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Streszczenie: Ciagle rosnaca liczba szczepdw wieloopornych sktania do poszukiwania alternatywnych metod leczenia. Obiecujaca grupa
»lekow” do walki z wieloopornymi mikroorganizmami, bazujaca na naturalnych peptydach przeciwdrobnoustrojowych, moga stac si¢
syntetyczne peptydy okreslane mianem lipopeptydéw przeciwdrobnoustrojowych. W pracy oméwiono pochodzenie syntetycznych
lipopeptydow, ich podzial oraz wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

1. Wstep. 2. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe. 3. Klasyfikacja peptydéow przeciwdrobnoustrojowych. 4. Antybiotyki lipopeptydowe.
5. Syntetyczne lipopeptydy. 5.1. Krétkie syntetyczne lipopeptydy. 5.2. Peptydomimetyki. 5.3. Multiwalentne lipopeptydy. 5.4. Lipopeptydy
usztywnione klamra weglowodorows. 5.5. Lipopeptydy przeciwdrobnoustrojowe w badaniach laboratoryjnych. 6. Podsumowanie

Antimicrobial activity of lipopeptides

Abstract: The constantly growing number of multidrug-resistant bacterial strains prompts the search for alternative treatments. Synthetic
peptides based on natural antimicrobial peptides, also known as antimicrobial lipopeptides, can become a promising group of “drugs”
to fight multi-resistant bacteria. The present paper discusses the origins of synthetic lipopeptides, their classification and antimicro-
bial properties.

1. Introduction. 2. Antimicrobial peptides. 3. Classification of antimicrobial peptides. 4. Lipopeptide antibiotics. 5. Synthetic lipopeptides.
5.1. Ultrashort lipopeptides. 5.2. Peptidomimetics. 5.3. Multivalent lipopeptides. 5.4. Hydrocarbon-stapled lipopeptides. 5.5. Antimicrobial

lipopeptides in laboratory research. 6. Summary

Stowa kluczowe: aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, lipopeptydy, peptydy

Key words: antimicrobial activity, lipopeptides, peptides

1. Wstep

Efektywnos¢ pierwszych antybiotykdw przez wiele
lat byta niepodwazalna. Znajdowaly one szerokie zasto-
sowanie terapeutyczne. Niestety, oporne szczepy bak-
terii zaczely pojawiac si¢ juz w latach 50. dwudziestego
wieku. W kolejnych latach oporno$¢ mikroorganizméw
na wprowadzane do terapii antybiotyki pojawiala si¢
bardzo szybko. Przyczyng takiego stanu rzeczy bylo,
i niestety nadal jest, naduzywanie antybiotykow, sto-
sowanie ich bez udokumentowanych wskazan, w nie-
odpowiednich dawkach czy podczas hodowli zwierzat
gospodarskich [44]. Obecnie stale rosnie liczba patoge-
néw alarmowych, a opornos¢ nie dotyczy tylko mikro-
organizméw pochodzacych ze srodowiska szpitalnego
[33]. Istotne jest to, ze jezeli nie pojawia si¢ nowe opcje
terapeutyczne to, jak pisze Kozinska, do 2050 roku
przyczyna zgondéw u ludzi czesciej beda infekcje niz
nowotwory. Warto dodac, ze juz teraz na calym $wie-
cie zakazenia powodowane przez oporne mikroorga-

nizmy sg przyczyna 700 tysigcy zgonéw kazdego roku
[44]. Szacuje sig, ze do 2050 zakazenia powodowane
przez oporne mikroorganizmy beda przyczyna ponad
300 milionéw zgonoéw [15].

Oczywiscie nadal prowadzone sg prace nad pozy-
skaniem skutecznych antybiotykéw. Odbywa si¢ to po-
przez modyfikacje tych juz istniejacych lub poszukuje
sie calkowicie nowych klas antybiotykéw z zupelnie
odmiennymi celami molekularnymi w komoérkach dro-
bnoustroju [44]. Niestety, proces opracowania nowych
antybiotykéw i wprowadzania ich do terapii jest dlu-
gotrwaly i musi by¢ poprzedzony wielokrotnymi bada-
niami przedklinicznymi i klinicznymi. Wigkszos¢ obec-
nie stosowanych antybiotykdw to substancje opracowane
w latach 1940-1960 [67]. Wedlug Cochrane i wsp.
szczegdlnie alarmujacy jest brak nowych antybiotykow
skutecznych wobec bakterii Gram-ujemnych [15].
Szczegolnie podkreslony przez autora jest fakt, ze
w ubiegtych 50 latach, zatwierdzono do leczenia infekcji
ukladowych jedynie pare antybiotykéw (np. linezolid
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czy daptomycyna), niestety skutecznych wylacznie wo-
bec bakterii Gram-dodatnich [15].

Pomimo zauwazalnego postepu w medycynie i far-
macji, terapia zakazen jest nadal trudna. Nabywanie
nowych mechanizméw opornosci przez wrazliwe
komorki bakterii i ciagle rosngca liczba szczepow wie-
lolekoopornych skfania do poszukiwania alternatyw-
nych metod leczenia, takich metod, ktére bylyby sku-
teczne w terapii zakazen wywotanych przez wieloleko-
oporne szczepy. Nadzieje pokladane sg w peptydach
przeciwdrobnoustrojowych (AMP - Antimicrobial
Peptides), ktére moga sta¢ sie skuteczng bronig w walce
z opornymi mikroorganizmami oraz wytwarzanym
przez nie biofilmem [17, 33]. Jako zwiazki o natu-
ralnym pochodzeniu moga stanowi¢ wartosciowa
baze do pozyskiwania nowych syntetycznych lekdéw
o szerokim spektrum przeciwdrobnoustrojowym [33]
i zupelnie odmiennym, w poréwnaniu do dostepnych
antybiotykow, mechanizmie dziatania [67]. Odmienny
mechanizm dzialania jak i nowe cele molekularne
w komodrkach drobnoustroju moga sta¢ si¢ szczegol-
nie istotne w kontekscie wolniejszego pojawiania sie¢
i rozwijania opornosci mikroorganizméw podczas ich
klinicznego stosowania.

