest 
zapewnienie skuteczności opisywanej w tym artykule 
metody tasowania genomowego.

2.2.	 Udział drożdży Saccharomyces cerevisiae
	 w procesie produkcji bioetanolu

Fermentacja glukozy do etanolu i dwutlenku węgla 
przez drożdże odbywa się na szlaku fruktozobisfosfo-
ranowym, w którym metabolizowana jest jedna czą-
steczka glukozy, powstają dwie cząsteczki pirogronianu, 
przekształcane w następnym etapie do aldehydu octo-
wego, ulegającego redukcji do etanolu. Dochodzi także 
do wydzielenia ditlenku węgla. Powstające w wyniku 
glikolizy dwa mole ATP są wykorzystywane do pro-
cesów biosyntezy składników komórek drożdży, która 
obejmuje szereg bioreakcji wymagających energii [16, 
44]. Stąd też, produkcja etanolu jest w istotny sposób 
połączona ze wzrostem komórek drożdży. Bez ciąg
łego wykorzystania cząsteczek ATP przez drożdże do 



280 ALEKSANDRA WAWRO

ich wzrostu, glikoliza zostaje natychmiast zatrzymana, 
ponieważ kumulacja wewnątrzkomórkowa cząsteczek 
ATP powoduje hamowanie działania fosfofruktokinazy 
(PFK), jednego z najważniejszych enzymów regulacyj-
nych procesu glikolizy [3]. 

Maksymalne stężenie etanolu jest zależne od odpor-
ności drożdży na powstały produkt, a wraz ze wzrostem 
stężenia etanolu szybkość fermentacji zawsze ulega zna-
czącemu spowolnieniu. Toksyczne działanie etanolu 
wpływa na procesy metaboliczne, a jego najsilniejsze 
działanie przypada na etap rozmnażania komórek 
drożdży. Odporność drożdży na etanol zależy przede 
wszystkim od składu chemicznego ich błony cytoplaz
matycznej, co z kolei wynika z obecności lub braku 
tlenu w środowisku [10, 23].

Głównymi cechami drożdży gorzelniczych S. cere-
visiae jest zdolność do przeprowadzenia szybkiej 
i dynamicznej fermentacji etanolowej, a także odpor-
ność na 10–15% stężenia etanolu oraz wysoka zdol-
ność fermentowania cukrów z grupy heksoz (glukoza, 
maltoza, sacharoza, galaktoza). Drożdże najefektyw- 
niej fermentują w temperaturze 30–33°C przy sto-
sunkowo niskim pH. Są odporne na działanie takich 
kwasów organicznych, jak kwas winowy, jabłkowy czy 
cytrynowy i innych kwasów nielotnych. Natomiast 
kwasy lotne, takie jak octowy, są dla drożdży toksyczne 
[13, 27, 30, 39].

3.  Kierunki ulepszania genetycznego

Istnieje bardzo wiele czynników fizycznych, che-
micznych i biologicznych środowiska zewnętrznego, 
które w istotny sposób wpływają na wzrost i metabo-
lizm komórek drożdży S. cerevisiae [22, 47]. Do najważ-
niejszych zmian środowiskowych, nazywanych często 
stresami środowiskowymi, które determinują działanie 
mikroorganizmów podczas procesu fermentacji eta-
nolowej należą: podwyższenie temperatury procesu, 
związane z zastosowaniem technologii SSF (stres tem-
peraturowy), zwiększenie ciśnienia osmotycznego, ze 
względu na wysoki poziom cukru (stres osmotyczny), 
zwiększenie stężenia etanolu, co jeszcze bardziej pogłę-
bia stres osmotyczny i powoduje hamowanie wzrostu 
drożdży, zwiększenie stężenia toksycznych związków 
chemicznych, takich jak: furfural, hydroksyfurfural 
oraz kwas octowy, zwiększenie toksyczności powstają-
cej w wyniku peroksydacji lipidów oraz produkcji rod-
ników nadtlenkowych i związków aldehydowych (stres 
oksydacyjny) a także stres mechaniczny, wynikający 
z działania urządzeń stosowanych podczas procesu fer-
mentacji, prowadzący do uszkodzeń komórek drożdży 
[22]. Względna odporność S. cerevisiae na pojawiające 
się stresy środowiskowe, jest powodem najczęstszego 
wyboru tego gatunku mikroorganizmów do procesów 

fermentacyjnych [37]. Jednakże, konieczne jest pozna-
wanie mechanizmów odpowiedzi komórek drożdży 
gorzelniczych na stresy środowiskowe oraz podejmo-
wanie próby maksymalnego zredukowania negatyw-
nych skutków, co bezpośrednio łączy się z usprawnia-
niem przebiegu procesu produkcji bioetanolu.

Drożdże gorzelnicze wykazują dużą zdolność do 
rozkładu glukozy i w konsekwencji do wytwarzania 
bioetanolu, zarówno w przypadku surowców skro-
biowych, jak i lignocelulozowych. Istotny problem 
stanowi jednak brak zdolności do biosyntezy enzy-
mów niezbędnych do przekształcania polisacharydów. 
W przypadku polimerów skrobiowych bardzo ważne 
są enzymy amylolityczne, natomiast do hydrolizy bio-
masy lignocelulozowej kluczowe jest działanie enzy-
mów celulolitycznych i hemicelulolitycznych. Obecnie 
szeroką perspektywę stanowią rekombinanty drożdży 
S. cerevisiae, które dzięki swoim nowo nabytym właści-
wościom, w sposób bezpośredni przekształcają skrobię 
i celulozę do glukozy [25, 60].

Drożdże gorzelnicze S. cerevisiae stosowane w pro
cesie fermentacji etanolowej nie są zdolne do fermen-
tacji pentoz [52]. Nie posiadają także wystarczającej 
aktywności celulolitycznej, hemicelulolitycznej i amy-
lolitycznej [55]. Pierwsze próby opracowania metod 
inżynierii metabolizmu cukrów prostych u droż-
dży zostały podjęte w latach 70. dwudziestego wieku 
[17]. Zasadniczym celem jest wytworzenie zdolności 
szczepów produkujących etanol do rozkładu pentoz. 
Jednym z głównych kierunków w tym zakresie, jest 
metoda polegająca na wprowadzeniu do komórek droż-
dży genów metabolizmu ksylozy i arabinozy z innych 
organizmów. Pomimo tego, że drożdże S. cerevisiae nie 
mają zdolności metabolizmu ksylozy, to na podłożu 
z  ksylulozą w warunkach ograniczonego natleniania 
wytwarzają nieznaczne ilości etanolu. Ksyluloza jest 
poddawana reakcjom utleniania i redukcji, a  przed-
tem jest fosforylowana przez ksylulokinazę (XKS1) do 
ksylulozo-5-fosforanu. W następstwie, podczas reakcji 
szlaku pentozo-fosforanowego zostaje przekształcona 
do intermediatów glikolizy, co w ostateczności może 
prowadzić do wyprodukowania etanolu [40, 51]. 