Obiecujaca grupa zwiazkéw do walki z wieloleko-
opornymi mikroorganizmami, bazujgcg na naturalnych
peptydach przeciwdrobnoustrojowych, moga sta¢ sie
syntetyczne peptydy okreslane mianem lipopeptydow
przeciwdrobnoustrojowych. Podobnie jak peptydy
naturalne charakteryzuja si¢ one szerokim spektrum
dzialania, zaréwno przeciwbakteryjnym, wykazujac
aktywnos¢ wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-
-ujemnych, jak i przeciwgrzybiczym [15].

2. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Lizozym, bialko kationowe odkryte w 1922 roku
przez Aleksandra Fleminga, uznawany jest dzisiaj za
pierwszy AMP [78]. Kolejne badania nad AMP datuje
sie na rok 1939, kiedy to odkryto gramicydyne. Peptyd
ten zostal wyizolowany z Bacillus brevis i charaktery-
zowal sie dobrg skutecznoscig w odniesieniu do bak-
terii Gram-dodatnich [5]. Donoszono o efektywnosci
gramicydyny przy stosowaniu miejscowym (leczenie
ran i owrzodzen) i toksycznosci przy jej zastosowaniu
dootrzewnowym [5].

W 1941 odkryto tyrocydyne, wykazujaca aktyw-
nos$¢ zaréwno wobec bakterii Gram-dodatnich jak
i Gram-ujemnych [5]. W latach 50. XX wieku Skames
i Watson uzyskali leuking, a Hirsch i Cohen fagocy-
tyne. Oba biatka wyizolowane zostaly z leukocytow
kroélika [33]. W kolejnych latach peptydy przeciw-
drobnoustrojowe opisano u ciem (cekropina), roslin
(tioniny), krabow (tachyplezyny) jak i u ssakow
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(defensyny) [33]. To wlasnie defensyny, wyizolowane
w 1956 roku zostaly uznane za pierwsze peptydy AMP
pochodzace od zwierzat [5]. Magaininy, kationowe pep-
tydy, odkryto w latach 80. u zab przez Zaslofta i wsp.
[33, 59, 82]. W organizmach tych ptazéw peptydy pet-
nia role ochronng - chronig ich skore przed mikro-
organizmami, szczegdlnie bakteriami znajdujacymi
sie w wodzie [41]. Wydzielane s3 przez zaby w wyniku
zranienia [33]. Aby uzyska¢ peptydy zabie w warunkach
laboratoryjnych, po stymulacji zab (np. norepinefryna)
wydzieline ich skory, po zebraniu i ekstrakeji, rozdziela
sie chromatograficznie otrzymujac czyste zwiazki [41].

Obecnie wiele peptyddw izoluje si¢ z organizmdw
owaddw, gléwnie pszczol, bedac skladows ich ukladu
odpornosciowego. Z hemolimfy larw tych owaddw,
poddanej rozdzialowi chromatograficznemu, uzyskuje
sie czyste peptydy [41].

Nadal trwaja intensywne badania nad nowymi pep-
tydami, okre$leniem ich struktury, wlasciwosci czy spo-
sobdw dziatania [41]. Bazy danych [30], w ktorych gro-
madzone s informacje na temat peptydow, ich budowy,
wlasciwosci, zakresie dzialania czy funkcji daja mozli-
wos¢ uzyskania nowych syntetycznych peptydéw [59].

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe sa rozpowszech-
niong w przyrodzie grupa zwigzkéw pochodzenia
naturalnego. W bazie peptyddéw, The Antimicrobial
Peptides Database, do polowy lutego 2018 roku opi-
sano 2884 peptydy, z czego 333 stanowia bakteriocyny,
4 izolowano z archeondw, 8 z protistow, 13 pochodzi
od grzybow, 342 izolowano z roslin, a 2184 to pep-
tydy zwierzece [30]. AMP, produkowane sg zardwno
przez organizmy prokariotyczne, jak i eukariotyczne.
Ponadto, stanowig istotny element uktadu odpornos-
ciowego u eukariota [17].

Uwaza sig, ze obok niszczenia mikroorganizméw
przez fagocyty, peptydy to najstarszy element odpor-
nosci [79]. W organizmie czlowieka sg one czescia
wrodzonego ukladu odpornosciowego [47], stanowia
pierwsza linie obrony na skorze i btonach $luzowych,
wystepuja w $linie, a produkowane sg gléwnie przez
keratynocyty warstwy rogowej naskdrka, neutrofile
i gruczoly potowe [8]. Bogatym zrédlem AMP jest ptyn
tzowy. Wysoki ich poziom stwierdza si¢ rowniez w jeli-
cie cienkim [47]. Sg zaangazowane w eliminacje mikro-
organizméw chorobotwoérczych, ale takze w kontrole
mikrobioty naszego organizmu. AMP moga neutralizo-
wac endotoksyny, jak i wptywa¢ immunomodulacyjnie
na uktad odpornosciowy [81]. Zwigkszone wydziela-
nie naturalnych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych
obserwuje si¢ w obszarze stanu zapalnego bedacego
nastepstwem zakazenia [17].

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe moga mie¢ rézng
strukture drugorzedows, ale na ogot zawierajg od 12
do 50 reszt aminokwasowych o masie czasteczkowe;j
2-10 kDa i wypadkowym fadunku dodatnim, co jest
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zwigzane z wystepujacymi w ich strukturze aminokwa-
sami zasadowymi [47, 61, 80]. Wiekszos¢ peptyddw to
peptydy kationowe [81]. Spektrum ich dziatania prze-
ciwdrobnoustrojowego obejmuje bakterie (zaréwno
Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne), wirusy, grzyby,
a takze pierwotniaki [17, 36, 61, 67]. W przypadku
niektérych AMP stwierdzono takze aktywnos¢ prze-
ciwnowotworowg [61] i immunomodulujgcg. Ponadto,
AMP moga wstrzymywac proces destrukeji tkanek pod
wplywem enzymoéw mikroorganizmoéw, a takze przy-
spiesza¢ proces gojenia ran [17].