4.  Metody ulepszania genetycznego

W ostatnich kilkudziesięciu latach najczęściej sto-
sowanymi metodami ulepszania genetycznego szcze-
pów były metody klasyczne, jak mutagenizacja i fuzja 
protoplastów, a także metody inżynierii genetycznej 
wykorzystujące technologie rekombinacji DNA in vitro 
–  klonowanie genów [18, 33, 58]. Klasyczne metody 
doskonalenia drobnoustrojów są znane od początku 
istnienia przemysłu biotechnologicznego, a jednak ich 
zakres możliwości modyfikacyjnych jest ograniczony. 
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Z  kolei inżynieria genetyczna stwarza dużo większą 
szansę na uzyskanie szczepów o nowych właściwo-
ściach [36]. Odpowiedź komórek S. cerevisiae na stresy 
środowiskowe jest kontrolowana przez system wielo-
genowy, który rozmieszczony jest w genomie drożdży 
w  wielu loci. Wiele z tych genów nie jest dostatecz- 
nie scharakteryzowana fenotypowo i mało jest danych 
na temat ich organizacji, stąd klasyczne metody inży-
nierii genetycznej są mało przydatne podczas oddziały-
wania na tolerancję komórkową. Dlatego też istotnym 
narzędziem doskonalenia przemysłowych szczepów 
mikroorganizmów stała się inżyniera kombinato-
ryczna i należąca do niej metoda tasowania genomo-
wego. Technika ta pozwala na ukierunkowaną ewolucję 
całych organizmów poprzez rekurencyjne rekombina-
cje na poziomie genomu [7].

Wraz z rozwojem technik inżynierii biologii mole-
kularnej oraz inżynierii genetycznej, coraz prostsze 
jest bezpośrednie wprowadzanie zmian do materiału 
genetycznego, a ocena efektów tych zmian nabiera zna-
czenia. Analizą efektów zmian genetycznych posługuje 
się inżyniera metaboliczna [18]. Została opisana jako 
„ukierunkowana poprawa tworzenia produktów lub 
właściwości komórkowych poprzez modyfikacje spe-
cyficznych reakcji biochemicznych lub wprowadzenie 
nowych, z wykorzystaniem technologii rekombinacji 
DNA” [49]. Inżynieria metaboliczna uwzględnia całe 
systemy komórkowe oraz wszelkie manipulacje gene-
tyczne zmieniające ogólną wydajność bioprocesów, co 
odróżnia ją od prostych metod inżynierii genetycznej 
[5]. Inżynieria metaboliczna jest interdyscyplinarną 
dziedziną, która wykorzystuje zasady inżynierii reakcji 
chemicznych, informatyki, biochemii i biologii mole-
kularnej w celu modyfikacji szlaków metabolicznych 
i  uzyskania maksymalnego strumienia wybranego 
metabolitu [28]. Zastosowanie inżynierii metabolicznej 
dla poprawy fenotypów wynika z pojawienia się bar-
dziej wszechstronnych narzędzi genetycznych, a także 
ze wzbogaconej wiedzy o komórce mikroorganizmów. 
Mimo niezwykłych rezultatów, jakie zostały osiągnięte 
poprzez zastosowanie inżynierii metabolicznej, braki 
dotyczące szczegółowej wiedzy na temat relacji geno-
typ-fenotyp ograniczają wykorzystywanie tej metody 
[21]. Za to coraz częściej pojawiają się doniesienia 
naukowe sugerujące łączenie inżynierii metabolicznej 
z tasowaniem genomowym. Podejście tasowania geno-
mowego ma potencjał do ułatwienia działań inżynierii 
metabolicznej i stanowi jej alternatywę, prowadząc do 
szybkiego uzyskania pożądanych fenotypów i generowa-
nia ulepszonych szczepów przemysłowych [21, 48, 53]. 
Technika ta może być zintegrowana z inżynierią meta-
boliczną w celu promowania zdolności ewolucyjnych 
złożonego fenotypu. Metody, takie jak tasowanie geno-
mowe powinny być włączone jako integralne części 
narzędzi nowoczesnej inżynierii metabolicznej [21].

5.  Tasowanie genomowe

Tasowanie genomowe (genome shuffling) należy do 
narzędzi inżynierii kombinatorycznej. Po raz pierwszy 
metoda ta została zaprezentowana w 2002 roku przez 
zespół Willema P.C. Stemmera. Badacze ci, koncen-
trowali się przede wszystkim na poprawie szczepów 
poprzez tasowanie DNA oraz ewolucję ukierunko-
waną. Technika tasowania DNA to metoda in vitro 
homologicznej rekombinacji puli wybranych genów 
zmutowanych przez losową fragmentację i ponowną 
łańcuchową reakcję polimerazy. Dzięki tasowaniu 
DNA, udało się uzyskać ukierunkowaną ewolucję 
kilku genów, dlatego też jako podobną strategię zapro-
ponowano właśnie tasowanie genomowe [21]. Proces 
ten łączy w sobie zaletę krzyżowania wielu rodziców, 
umożliwionego przez tasowanie DNA, a także rekombi-
nacji całych genomów, związanej z konwencjonalnymi 
hodowlami lub też fuzją protoplastów [1]. Dzięki taso-
waniu możliwa jest jednoczesna zmiana genetyczna 
w różnych pozycjach całego genomu, oparta na pla-
styczności genomu, bez konieczności zdobywania 
danych na temat jego sekwencji [21, 38]. Ze względu 
na jednoczesne zmiany w różnych pozycjach genomu, 
tasowanie umożliwia zgromadzenie pozytywnych 
mutacji oraz eliminację tych zbędnych, a zatem daje 
możliwość pozyskania mikroorganizmów najlepiej 
dopasowanych do wybranych warunków hodowli [54]. 

Tasowanie genomowe bazuje na wytwarzaniu ge- 
netycznej oraz fenotypowej różnorodności w popula-
cji w  następstwie badań przesiewowych oraz selekcji 
ulepszonych fenotypów [21]. Podczas gdy klasyczne 
metody ulepszania mikroorganizmów pomagają jedy-
nie wybrać mutanty do następnych rund, tasowanie 
genomowe wykorzystuje znacznie większą propor-
cję różnorodności obecnej w danej populacji [48]. 
Dotychczas stosowane metody ulepszania mikro
organizmów nie gwarantowały pozyskania szczepów, 
które długotrwale zachowywałyby pożądane cechy. 
Tasowanie pozwala na łączenie całych genomów, co 
stwarza szansę na to, że nowy szczep będzie posiadał 
cenne geny funkcjonalne łącznie z ich kompletnymi 
operonami, zawierającymi obok genów funkcjonalnych 
także geny regulujące ich ekspresję. Daje to możliwość 
długotrwałego utrzymania pożądanego fenotypu przez 
powstałe hybrydy. Naukowcy z grupy W.C.P. Stemmera, 
dokonali porównania efektów ulepszania szczepów 
dokonanych metodami klasycznymi i metodą taso-
wania genomowego. Autorzy stwierdzili, że 20 rund 
klasycznych metod poprawy szczepu, przy wykorzy-
staniu ok. miliona testów, wykonywanych przez okres 
20  lat, pozwoliło na uzyskanie 6-krotnie większej 
produkcji naturalnych wtórnych metabolitów przez 
szczepy. Natomiast w przypadku tasowania, już dwie 
rundy były wystarczające do osiągnięcia podobnych 
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wyników, w  ciągu jednego roku i przy użyciu tylko 
24 tys. testów [61].

Technika tasowania jest szczególnie odpowiednia 
dla poprawy wielu cech fenotypowych, które są trudne 
do zmodyfikowania poprzez metody tradycyjne, ze 
względu na brak informacji na temat zestawu genów, 
które muszą zostać zmodyfikowane, by móc wywołać 
korzystny wpływ zmian [4]. W porównaniu z innymi 
technikami inżynierii genetycznej, tasowanie geno-
mowe jest dużo wygodniejsze i łatwiejsze do realizo-
wania. Zastosowanie tej metody nie wymaga drogich 
urządzeń i materiałów, stąd też jej koszt nie jest wysoki. 
Ponadto, z uwagi na relatywnie prostą i precyzyjną 
możliwość wykonania, tasowanie może być upowszech-
nione w wielu laboratoriach badawczych [21].

Tasowanie genomowe to technika oparta na fuzji 
protoplastów stosowanej do modyfikacji cech fenotypo-
wych już od późnych lat 70. dwudziestego wieku. Pro-
toplasty pochodzące z różnych szczepów z sukcesem 
są łączone, co wskazuje na bardzo szerokie zastosowa-
nie techniki w inżynierii komórki [21, 38]. Pomimo 
tego, że metoda tasowania genomowego pochodzi 
od fuzji protoplastów, to w istotny sposób różni się 
od niej. Jak już wspomniano, konwencjonalna fuzja 
odbywa się pomiędzy dwiema komórkami o różnych 
cechach genetycznych i w konsekwencji można uzy-
skać silne rekombinanty z cechami pochodzącym od 
obu rodziców. Efekt rekombinacji wynika z połączenia 
tylko dwojga rodziców z jednego pokolenia. Tasowanie 
genomowe umożliwia kombinację pomiędzy wieloma 
rodzicami z każdego pokolenia, a także kilka powtarza-
jących się rund fuzji genomu. Możliwe jest także łącze-
nie genomów pochodzących od organizmów należą-
cych do odległych grup taksonomicznych i przyłączenie 
do genomu danej komórki fragmentów wyizolowanego 
DNA. Takie podejście zdecydowanie zwiększa różno-
rodność genetyczną potomstwa i znacząco podwyższa 
szansę na uzyskanie wysokiej wydajności szczepu. 

Efektywność tasowania genomowego jest wyższa niż 
konwencjonalnych metod, takich jak mutagenizacja czy 
fuzja protoplastów, gdyż technika ta przyspiesza proces 
poprawy właściwości szczepów poprzez rekursywną 
fuzję protoplastów pomiędzy szczepami wielu rodzi-
ców. Jeżeli zaangażowana jest większa liczba szczepów 
rodzicielskich, wtedy można uzyskać proporcjonalnie 
więcej hybryd. Konieczne jest wskazanie, że kluczową 
zaletą tasowania jest wzmacnianie różnorodności gene-
tycznej populacji potomstwa. Ważny jest też fakt, że 
metoda tasowania genomowego nie ogranicza się tylko 
do mikroorganizmów, które mają „klarowne” podłoże 
genetyczne. Mimo że, konwencjonalna technologia 
rekombinacji genu pozwala na kombinacje między 
wieloma rodzicami, to odnosi się tylko do fragmentów 
DNA, a nie do całych genomów. Wprawdzie fenotyp 
komórkowy jest przejawem globalnego poziomu eks-

presji genu, zapotrzebowania metabolicznego czy stre-
sów komórki, to jednak profil komórkowy zależy od 
ekspresji dużej liczby genów, które są słabo poznane 
i bardzo szeroko rozmieszczone w genomie. Tasowa-
nie jako strategia inżynierii całych genomów, mająca 
możliwości wykorzystywania mikroorganizmów bez 
znajomości podłoża genetycznego, jest dużo bardziej 
skuteczna [21, 41]. Biorąc pod uwagę, że tasowa-
nie genomowe opiera się na naturalnej rekombinacji 
homologicznej, otrzymana zmutowana populacja, nie 
jest uważana za organizmy zmodyfikowane genetycz-
nie. Ulepszone tą metodą szczepy mogą być stosowane 
m.in. do produkcji bioetanolu [21, 38, 46, 59]. 