AMP oddzialuja z blong komoérkowa patogenu
prowadzac do jej destabilizacji i lizy komdrki. Inne
mechanizmy dzialania peptydéw to wstrzymanie pro-
cesu replikacji DNA i ekspresji bialek, a takze ucieczka
adenozynotrojfosforanu [59]. Czasteczki peptyddw,
o wypadkowym ladunku dodatnim, oddzialywuja
z ujemnie naladowana blona komoérkows, gléwnie
poprzez oddzialywania elektrostatyczne [59]. U bak-
terii Gram-dodatnich peptydy przeciwdrobnoustrojowe
s3 przyciagane przez obecne w peptydoglikanie grupy
anionowe, wigzac si¢ z ujemnie natadowanymi lipidami
znajdujacymi sie po zewnetrznej stronie blony komor-
kowej [11, 59]. U Gram-ujemnych facza si¢ z lipo-
polisacharydami [11].

Na podstawie badan nad sposobem wnikania pep-
tydow przeciwdrobnoustrojowych przez blong wytypo-
wano 4 mechanizmy: klepek beczki, dywanowy, pierscie-
niowy i nieuporzadkowanych pierscieniowych porow.
W pierwszym zachodzi gromadzenie AMP w taki spo-
sob, ze niepolarne ich czesci pokrywaja lipidy blony,
a ich cze$¢ hydrofilowa tworzy rodzaj szczeliny; calos¢
przypomina ksztalt klepek czy tez beczke zbudowana
z klepek. Peptydy ulozone s prostopadle do powierzchni
blony, a utworzone w blonie ,,otwory” wywolujg wyciek
skfadnikéw komorki. W mechanizmie dywanowym
AMP uktadaja si¢ rownolegle do blony, réwnomiernie
ja wyscielaja pokrywajac jak dywan, a wywierajac na
nia nacisk, doprowadzaja do przerwania jej ciaglosci.
Podobnie dzialajg detergenty. W trzecim mechanizmie
oddzialywania peptyddéw po ich polgczeniu z blong
dochodzi do wygiecia lipidéw blony na ksztalt pier-
$cienia. Peptydy zostajg potaczone z polarnymi gtowami
lipidéw [59, 61, 79, 83]. W najrzadszym, czwartym spo-
sobie wnikania peptydéw przeciwdrobnoustrojowych
przez blone, czyli podczas formutowania ,,nieuporzad-
kowanych pierscieniowych poréw”, peptydy umiejsco-
wione s3 w blonie pod réznym katem [83].

3. Klasyfikacja peptydow przeciwdrobnoustrojowych
Istnieje kilka systemow klasyfikacji AMP. Bierze si¢

w nich pod uwage m.in. Zrédto pochodzenia peptydow
czy ich wlasciwoséci molekularne. Najczesciej stosowany
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system oparty jest na sekwencji aminokwasowej oraz

strukturze drugorzedowej i dzieli peptydy na nastepu-

jace klasy [11, 41, 61, 79]:

- liniowe peptydy a-helikalne,

- peptydy bogate w reszty cysteiny,

- peptydy o strukturze p-kartki,

- peptydy zawierajace przewazajaca liczbe aminokwa-
sow jednego typu, np. glicyny, histydyny i/lub proliny,

- peptydy zawierajace rzadkie, modyfikowane amino-
kwasy [11].

Dodatkowo warto wspomnie¢ o kryterium klasy-
tikacji peptydéw przeciwdrobnoustrojowych na pod-
stawie ich funkcji. Tu réwniez mozemy wydzieli¢ trzy
grupy: peptydy niszczace strukture sciany komodrkowej,
peptydy wiazace pierwiastki oraz peptydy dzialajace
destrukcyjnie na membrany bakteryjne [33].

4. Antybiotyki lipopeptydowe

Przedmiotem zainteresowania niniejszej pracy jest
grupa zwiagzkow stanowigcych jedng z klas AMP, okres-
lana jako lipopeptydy. W zwigzkach tych upatruje sie
obecnie najwigkszego potencjatu skutecznego dziatania
wobec mikroorganizméw wieloopornych [43, 53]. Nie
sposob jednak o nich méwié nie wspominajgc o natu-
ralnych lipopeptydach, z ktorych dzis wiekszos¢ jest juz
zaliczania do antybiotykow lipopeptydowych, a kilka
stosowanych jest w praktyce klinicznej, takich jak cho-
ciazby daptomycyna czy polimyksyna.

Antybiotyki lipopeptydowe sg syntezowane droga
nierybosomalng w komorkach bakterii oraz grzybow
w trakcie przemian réznych zwigzkow weglowych [19,
38,43, 72, 76]. Czasteczka lipopeptydu zbudowana jest
z hydrofilowej czesci peptydowej potaczonej kowalen-
cyjnie z czescig hydrofobowa, na ktéra sklada sie tan-
cuch kwasu ttuszczowego - co ostatecznie nadaje cza-
steczce charakter amfifilowy. Czg$¢ peptydowa moze
by¢ liniowa lub cykliczna, przy czym cyklizacja znacz-
nie wzmacnia ochrone przed proteoliza [4, 43]. Peptyd
warunkuje okreslone spektrum aktywnosci przeciw-
drobnoustrojowej, ktore jest zalezne od sekwencji tej
czasteczki, a takze jej tadunku, ujemnego lub dodat-
niego [38, 46, 56]. Przykladami lipopeptyddéw o wypad-
kowym tadunku ujemnym s3 daptomycyna czy surfak-
tyna, za$ dodatnim - polimyksyna B i jej pochodne,
takie jak kolistyna czy oktapeptyna [38, 43, 76].