Biblioteka szczepów rodzicielskich jest konstruo
wana na bazie skriningu szczepów wyjściowych (dzi-
kich) lub mutantów w oparciu o różnice fenotypowe. 
Tworzenie biblioteki ma też na celu generowanie więk-
szej liczby genotypów. Pożądane szczepy w kolejnym 
etapie ulegają rekursywnej fuzji protoplastów. Główną 
ideą selekcji szczepów rodzicielskich jest właśnie 
wytworzenie różnorodności fenotypowej oraz geno-
typowej. Brak doboru odpowiedniej selekcji powo-
duje, że nie zostaje uzyskany pożądany fenotyp. Do 
pierwszego etapu tasowania powinny być stosowane 
zarówno szczepy dzikie z wysoką wydajnością, jak 
i populacje o zwiększonej różnorodności. Konstrukcja 
biblioteki szczepów rodzicielskich bazuje na klasycz-
nym podejściu, takim jak mutagenizacja, która jest 
wiodącą metodą aktywowania zróżnicowanej popula-
cji [21]. W tym procesie szczep dziki poddawany jest 
jednej lub kilku rundom mutagenizacji, przy udziale 
mutagenu. Tasowanie genomowe wykorzystuje różno-
rodność wśród populacji już istniejących i pozwala na 
tzw. krzyżowanie wsteczne (potomka z rodzicem), aby 
wyeliminować nieistotne lub szkodliwe zmiany genów, 
które mogą gromadzić się w trakcie przebiegu losowej 
mutagenizacji [41]. Selekcja szczepów rodzicielskich 
jest skoncentrowana na docelowym fenotypie, takim 
jak produktywność metabolitów czy odporność na 
czynniki środowiska zewnętrznego. Często zdarza się, 
że szczepy o zwiększonej produktywności czy więk-
szej tolerancji na warunki środowiska, charakteryzują 
się osłabionym wzrostem [21]. Następnym etapem 
tasowania genomowego jest fuzja protoplastów, która 
umożliwia homologiczną rekombinację genomów [41]. 
Konwencjonalna fuzja protoplastów jest bardzo efek-
tywną metodą, powodującą wysoką częstotliwość trans-
feru genu i wydajność rekombinacji. Jednak odnosi się 
to tylko do sytuacji, gdy mamy dwoje rodziców, bo 
gdy fuzja odbywa się między wieloma rodzicami, jej 
wydajność jest niska. Problem ten rozwiązuje tasowa-
nie genomowe zawierające metodę rekursywnej fuzji 
protoplastów pomiędzy wieloma różnymi szczepami 
rodzicielskimi w każdym pokoleniu, która zapewnia 
wymianę informacji w obrębie populacji. Już po dwóch 
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rundach fuzji można uzyskać szczep charakteryzu-
jący się kilkoma ulepszonymi cechami fenotypowymi 
[21]. Wysoka wydajność rekurencyjnej fuzji protopla-
stów jest istotą sukcesu tasowania genomowego [57]. 
Ostatnim etapem tasowania genomowego jest wybór 
pożądanego fenotypu z wykorzystaniem metody skri-
ningu. Jest to jeden z ważniejszych kroków całej pro-
cedury tasowania. Klasyczne metody skriningu bazują 
na charakterystyce fizykochemicznej i biochemicznej, 
a także na markerach genetycznych [11]. Coraz bardziej 
ekspansywny jest także rozwój wysokowydajnej proce-
dury skriningu dla zwiększenia sukcesu uzyskania ulep-
szonego fenotypu. Decydujące zmiany w procedurze 
badań przesiewowych, a także technologie analityczne 
takie jak HPLC czy spektroskopia mas, dają szansę na 
przetestowanie obszernych bibliotek szczepów i sukces 
w izolacji pożądanych fenotypów [21]. 

5.1.	 Doskonalenie cech drożdży Saccharomyces
	 cerevisiae metodą tasowania genomowego

Doniesienia naukowe wskazują na poprawę cech 
fenotypowych szczepów drożdży gorzelniczych S. cere-
visiae, uzyskanych metodą tasowania genomowego. 
W swoich publikacjach wielu naukowców opisuje, że 
już po dwóch rundach tasowania udało im się pozy-
skać szczepy z pożądanymi właściwościami technolo-
gicznymi. Steensels i wsp. zoobserwowali, że metoda 
tasowania genomowego jest bardzo szybka, z uwagi 
na to, że dwie rundy pozwalają na uzyskanie efektu, 
którego osiągnięcie jeszcze kilka lat temu, wyma-
gało co najmniej dwóch dekad badań i ogromnego 
nakładu finansowego [48]. Zheng i wsp. po dwóch 
rundach tasowania genomowego pozyskali szczep 
drożdży S. cerevisiae odznaczający się o 21,6% większą 
aktywnością fermentacyjną. Wykazali, że w jednym 
ulepszonym szczepie znajduje się kilka pożądanych 
technologicznie cech, w tym odporność na obecność 
toksycznego metabolitu jakim jest kwas octowy [62]. 
Gong i wsp. po przeprowadzeniu tasowania genomo-
wego, wyizolowali ponad 200  ulepszonych szczepów 
S. cerevisiae, które po wstępnej selekcji ograniczyli do 
21 szczepów, produkujących większą ilość etanolu niż 
szczepy rodzicielskie, a spśród nich wybrali dwa wyka-
zały termotolerancję w temp. 43°C [20]. Podobne prace 
badawcze prowadził Orosco i wsp. Autorzy Ci zastoso-
wali tasowanie genomowe, aby zwiększyć odporności 
drożdży S. cerevisiae na podwyższoną temperaturę 
i  zawartość etanolu. Po przeprowadzeniu kilku rund 
tasowania, uzyskali szczep, który w temp. 42°C i przy 
18% stężeniu etanolu charakteryzował się o ponad 10% 
wyższą aktywnością fermntacyjną niż przemysłowy 
szczep wyjściowy [35]. Z kolei Shi i współ. wykonali 
trzy rundy tasowania i otrzymali bardzo cenny szczep 
drożdży S. cerevisiae, który potrafił w temp. 45°C i przy 

20% stężeniu etanolu wyprodukować 10% (w/v) eta-
nolu [45]. Jak dowodzą przytoczone powyżej wyniki 
badań, możliwe jest uzyskanie nowych hybryd drożdży 
gorzelniczych, posiadających istotne z punktu widzenia 
przemysłu gorzelniczego cechy. Jednakże do osiągnię-
cia pełnego sukcesu tej metody, konieczna jest weryfi-
kacja cech użytkowych nowego, ulepszonego szczepu 
drożdży, wymagająca podjęcia badań nad stabilnością 
zarówno fenotypu jak i genotypu. 

6.  Podsumowanie

Tasowanie genomowe to jedna z nowych tech-
nik, która wykorzystuje już istniejącą różnorodność 
w znacznie większym stopniu. Coraz szersze są zatem 
perspektywy uzyskania pożądanych szczepów drożdży 
gorzelniczych o zwiększonej odporności na stresy śro-
dowiskowe. Istotne jest także to, że większość metod 
ulepszania właściwości szczepu nie wyklucza się wza-
jemnie, lecz można je łączyć, żeby stworzyć jeszcze 
większe zmienności, a także zminimalizować wady 
poszczególnych technik. Można to zaobserwować 
choćby przy połączeniu losowej mutagenizacji z wie-
lokrotnymi rundami tasowania genomowego, co jest 
bardzo przyszłościowym rozwiązaniem, w odniesie-
niu do rekombinacji zarówno oczekiwanych mutacji, 
jak i do zlikwidowania szkodliwych mutacji. Taso-
wanie genomowe to technika szybka, wygodna i ma 
ogromny potencjał pozyskiwania pożądanych cech 
fenotypowych. Stąd też, metoda ta znajduje coraz to 
szersze zastosowanie w innowacyjnych badaniach nad 
cechami technologicznymi drożdży S. cerevisiae stoso-
wanych w produkcji bioetanolu.
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Poniżej w punktach, w formie skrótowej przedstawiono omawiane sprawy na wirtualnych zebraniach Prezy-
dium ZG PTM oraz spotkaniach z udziałem członków Prezydium.