Dolaczone do peptydéw hydrofobowe zwiazki,
takie jak aminy tluszczowe, kwasy tluszczowe czy estry
gliceryny réwniez wplywaja na zréznicowany stopien
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej lipopeptyddow.
Udowodniono, ze AMP, do ktérych przylaczone zostaly
ugrupowania hydrofobowe mogg wykazywac zwiek-
szong aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojows. Istotnym

czynnikiem wplywajacym na owg aktywnos¢ jest dlugosé
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tancucha alkilowego [25, 46, 51, 52, 56]. Proby polega-
jace na usunieciu z polimyksyny B reszty kwasu ttusz-
czowego wykazaly niemal calkowita utrate aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Szczegotowe badania oddziatywan
lipopeptydow z blonami mikroorganizmoéw wykazaly, ze
to wiasnie fancuch alkilowy wzmaga ich powinowactwo
do bton komoérkowych, a dokladniej wbudowywanie
pomiedzy lipidy blonowe, co z kolei zaburza hydrofo-
bowy rdzen dwuwarstwy lipidowej [38, 56]. Dzieje sie
tak dlatego, ze przylaczenie fancucha alkilowego zmie-
nia w sposob oczywisty hydrofobowo$¢ calego zwigzku,
a poprzez to, oprocz wspomnianego powinowactwa,
wplywa takze na tendencje do oligomeryzacji oraz spo-
sOb organizacji zwigzku w roztworach [56, 76].
Zasadniczym celem dziatania antybiotykéw lipo-
peptydowych jest dezintegracja blony komdrkowej
drobnoustrojéw, prowadzgca do powstania jej defektow
i w efekcie do utraty potencjatu blonowego, redukeji
zdolnosci syntezy ATP (ATP - adenozynotrojfosforan)
i $mierci komorki. Mogg one tez zaburzaé inne procesy
komorkowe, takie jak replikacja DNA, transkrypcja czy
translacja. Selektywne dzialanie tych zwigzkéw wobec
bakterii wynika z réznic w budowie blon komdrek
prokariotycznych i komorek ludzkich. Blony ssaczych
komorek sg na zewnatrz elektrostatycznie obojetne,
zbudowane z cholesterolu, fosfatydylocholiny czy
sfingomieliny. Natomiast blony zewnetrzne komoérek
bakteryjnych zwykle skladajg si¢ z ujemnie natadowa-
nych fosfolipidow, takich jak kardiolipina czy fosfaty-
dyloglicerol [20, 38, 48, 56, 72, 76, 77]. Jednoczesnie
lipopeptydy o wysokim stopniu hydrofobowosci nie
wykazuja selektywnosci dzialania; efektywnie oddzia-
tywaja niemal na wszystkie rodzaje komorek, w tym
bakterii czy grzybow, co jest powodem wywotywania
przez te zwigzki réwniez hemolizy erytrocytow ludz-
kich oraz cytotoksycznego dzialania wobec komoérek
ssaczych [55, 56]. Brak jednej okreslonej struktury
(na przyklad receptora) jako podstawy mechanizmu
dziatania w istotny sposob utrudnia patogenowi naby-
wanie opornosci na lipopeptydy. Badania wskazuja, ze
osiagniecie opornosci na te antybiotyki nastepuje, gdy
drobnoustroje zmodyfikuja podstawowe wlasciwosci
swojej blony komorkowej, co jest mozliwe po uplynie-
ciu kilkuset pokolen mikroorganizméw [38, 56, 76].
Jednak pomimo wszystkich swoich zalet, zaden anty-
biotyk lipopeptydowy nie osiaga tak szerokiego spek-
trum dzialania jak AMP, a opornos¢ bakterii, cho¢ wol-
niej, narasta réwniez na ten rodzaj antybiotykow [43].

5. Syntetyczne lipopeptydy
Stosunkowo malo skomplikowana budowa lipo-

peptyddéw, ich mechanizm dziatania o dobrej skutecz-
nosci przeciwdrobnoustrojowej i utrudnione naby-
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wanie opornosci na te zwigzki przez mikroorganizmy
oraz szerokie spektrum aktywnos$ci AMP wraz z ich
rownie efektywnymi sposobami dziatania na drobno-
ustroje sprawily, ze zainteresowano si¢ mozliwoscia
syntezowania lipopeptydéw. Doniesienia naukowe
wielokrotnie dostarczaly dowodéw, ze mozna uprosci¢
kationowe peptydy pochodzenia naturalnego tak, aby
obejmowaly jedynie dodatnio naladowane czgsteczki
z dofaczonymi hydrofobowymi resztami [38]. Poczat-
kowo syntezowano i badano polsyntetyczne analogi
istniejgcych juz antybiotykéw - liniowe pochodne
daptomycyny, polimyksyny B czy amfomycyny oraz
cykliczne zwigzki, takie jak laktoferycyna, bakterio-
cyny czy pochodne ludzkiej defensyny [38, 43]. Cho¢
z powodzeniem nadal uzyskuje si¢ coraz nowsze ana-
logi, to jednak wciaz najlepsza skuteczno$¢ i spek-
trum dziatania wykazujg naturalne zwigzki, z ktérych
wspomniane pochodne si¢ wywodza [18, 38]. Dodat-
kowo, wytwarzane zwigzki cechujg si¢ malg stabilnos-
cig i mozliwoécia degradacji przez peptydazy oraz
duzymi kosztami produkcji, niewspdtmiernymi do
osigganych parametrow farmakokinetycznych [14,
43, 77]. Wzieto wiec pod uwage mozliwo$¢ poprawy
wiasciwosci i w tym celu wyprodukowano catkowicie
syntetyczne lipopeptydy [43].

Ogolna zasada mowiaca o najbardziej optymal-
nej strukturze lipopeptydu w postaci krétkiego tan-
cucha peptydowego (6-7 aminokwaséw o budowie
liniowej lub cyklicznej) i N-koncowego podstawnika
amidowego (kwasu tluszczowego) stanowi baze pod
opracowanie skutecznych s$rodkéw przeciwdrobno-
ustrojowych, ktérych spektrum aktywnosci moze by¢
modulowane przez modyfikacje wtasnie N-koncowego
podstawnika [46, 56, 76]. Wykazano, ze przytaczenie
ugrupowania zawierajgcego tancuch alkilowy do AMP
wplywa na oligomeryzacje i organizacje zwigzku w roz-
tworach, a takze na powinowactwo do blony komorko-
wej dzigki zmianie hydrofobowosci i w efekcie analogi
tego typu moga charakteryzowac sie lepsza aktywnoscia
przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza [3, 51, 52, 55].
Gléwne cele syntezy to poprawa stabilno$ci w stosunku
do AMP poprzez zwolnienie szybkosci degradacji, uzy-
skanie mozliwosci stosowania znacznie nizszych stezen
lipopeptydéw i poprzez to réwniez wyeliminowanie
problemu cytotoksycznos$ci AMP i powodowania przez
te zwigzki hemolizy. Réwnie istotne jest takze posze-
rzenie spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego
wzgledem antybiotykéw lipopeptydowych i obnizenie
kosztow produkcji zwiazane z uproszczeniem procesu
syntezy [4, 26, 38, 72]. Wiadomo, ze synteza na przy-
ktad krétkich liniowych lipopeptydéw generuje istotnie
mniejsze koszty ich wytwarzania [56].

Ogolny mechanizm dziatania przeciwdrobnoustro-
jowego syntetycznych lipopetydéw jest zwigzany ze
zjawiskiem amfifilowosci: lipopeptyd wbudowuje si¢
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w dwuwarstwe lipidowg atakowanej blony mikroorga-
nizmu, wprowadzajgc defekty w upakowaniu jej tancu-
cha i indukuje powstawanie krzywizn blony, a w kon-
sekwencji wyciek skltadnikéw komoérkowych. Wowczas
dochodzi do rozproszenia potencjalu wewngtrzkomor-
kowego i ostatecznie $mierci komorki [38]. Niemniej
jednak szczegdtowe procesy zachodzace w trakcie tego
zjawiska nie zostaty do konca wyjasnione.

Obiecujace sg réwniez wyniki badan, w ktérych
podejmowano proby terapii skojarzonej lipopeptydow
z konwencjonalnymi antybiotykami. W szczegdlnosci
wymierne efekty obserwowane byty w przypadku tych
antybiotykow, u ktorych zauwaza si¢ trudnosci zwig-
zane z dotarciem do celu molekularnego znajdujacego
sie wewnatrz komorki bakteryjnej i powstawaniem
opornosci na tym tle. Zastosowanie lipopeptydow
celem ich interakcji z blong i zwigkszenia jej prze-
puszczalno$ci wigze si¢ potencjalnie z umozliwieniem
antybiotykowi penetracji, osiggnieciem pozadanego
efektu klinicznego i zabicia drobnoustrojéow. Uzyskanie
takiego efektu zachodzi ponadto przy znacznie mniej-
szym minimalnym st¢zeniu hamujacym (MIC - Mini-
mal Inhibitory Concentration) dla antybiotyku (nawet
o kilka rzedow wielkosci!) dzigki dodaniu lipopeptydu
juz w stezeniach ponizej wartosci MIC [38].

Do rozwigzania nadal pozostajg problemy bezpieczen-
stwa potencjalnego stosowania lipopeptydéw w prak-
tyce klinicznej z uwagi na obserwowane efekty cytoto-
ksyczne wobec komorek eukariotycznych oraz hemolize
erytrocytow w stezeniach MIC niezbednych na przyktad
do eradykacji biofilmu [46]. Warto jednak zauwazy¢,
ze w przypadku duzej czesci syntetycznych lipopepty-
dow toksycznos¢ jest relatywnie niska. Dlatego tez dla
owych zwigzkéw daje to niemalg przewage. Niemniej
konieczne sg dokladniejsze analizy, zanim bedzie moz-
liwe uzycie lipopeptydéw w badaniach klinicznych [25].

Zgodnie z obecna wiedzg, biorac pod uwage struk-
ture syntetycznych lipopeptydow, mozna je podzieli¢
na cztery grupy:

1. krotkie syntetyczne lipopeptydy,

2. peptydomimetyki,

3. multiwalentne lipopeptydy,

4.lipopeptydy usztywnione klamra weglowodorowa [43].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze stale projektowane
i syntezowane sa nowe lipopeptydy, a wigkszo$¢ z nich
badana jest przez laboratorium je opracowujace de
novo, stad w wielu pracach badawczych obiektem
zainteresowania sg albo zupelnie nowe zwigzki, albo
modyfikacja juz poznanych struktur.

5.1. Krétkie syntetyczne lipopeptydy
Peptydy z tej grupy sg najkrotszymi zwigzkami

sposrod AMP, tzn. posiadaja najmniejsza liczbe reszt
aminokwasowych. Skladajg si¢ z 2 do 4 aminokwasow
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pofaczonych z kwasem ttuszczowym (na ogét o dlu-
gosciod 12 do 16 atomdéw wegli w taricuchu) o wypad-
kowym tadunku dodatnim (od +1 do +4). Co zaska-
kujace, zastgpienie tylko 1 aminokwasu z dwdch lub
czterech skutkuje otrzymaniem zupelnie odmiennych
wiasciwosci biologicznych [19, 43, 53, 54, 56]. Krotkie
syntetyczne lipopeptydy maja wlasciwosci amfifilowe
podobnie jak detergenty (hydrofilowa strona peptydu
i hydrofobowa lipidu), co z kolei daje im mozliwo$¢
samoasocjacji i oligomeryzacji z wytworzeniem hydro-
fobowego rdzenia. Zasadniczo w krétkich lipopepty-
dach mozliwos¢ ta w duzej mierze jest ograniczona
ze wzgledu bliskie sasiedztwo dodatniego tadunku
peptydu - fancuch kwasu tluszczowego musi by¢ wiec
dostatecznie dlugi (co najmniej 14 atoméw wegla) do
wystapienia tego zjawiska [3, 74]. Ostatecznie oligome-
ryzacja moze by¢ sposobem na ochrone przed dziata-
niem peptydaz, a wiec poprawia¢ stabilno$¢ i odpor-
no$¢ na degradacje, co moze znalez¢ swoje przelozenie
w warunkach in vivo [56, 68, 70].