  1.	 PTM otrzymało dofinansowanie z MNiSW na Działalność Upowszechniającą Naukę związaną z moderni-
zacją w latach 2018–2019 czasopism PTM: Polish Journal of Microbiology i Postępów Mikrobiologii na kwotę 
65 200 zł. Otrzymane środki będą przeznaczone zgodnie z zadaniami określonymi w zaakceptowanym przez 
MNiSW wniosku na:

	 a)  zakup puli numerów DOI dla publikowanych artykułów PJM
	 b)  zakup puli numerów DOI dla publikowanych artykułów PM
	 c)  wdrożenie nowoczesnej platformy publikacji czasopisma PJM
	 d)  profesjonalne tłumaczenie artykułów z języka polskiego na angielski dla PM
  2.	 Podpisano umowę z firmą z Lublina na tłumaczenie na język angielski prawie 500 stron maszynopisów prac 

składanych do Postępów Mikrobiologii do zeszytów 3 i 4 w 2018 r.
  3.	 Złożono wniosek do Biblioteki Narodowej i otrzymano numer ISSN dla wydawanej tylko on-line wersji Postępy 

Mikrobiologii. Docelowo chcemy, aby wersja on-line w dużej mierze zawierała publikacje w języku angielskim. 
Powinna wtedy poprawić się cytowalność publikacji kwartalnika oraz wzrosnąć jego Impact Factor.

  4.	 W toku są prace związane z tworzeniem anglojęzycznej strony czasopisma Postępy Mikrobiologii.
  5.	 Przekazano pełnomocnictwo radcom prawnym do reprezentowania ZG PTM w obszarze uaktualnienia danych 

w KRS dotyczących czasopism PTM – Polish Journal of Microbiology oraz Postępy Mikrobiologii.
  6.	 Zakończyły się działania związane z wprowadzeniem nowego Statutu PTM. Został on wpisany do Krajowego 

Rejestru Sądowego. Nowy Statut PTM z dnia 23.09.2017 r. jest dostępny na stronie internetowej PTM.
  7.	 W oparciu o nowy Statut PTM z dnia 23.09.2017 r. została uporządkowana lista członków PTM. W dniu 

21.06.2018 r. wysłaliśmy zawiadomienie o zamiarze skreślenia z listy członków PTM (drogą listowną 
– 22 osoby, drogą elektroniczną – 73 osoby) do członków zalegających z opłatą za składki członkowskie. 
Ostatecznie Uchwałą nr 29–2018 zostało ponad 80 osób usuniętych z grona członków PTM za niepłacenie 
składek członkowskich.

  8.	 Dnia 16 lipca 2018 r. odbyło się internetowe głosowanie 5 Uchwał Prezydium ZG PTM. Uchwałą nr 28–2018 
przyjęto 12 nowych członków zwyczajnych PTM. 

  9.	 W dniach 7–8 września w Warszawie odbyło się spotkanie „45 FEMS” zorganizowane po raz pierwszy 
w naszym kraju przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologów. Na nasze zaproszenie przyjechali przedstawiciele 
35 europejskich towarzystw mikrobiologicznych reprezentujących: Armeńskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; 
Stowarzyszenie na rzecz Mikrobiologii Ogólnej i Stosowanej; Austriackie Towarzystwo Molekularnych Nauk 
Przyrodniczych i Biotechnologii; Białoruskie Pozarządowe Towarzystwo Mikrobiologów; Belgijskie Towa-
rzystwo Mikrobiologiczne, Brytyjskie Towarzystwo Mykologiczne; Brytyjskie Towarzystwo Fykologiczne; 
Bułgarskie Towarzystwo Mikrobiologiczne (Unia Naukowców w Bułgarii); Chorwackie Towarzystwo Mikro-
biologiczne; Duńskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Estońskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Fińskie 
Towarzystwo Biochemiczne, Biofizyczne i Mikrobiologiczne; Francuskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; 
Niemieckie Towarzystwo Higieny i Mikrobiologii; Międzynarodowe Stowarzyszenie Biodeterioracji i Bio
degradacji; Międzyregionalne Rosyjskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Włoskie Towarzystwo Mikrobiologii 
Klinicznej; Włoskie Stowarzyszenie Przemysłu Rolno-Spożywczego i Mikrobiologii Środowiskowej; Włoskie 
Towarzystwo Mikrobiologii Ogólnej i Biotechnologii Mikrobiologicznej; Łotewskie Towarzystwo Mikro
biologiczne; Litewskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Towarzystwo Mikrobiologiczne (dawniej Society for 
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General Microbiology); Norweskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Portugalskie Towarzystwo Mikrobiolo-
giczne; Holenderskie Królewskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Serbskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; 
Słoweńskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Towarzystwo Mikrobiologii Stosowanej; Towarzystwo Wiru-
sologiczne (z Niemiec); Towarzystwo Mikrobiologów Ukrainy; Towarzystwo Mikrobiokosmosu; Hiszpań-
skie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Szwajcarskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Tureckie Towarzystwo 
Mikrobiologiczne.

	 Na spotkanie przyjechał również cały zarząd FEMS – Prezydent FEMS: prof. Bauke Oudega z Holandii oraz 
7 dyrektorów FEMS wraz z 12 pracownikami FEMS.

	 Obrady odbywały się w hotelu Sofitel Victoria w Warszawie i wspierane były przez dwójkę wolontariuszy 
– członków PTM, dr Annę Pietruczuk-Padzik i mgr Karolinę Stępień z Warszawskiego Uniwersytetu Medycz-
nego. Logistycznie FEMS Council przygotowywany był i nadzorowany przez firmę Global Congress Sp. z o.o., 
a  w trakcie obrad pomoc zapewniały 2 Panie z tej firmy. Uczestnicy FEMS Council powitani zostali na 
„Welcome reception” i pożegnani kolacją w restauracji AleGloria na Placu Trzech Krzyży. W wolnym czasie 
uczestnicy mieli zorganizowany spacer po Starówce Warszawy z przewodnikami.