Dlugos¢ tancucha kwasu ttuszczowego determinuje
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg — istniejg hipotezy
dotyczace jego optymalnej dtugosci méwigce, ze dla
aktywnosci skierowanej przeciwko bakteriom Gram-
-dodatnim potrzebne sg 2 reszty metylenowe wigcej,
niz dla aktywnosci wobec bakterii Gram-ujemnych. Ta
sama hipoteza méwi, ze z kolei wydluzenie tegoz tancu-
cha powyzej 10-12 jednostek weglowych moze powodo-
wac spadek aktywnosci przeciwbakteryjnej (ale zaleznie
od czgsci peptydowej), najprawdopodobniej na skutek
niedopasowania hydrofobowego i niedostatecznych
defektow w atakowanej dwuwarstwie lipidowej [38].
Ponadto wielokrotnie potwierdzano, ze spektrum prze-
ciwdrobnoustrojowe zalezy przede wszystkim od skladu
lipopeptydu, a wiec i jego powinowactwa do blony
docelowej, ktorego najwazniejszym czynnikiem jest
hydrofobowos¢ czasteczki [1, 19, 25, 52, 55, 74]. Kwas
tluszczowy jest wiec najwazniejszym elementem struk-
tury tych zwigzkow. Nawet krotki syntetyczny peptyd
Pal-KK-NH, skladajacy si¢ z dwoch reszt aminokwasu
lizyny (K - lizyna), posiadajacy reszte kwasu palmity-
nowego o tanicuchu zbudowanym z szesnastu atomoéw
wegla na N-koncu (Pal/C, - reszta kwasu palmityno-
wego) jest bakterio- i grzybobdjczy [8]. Z sukcesem
wytworzono seri¢ krotkich syntetycznych lipopepty-
dow poprzez polaczenie z kwasem tluszczowym nieak-
tywnych krotkich peptydéw i uzyskanie w ten sposdb
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [1, 2, 26, 43]. Co
wazne, zaden z przebadanych lipopeptydow tego typu
nie powodowal hemolizy erytrocytéw ludzkich [1, 43].

Najpowszechniejszy zwigzek wérdd krétkich synte-
tycznych lipopeptyddw oznaczany jest jako Pal-KGGK-
-NH,. W tak przedstawionym zapisie ,,Pal” stanowi
reszte 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). Gléwnym
celem dzialania tego lipopeptydu, podobnie jak wszyst-
kich lipopeptydéw oraz AMBP, jest interakcja z wew-
netrzng btong komoérkowy bakterii i indukcja lizy tej
blony. Jednak aby lipopeptyd mogt zadziata¢ na wew-
netrzng blone, konieczna jest wczesniejsza elektrosta-
tyczna interakcja pomiedzy dodatnio natadowanymi
tancuchami bocznymi aminokwaséw (przede wszyst-
kim lizyny) z posiadajacymi wypadkowy tadunek
ujemny komponentami $ciany komoérkowej drobno-
ustroju. W przypadku bakterii Gram-dodatnich oddzia-
tywanie zachodzi gtéwnie z kwasem lipotejchojowym,
natomiast u Gram-ujemnych z LPS (LPS - lipopolisa-
charyd ) zlokalizowanym na blonie zewnetrznej. Naste-
puje wbudowywanie si¢ lipopeptydu w dwuwarstwe
fosfolipidows i perforacja blony zewnetrznej, umozli-
wiajaca dostgp do bfony wewnetrznej patogenu. Aktyw-
no$¢ omawianego zwigzku doprowadza do zmiany
miejscowej organizacji blony lipidowej i drastycz-
nej reorganizacji struktury catej wewnetrznej blony
komorkowej, co ma wplyw na jej dynamike i wszystkie
procesy od niej zalezne [37, 43, 53, 56, 76]. Elektro-
statyczne oddzialywanie pomiedzy czescia peptydowa
Pal-KGGK-NH, a fosfolipidami i innymi sktadnikami
zewnetrznej blony bakteryjnej jest najprawdopodobniej
czynnikiem warunkujacym selektywno$¢ tego zwigzku
wobec komoérek drobnoustrojow - blony komérek ssa-
czych, posiadajace wypadkowy tadunek obojetny, nie
byty celem dzialania tego lipopeptydu (w badaniach in
vitro). Sugeruje si¢ jednoczesnie, Ze za powinowactwo
omawianego zwiazku do komérek bakteryjnych odpo-
wiedzialna jest reszta kwasu palmitynowego, umozli-
wiajaca oligomeryzacje zwigzku i powstawanie micelli,
oddzialywujacych z btong komoérkowg mikroorganiz-
mow [26, 49]. Niemniej ustalono, ze aktywnos¢ lipo-
peptydu z docelowg btong bakteryjng moze zachodzi¢
w dwojaki sposob: na drodze hydrofobowego oddziaty-
wania reszty kwasu tluszczowego oraz poprzez elektro-
statyczng interakcje reszty aminokwasowej [26, 43, 49].

Inny przyktad stanowi Mir-KYR-NH, (Mir/C ,
- reszta kwasu mirystynowego o dlugosci 14 ato-
moéw wegla). KYR to sekwencja trzech aminokwasow
(Y - tyrozyna; R - arginina; sekwencja Lys-Tyr-Arg)
uzyskana poprzez hydrolize czasteczki hemoglobiny
wolowej przez pepsyne. Wezesniejsze doniesienia wie-
lokrotnie udowadnialy, ze poprzez trawienie hemoglo-
biny wolowej mozna uzyska¢ wiele peptydéw o roz-
nych wlasciwosciach, w tym okoto 30 o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. KYR naturalnie znajduje
sie w pozycji 139-141 fancucha o; jednak do badan
wykorzystywano identyczna czasteczke, lecz zsynte-
zowang w laboratorium [12, 65]. Dla poprawy wiasci-
wosci przeciwdrobnoustrojowej N-koniec zostal acylo-
wany kwasem tluszczowym o réznej dlugosci tancucha
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weglowego (z dziesigcioma, dwunastoma, czternastoma
lub szesnastoma atomami wegla), przy czym zwiazek
zawierajacy reszte kwasu mirystynowego wydaje si¢ by¢
najefektywniejszym w dzialaniu przeciwdrobnoustro-
jowym. Mechanizm dzialania lipopeptydéw posia-
dajacych w skladzie reszty tego kwasu tluszczowego
lub kwasu laurynowego prawdopodobnie polega na
pofaczeniu najpierw z zewnetrzng blong bakterii, jej
permeabilizacja i przeniknieciem, pdzniejszym pola-
czeniem z btong wewnetrzng, roéwniez permeabilizo-
wang i dodatkowo depolaryzowang, co skutkuje szybka
$miercig komorki [64]. Te i inne podobne strukturalnie
zwiazki, najprawdopodobniej réwniez dziatajace w opi-
sany sposob, takie jak Pal—KK—NHZ, Pal-KGK—NHZ,
Pal-KKKK-NH, posiadajg bardzo szerokie spektrum
dziatania zaréwno w stosunku do bakterii Gram-dodat-
nich, jak i Gram-ujemnych [43, 75].

Inne przyktadowe syntezowane krotkie lipopeptydy
skladaja si¢ z 1 do 5 czasteczek aminokwasu ornityny
(Orn - ornityna), powstajacego z argininy pod wply-
wem arginazy, ktore s3 kowalencyjnie pofaczone z kwa-
sem tluszczowym (o dlugosci tancucha weglowego od
8 do 18 atomow wegla), wykazujgce aktywno$¢ prze-
ciwdrobnoustrojowa wobec bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych oraz grzybdéw. Wsrdd testowanych
syntetyk o sekwencji Mir-Orn-Orn-Orn-NH,, (ozna-
czany przez badaczy jako LP16) wydaje si¢ by¢ najsku-
teczniejszy w dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym.
Jako zwigzek nietoksyczny (nie wywolywal hemolizy
hRBC w testach in vitro), fatwy do syntezy oraz sta-
bilny i oporny na dzialanie trypsyny jest kolejnym
przyktadem potwierdzajacym, ze lipopeptydy, w tym
krotkie syntetyczne, maja duzy potencjal, aby stac si¢
nowymi i efektywnymi zwigzkami przeciwdrobno-
ustrojowymi [50].

Zsyntezowano rowniez lipopeptydy skladajace sie
z jednej reszty lizyny, w ktorych pojedynczy dtuz-
szy tancuch reszty kwasu tluszczowego (na przyktad
szesnastoweglowy kwasu palmitynowego) zastapiono
dwoma resztami o krotszej dlugosci tancucha tlusz-
czowego (z osmioma atomami wegla): C,-K-C,. Celem
byla poprawa selektywnosci bez wptywu na wiasci-
wosci amfipatyczne, kluczowe dla dziatania przeciw-
bakteryjnego. Aktywnos$¢ powstalego zwigzku byla
poréwnywalna z aktywnoscia lipopeptydu zawieraja-
cego pojedynczy, dwukrotnie dluzszy fancuch kwasu
tluszczowego, jednak nowy analog byl znaczgco mniej
hemolityczny wobec erytrocytéw ludzkich. Ponadto
inny, niesymetryczny w budowie lipopeptyd zsyn-
tezowany w podobny sposob, C-K-C,, okazal sig
zupelnie nietoksyczny in vitro dla ludzkich embrio-
nalnych komorek nerek (HEK - Human Epithelial
Kidney cells) w stezeniach dwukrotnie wyzszych niz
warto§¢ MIC - przy czym minimalne stezenie nie-
zbedne do zahamowania wzrostu bakterii, zardwno
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Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, bylo znacz-
nie nizsze niz w przypadku krotkich syntetycznych
lipopeptyddéw, zawierajacych pojedynczg reszte kwasu
tluszczowego [21]. Brak wplywu cytotoksycznego na
ssacze komorki jest zaskakujacy przede wszystkim dla-
tego, ze zbadany mechanizm dzialania nie wydaje si¢
odmienny i opiera si¢ na permeabilizacji i depolaryza-
¢ji btony, co z kolei prowadzi do wniosku, ze prawdo-
podobnie udato si¢ znaczaco poprawi¢ selektywnosé
dzialania i powinowactwo do komorek prokariotycz-
nych. Niemniej autorzy podkreslaja, ze wymagane
sa dalsze badania tego i podobnych zwigzkéw pod
tym katem [21, 43].

Metod i pomystéw modyfikacji krotkich synte-
tycznych lipopeptydow jest znacznie wiecej i niemal
w kazdej pracy mozna spotka¢ si¢ z odmiennym
do nich podejsciem, z ktérych kazde wydaje sie by¢
korzystne, nastawione na poszukiwanie nowych spo-
sobdw otrzymania pozadanych wilasciwosci syntezo-
wanych zwigzkéw. Poszczegdlne metody uzyskiwania
krotkich lipopeptydow o réznej budowie wplywaja wiec
zaréwno na spektrum dziatania, jak i na wystepowanie
potencjalnego efektu cytotoksycznego i hemolitycznego
w stosunku do komorek ludzkich [43].

Testowane sg tez rozne strategie zastosowania tych
lipopeptyddw, na przyktad sprzeganie z innymi czg-
steczkami dla poprawy wlasciwosci antybakteryjnych.
Prowadzone sg proby sprzegania z kationowymi zwigz-
kami polianionowymi, spermidyng, putresyng etc.,
petniacymi wiele réznych rél w modyfikacji kwasow
nukleinowych czy biatek.