	 Koszty obrad „45 FEMS Council” pokrywane były przez zarząd FEMS, natomiast imprezy towarzyszące 
finansowane były w ½ przez zarząd FEMS, natomiast ¼ przez PTM i ¼ przez firmę Global Congress 
Sp. z o.o. Materiały promujące Warszawę i 3 przewodników udostępniła nieodpłatnie firma Warsaw Convention 
Bureau z Urzędu m. st. Warszawy, za co bardzo dziękujemy.

	 Otrzymałem szereg e-maili z podziękowaniami za bardzo udane spotkanie w Warszawie, za świetną organi-
zację, dobre hotele i jedzenie, a także za możliwość zobaczenia Warszawy. Wielu uczestników FEMS Council 
było po raz pierwszy nie tylko w Warszawie, ale także w Polsce.

10.	 W połowie września został złożony do MNiSW wniosek na Działalność Upowszechniającą Naukę związaną 
z planowaną konferencją: MAKRO-kierunki w MIKRO-biologii – Konferencja z okazji 70-lecia Oddziału 
Warszawskiego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów. Konferencja odbywać się będzie 27 września 2019 r. 
na terenie Wydziału Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Przewodniczącym Komitetu Organizacyjnego jest 
Pan dr Tomasz Jagielski Przewodniczący Oddziału Warszawskiego PTM.

11.	 Przypominamy, uchwałę Prezydium ZG PTM z dnia 30.08.2017:
	 „Wprowadza się możliwość ponownego przystąpienia do PTM osobom skreślonym z listy członków zwy-

czajnych z powodu niepłacenia składek członkowskich, po rocznym okresie karencji, od 01.10.2018 r.”
	 Uchwała dotyczy osób, które z powodu długoletnich zaległości w opłacaniu składek zostały usunięte z grona 

członków PTM po Nadzwyczajnym Walnym Zebraniu Delegatów PTM, które odbyło się we wrześniu ub. r. 
w Krakowie.

12.	 Osoby, które zostały skreślone po 1.10.2017 r. mogą przystąpić ponownie do PTM zgodnie ze Statutem PTM 
z dnia 23.09.2016 r., paragraf 16.

13.	 Prezydium ZG PTM wraz z Komisją Konkursową przygotowało materiały (w tym Regulamin Konkursu) 
związane z konkursem o Nagrodę Naukową PTM im. prof. Edmunda. Mikulaszka. W Uchwale nr 32–2018 
Prezydium ZG PTM podjęło decyzję w sprawie przyjęcia Regulaminu i materiałów towarzyszących, dotyczą-
cych Nagrody Naukowej PTM im. Prof. Edmunda Mikulaszka. 

	 Nagroda w 2018 r. dotyczy członków PTM, autorów publikacji, które ukazały się drukiem w latach 2016–
2017. Wszystkie informacje o konkursie znajdują się poniżej oraz na stronie internetowej PTM. 

	 Termin składania wniosków: 31.10.2018 r.
	 Ogłoszenie wyników konkursu: 15.12.2018 r. 
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MATERIAŁY ZWIĄZANE Z KONKURSEM
O NAGRODĘ NAUKOWĄ PTM IM. PROF. EDMUNDA MIKULASZKA

Nagroda Naukowa Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów im. prof. Edmunda Mikulaszka

Pan Profesor Edmund Mikulaszek był wybitnym mikrobiologiem polskim. Urodził się 21 września 1895 roku 
we Lwowie. Studiował medycynę na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie, gdzie uzyskał 
dyplom doktora wszech nauk lekarskich, a następnie stopień naukowy docenta mikrobiologii i serologii. Był m.in. 
kierownikiem Katedry Mikrobiologii Lwowskiego Instytutu Weterynaryjnego, filii Państwowego Zakładu Higieny 
we Lwowie i Sanitarno-Epidemiologicznego Laboratorium Frontu. Po wojnie zorganizował i objął kierownictwo 
Zakładu Mikrobiologii Wydziału Lekarskiego Uniwersytetu Warszawskiego, a następnie Akademii Medycznej 
w Warszawie. Przewodniczył m.in. Komitetowi Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk, Radzie Naukowej Woj-
skowego Instytutu Higieny i Epidemiologii oraz podkomisji surowic i szczepionek Komisji Farmakopei Polskiej. 
Ogłosił ok. 200 prac z dziedziny mikrobiologii, immunologii i immunochemii, większość w czasopismach zagra-
nicznych. Wielokrotnie reprezentował naukę polską na kongresach i konferencjach międzynarodowych, wyszkolił 
wielu samodzielnych pracowników naukowych. W okresie międzywojennym za udział w wojnie w 1920 roku 
został odznaczony medalem i Złotym Krzyżem Zasługi, za udział w II wojnie – Krzyżem Grunwaldu III klasy, 
po wojnie – Krzyżem Oficerskim i Komandorskim z Gwiazdą Orderu Odrodzenia Polski. Nad wyraz skromny, 
prawy, sumienny, życzliwy ludziom, o dużej kulturze osobistej, bez reszty oddany nauce, darzony powszechnym 
szacunkiem środowiska. Zmarł po ciężkiej chorobie 26 sierpnia 1978 roku, w wieku 83 lat, pochowany został 
z asystą wojskową na Powązkach (Med Dośw Mikrobiol 1993, 45, 529–531).

Przez spadkobierców Profesora została ufundowana Nagroda Jego Imienia przyznawana przez Polskie Towa-
rzystwo Mikrobiologów. 

Nagroda jest przyznawana co dwa lata za prace doświadczalne z zakresu szeroko pojętej mikrobiologii, wyko-
nane przez młodych pracowników nauki, członków PTM, którzy w chwili wnioskowania o nagrodę nie prze-
kroczyli 35 roku życia i nie byli w tym okresie samodzielnymi pracownikami naukowymi. Współautorami prac 
mogą być profesorowie lub doktorzy habilitowani bez prawa wyróżnienia nagrodą pieniężną, natomiast z prawem 
do wyróżnienia okolicznościowym dyplomem. Prace powinny być wykonane w pracowniach na terenie kraju. 
Współautorami prac przedstawionych do Nagrody nie mogą być autorzy zagraniczni.

Prace do Nagrody są zgłaszane przez autora bezpośrednio zainteresowanego. 
Przewidziane są nagrody pieniężne w wysokości:
   I stopnia – 5.000 zł
  II stopnia – 3.000 zł
III stopnia – 2.000 zł
Komisja konkursowa składa się z 7 osób: przewodniczącego, 2 redaktorów naczelnych czasopism PTM – Postępy 

Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology oraz 4 członków.
Nagrody im. prof. Mikulaszka będą wręczane na najbliższym Zjeździe PTM, a Laureat Nagrody zobowiązany 

jest do prezentacji nagrodzonej pracy na tym Zjeździe. Zarząd Główny PTM może podjąć decyzję o innej formie 
wręczenia nagrody. 

Szczegółowe informacje dotyczące zasad Konkursu przedstawia Regulamin Nagrody Naukowej PTM
im. prof. Edmunda Mikulaszka zamieszczony na stronie internetowej PTM: www.microbiology.pl
Skład Komisji w edycji Konkursu w 2018 r.:
–  prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba – Przewodnicząca Komisji
–  prof. dr hab. Elżbieta Anna Trafny – Redaktor Naczelny Polish Journal of Microbiology
–  prof. dr hab. Jacek Bielecki – Redaktor Naczelny Postępy Mikrobiologii 
–  prof. dr hab. Małgorzata Bulanda – Członek Komisji
–  prof. dr hab. Wiesław Kaca – Członek Komisji
–  dr hab. prof. nadzw. UŁ Beata Anna Sadowska – Członek Komisji
–  dr hab. prof. nadzw. PG Beata Krawczyk– Członek Komisji
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REGULAMIN
Nagrody Naukowej im. prof. Edmunda Mikulaszka ustanowionej

przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologów

  1.	 Nagroda jest przyznawana, co dwa lata za prace doświadczalne z zakresu szeroko pojętej mikrobiologii, 
wykonane przez młodych pracowników nauki, będących w roku ukazania się publikacji oraz aktualnie człon-
kami PTM, którzy w chwili wnioskowania o nagrodę nie przekroczyli 35 roku życia i nie byli w tym okresie 
samodzielnymi pracownikami naukowymi.

  2.	 Nagrodę przyznaje się za pracę doświadczalną lub cykl prac doświadczalnych ściśle ze sobą tematycznie 
powiązanych, opublikowanych w okresie dwóch lat poprzedzających rok przyznawania nagród. 

  3.	 Prace powinny być wykonane w pracowniach na terenie kraju i mieć afiliację polskiej instytucji naukowej, 
współautorami nie mogą być autorzy zagraniczni.

  4.	 Autor wnioskujący o nagrodę (wzór – Zał. 1) powinien mieć decydujący wkład w wykonanie i przygotowanie prac:
a)	 w przypadku kiedy jest jeden wnioskodawca – przy 2 współautorach co najmniej 60%, przy trzech i więcej 

współautorach, co najmniej 40%. Ponadto powinien być pierwszym autorem – w pojedynczej publikacji 
zgłaszanej do nagrody lub w większości publikacji zgłaszanego cyklu (wzór – Zał. 2). 

b)	 w przypadku kiedy jest dwóch wnioskodawców – kiedy są dwoma współautorami tej samej publikacji, 
a ich wkład wynosi po 50%; kiedy jest 3 autorów to wkład każdego z wnioskodawców wynosi co najmniej 
40%. Ponadto w przypadku pracy z 3 autorami jeden z wnioskodawców powinien być pierwszym autorem 
(wzór – Zał. 2).

  5.	 Współautorami prac mogą być profesorowie lub doktorzy habilitowani bez prawa wyróżnienia nagrodą pie-
niężną, natomiast z prawem do wyróżnienia okolicznościowym dyplomem. Wkład autora wnioskującego 
winien być potwierdzony oświadczeniami współautorów (wzór – Zał. 2). 

  6.	 Zarząd Główny PTM podejmuje Uchwałę o kolejnej edycji Konkursu o Nagrodę Naukową im. prof. Edmunda 
Mikulaszka i ogłasza na stronie internetowej PTM miejsce oraz termin zgłaszania prac do Konkursu.

  7.	 Prace do Nagrody są zgłaszane przez autora bezpośrednio zainteresowanego drogą e-mailową do Przewodni- 
czącej Komisji Konkursowej Pani Prof. dr hab. Stefanii Giedrys-Kalemba – e-mail:  kalemba@mp.pl oraz do 
biura PTM – e-mail: ptm.zmf@wum.edu.pl

  8.	 Warunkiem przyjęcia pracy/cyklu prac do Nagrody jest złożenie: 
a)	 wniosku zawierającego dane dotyczące autora zgłoszonego do nagrody pieniężnej lub autorów (wzór – Zał. 1),
b)	 odbitek publikacji, 
c)	 oświadczenia współautorów o wyrażeniu zgody na złożenie wniosku (wzór – Zał. 2).

  9.	 Postępowanie kwalifikacyjne będzie przeprowadzone w ciągu 6 tygodni od upływu terminu zgłaszania prac. 
	 Etapy postępowania Komisji Konkursowej:

–	 Przewodniczący Komisji Konkursowej dokonuje wstępnej oceny wniosków, sprawdza w biurze PTM okres 
przynależności kandydata do PTM, następnie wnioski spełniające warunki formalne przekazuje drogą 
e-mailową pozostałym członkom komisji celem wytypowania najlepszych prac. 

–	 Każdy z członków Komisji ustala według własnej oceny ranking nadesłanych wniosków. Ocena wniosków 
jest dokonywana na podstawie regulaminu pracy komisji oceniającej. Suma przyznanych przez wszystkich 
oceniających punktów decyduje ostatecznie o rankingu wniosków. W przypadku uzyskania jednakowej 
liczby punktów decyzję o przyznaniu Nagrody podejmuje przewodniczący Komisji Konkursowej.

–	 Członek Komisji Konkursowej nie uczestniczy w ocenie pracy, w której on sam lub jego bezpośredni pod-
władni są współautorami. W takim przypadku sumę punktów przyznanych wnioskowi przez pozostałych 
członków Komisji powiększa się o średnią tych ocen.

10.	 Przewidziane są nagrody pieniężne w wysokości:
	   I stopnia – 5.000 zł
	  II stopnia – 3.000 zł
	 III stopnia – 2.000 zł
	 W przypadku podania kilku osób do nagrody, gratyfikacja finansowa będzie dzielona równo pomiędzy 

współautorów.
11.	 Ustalenia Komisji Konkursowej przekazywane są do Zarządu Głównego PTM, który podejmuje stosowną 

Uchwałę. 
12.	 Nagrody Naukowe PTM im. prof. E. Mikulaszka są wręczane na najbliższym Zjeździe PTM, a Laureat Nagrody 

zobowiązany jest do prezentacji nagrodzonej pracy/cyklu prac na tym zjeździe. Zarząd Główny PTM może 
podjąć decyzję o innej formie wręczenia Nagrody. 
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13.	 Złożenie Wniosku o Nagrodę Naukową PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka jest równoznaczne z wyraże-
niem zgody na przetwarzanie danych w celu udziału w Konkursie o Nagrodę Naukową im. prof. Edmunda 
Mikulaszka.

	 Regulamin zatwierdzono Uchwałą nr 32–2018 Prezydium Zarządu Głównego PTM dnia 16.07.2018 r.

Załącznik 1
do REGULAMINU Nagrody Naukowej im. prof. Edmunda Mikulaszka

ustanowionej przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologów

Wniosek
o Nagrodę Naukową PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka

Dane autora wnioskującego o nagrodę pieniężną [w przypadku kilku autorów (np. 2) należy wypełnić kilka wnio-
sków (2) i załączyć kilka (2) oświadczeń osobno dla każdego z wnioskujących współautorów].

Imię i nazwisko autora/współautora*: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Data urodzenia:. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Tytuł zawodowy, stopień naukowy: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Nazwa i adres placówki, w której pracę wykonano: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Nazwa i adres instytucji zatrudniającej autora publikacji: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Adres zamieszkania, telefon kontaktowy, e-mail: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Zgłaszana praca/wykaz prac (IF, MNiSW w roku opublikowania): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Uzasadnienie wniosku: (od 50 do 200 słów) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Uwagi:
* niepotrzebne skreslić

Oświadczam, że w roku opublikowania pracy/prac byłem członkiem PTM i jestem nim obecnie.

Data . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                             . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                                                                          Podpis

Obowiązek infromacyjny

Administratorem Pani/Pana danych osobowych podanych w związku z ubieganiem się o Nagrodę Naukową 
PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka jest Polskie Towarzystwo Mikrobiologów z siedzibą w Warszawie, adres: 
ul. Stefana Banacha 1B, 02-097, Warszawa, KRS 0000006649 (dalej: PTM). Pani/Pana dane osobowe będą prze-
twarzane na podstawie: art. 6 ust. 1 lit. a Rozporządzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 
z dnia 27 kwietnia 2016 r.; (RODO) tj. Pani/Pana zgody na przetwarzanie danych osobowych, pod którą rozu-
miane jest złożenie ww. wniosku jak również na podstawie art. 6 ust. 1 lit f RODO, tj. jest to niezbędne do celów 
wynikających z prawnie uzasadnionych interesów realizowanych przez administratora jakim jest obrona przed 
ewentualnymi roszczeniami. 

Pani/Pana dane osobowe będą przetwarzane w celu rozpatrzenia wniosku i udziale w Konkursie o Nagrodę 
Naukową im. prof. Edmunda Mikulaszka. Podanie danych jest dobrowolne lecz ich niepodnie uniemożliwi udział 
w konkursie. Pani/Pana dane będą udostępniane uprawnionym na podstawie przepisów prawa organom państwo-
wym. Pani/Pana dane będą również przekazane podmiotom przetwarzającym takim jak podmioty świadczące 
na naszą rzecz usługi IT.

Pani/Pana dane osobowe będą przetwarzane do dnia rozstrzygnięcia Konkursu o Nagrodę Naukową im. prof. 
Edmunda Mikulaszka, a następnie przez okres niezbędny do ustalenia, dochodzenia lub obrony roszczeń (tj. przez 
czas przedawnienia tych roszczeń). Przysługuje Pani/Panu prawo dostępu do swoich danych osobowych, żąda-
nia ich sprostowania lub usunięcia. Ponadto przysługuje Pani/Panu prawo do żądania ograniczenia przetwarza- 
nia, prawo sprzeciwu wobec ich przetwarzania oraz prawo do przenoszenia danych. W każdym momencie może 
Pani/Pan wycofać wyrażoną zgodę, w takim wypadku udział w konkursie będzie jednak niemożliwy. Przysługuje 
Pani/Panu również prawo wniesienia skargi do Prezesa Urzędu Ochrony Danych Osobowych.
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Załącznik 2
do REGULAMINU Nagrody Naukowej im. prof. Edmunda Mikulaszka

ustanowionej przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologów

Oświadczenie

Oświadczam, że autor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
miał decydujący wkład (Regulamin Nagrody) zgodnie z opisem indywidualnego wkładu ww. autora w jej/ich 
współautorstwo w wykonanie i przygotowanie niżej wymienionej pracy/prac:

1.	(Autorzy, tytuł artykułu, nazwa czasopisma, rok, tom, strony.
	 Opis indywidualnego wkładu oraz oszacowany % udziału w danej publikacji wnioskującego o nagrodę)

2.	(Autorzy, tytuł artykułu, nazwa czasopisma, rok, tom, strony.
	 Opis indywidualnego wkładu oraz oszacowany % udziału w danej publikacji wnioskującego o nagrodę)

3.	(Autorzy, tytuł artykułu. nazwa czasopisma. rok, tom, strony.
	 Opis indywidualnego wkładu oraz oszacowany % udziału w danej publikacji wnioskującego o nagrodę)

	 i wyrażam zgodę na zgłoszenie jej/ich do Nagrody PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka.

Data . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                     . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                                                                  Podpis

Warszawa 18.09.2018 r.

 

 

 

20 September 2018 

 

Dear Stefan, 

RE: FEMS Council 2018, Warsaw 

I would like to send formal thanks on behalf of FEMS for all of your efforts in organising the 2018 

Council meeting. It was a great success as a consequence of your enthusiasm and hard work. The 

organization, venue, and accommodation, were flawless and contributed to an event that was as 

enjoyable as it was useful and productive. I received many positive comments about the meeting 

and the location from attendees. I hope that you enjoyed the event as much as we did. I particularly 

enjoyed the social programme, enabling me to see much of Warsaw on my first visit to the city. I 

would also like to pass on my thanks to the volunteers who contributed to the smooth running of 

everything.  

I appreciated your presentation on the history and background of Poland and the Polish Society of 

Microbiologists, and it seems particularly poignant to have the Council meeting in Warsaw during 

the centenary of an independent Poland. Warsaw is a wonderful city and I look forward to returning 

one day. 

Warm regards 

 

 

Bauke Oudega 

President, Federation of European Microbiological Societies 

 

cc Catherine Cotton, CEO 
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