W osobnych badaniach zajeto si¢ réwniez lipo-
peptydami o potencjalnym dzialaniu przeciwbiofil-
mowym, porownywalnym do dzialania wankomycyny
czy daptomocyny, jak Mir-KK-NH, czy Mir-RRR-NH,
(z ktérych drugi wymieniony wykazuje w tym zakresie
takze synergizm dzialania z wankomycyna) [43, 60].
Kolejne zwigzki badane pod katem aktywnosci prze-
ciwbiofilmowej to migdzy innymi Pal-KGGK-NH,, Pal-
-KKK-NH,, Pal-KAAK-NH, i Pal-KLLK-NH, (L - leu-
cyna) - zwlaszcza dwa ostatnie o obiecujgcym dziataniu
eradykujacym probowano takze sprzegac z biodegra-
dowalnymi polimerami (PLACO - Poly(lactic acid
castrol oil) oraz P(SARA) - Ricinoleic acid based poly
(ester-anhydride)) celem uzyskania przeciwbakteryj-
nych $rodkéw terapeutycznych o przedtuzonym dzia-
taniu, stosowanych miejscowo w infekcjach jamy ustnej
- z obiecujacymi wynikami, niewatpliwie wymagaja-
cymi potwierdzenia w dalszych badaniach [19].

5.2. Peptydomimetyki
Termin peptydomimetyk jest pojeciem szero-

kim i obejmuje wlasciwie kazda, dowolng sekwencje
zaprojektowang w celu nasladowania struktury i/lub
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funkcji naturalnych AMBP, ale ktorej szkielet nie opiera
sie wylacznie na a-aminokwasach; peptydomimety-
kami moga wiec by¢ zaréwno poélsyntetyczne analogi,
jak i w pelni syntetyczne czasteczki. Ich synteza jako
$rodkow przeciwdrobnoustrojowych zaklada przede
wszystkim rozwigzanie problemu degradacji proteoli-
tycznej, ktéra dotyczy niemalze wszystkich lipopepty-
dow oraz AMP [20, 22, 35, 43, 77]. Mozliwosci i spo-
soby syntezy znaczaco roznig si¢ zaleznie od pomystu
na uzyskanie konkretnych wlasciwosci peptydomime-
tyku. Cho¢ zwiazki nalezace do tej grupy, uzyskane
odmiennymi metodami, wykazuja podobna aktywno$¢
przeciwbakteryjng czy przeciwgrzybicza, to cechuja
sie one zupelnie odrebng strukturg, ktéra warunkuje
uzyskanie réznych wlasciwosci; zaréwno korzystnych,
jak i niepozadanych. Nieustannie opracowywane sa
nowe zwigzki o unikatowej strukturze, stad tak duza
réznorodnos¢ w obrebie peptydomimetykow. W tej
grupie lipopeptydéw wyrdzni¢ mozemy m.in. oligo-
acylolizyny, lipo-a- i -y-AA-peptydy, peptoidy, polia-
midy czy arylamidy, ktérym poswiecono juz niemalo
doniesienn naukowych [22, 27, 28, 43, 66]. Nie sposob
omowi¢ wszystkich wymienionych w niniejszej pracy,
dlatego zaprezentowane zostang jedynie dwie pierwsze
grupy zwiazkow.

Oligoacylolizyny, czy tez oligomery acylowanej
lizyny (Oligoacyllysines - OAK), s3 to liniowe cz3-
steczki ztozone z naprzemiennie utozonych fancuchow
kwasow tluszczowych oraz kationowych aminokwa-
séw. Ulozenie w taki sposob zapobiega tworzeniu si¢
struktury drugorzedowej. Ze wzgledu na podstawowa
strukture, OAK mozna podzieli¢ na dwie kategorie,
zaleznie od rodzaju tzw. bloku wystepujacego w struk-
turze: o lub B. Na blok a skfada sie sekwencja amino-
-X-lizyna, natomiast na blok f: lizyna-amino-X-lizyna,
gdzie w miejscu X wystepuje reszta kwasu tluszczowego
o odpowiedniej ilosci atomdéw wegla. Przyktadem OAK
z grupy a jest C  K-7a,. Zapis ten oznacza, ze do reszty
kwasu laurynowego (C,)) i aminokwasu lizyny (K)
dolaczony jest wtasnie blok o w siedmiu powtdrzeniach
(7a8, gdzie 7 oznacza liczbe blokow a, 8 - liczbe atomow
wegla w fancuchu acylowym dofaczonym do lizyny).
[23, 71]. Poniewaz analogi uzyskane w ten sposob nie sa
malymi czgsteczkami, wielu badaczy syntetyzuje takze
znacznie krotsze pochodne, niepozbawione aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, jak chociazby przedstawiciel
grupy B: C,(w)K-B .. W skiad tego zwigzku wchodzg
jedynie 3 reszty lizyny oraz 2 reszty kwasu tluszczo-
wego (C (w,) symbolizuje reszte kwasu dodekano-
wego z podwdjnym wigzaniem przy weglu siddmym)
[22, 23, 73]. Oczywiscie syntetyzowanych zwigzkow
zaliczanych do tych kategorii jest sporo i kazdy z nich
podlega wielokrotnej i wnikliwej analizie pod katem
mechanizméw dzialania, wlasciwosci przeciwbakteryj-
nych, farmakokinetyki czy potencjalnej toksycznosci,
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ardznice pomiedzy poszczegdlnymi analogami sg cze-
sto niewielkie. Przytoczony powyzej zwigzek C (w.)-
K-B,, w stezeniach subinhibicyjnych szybko wywoluje
efekt depolaryzacji atakowanej btony, pozbawiajac bak-
terie przede wszystkim dziatania pompy protonowej,
niezbednej do aktywnego wypompowywania substan-
cji z cytoplazmy (efflux pump). Jest to jeden z wielu
znanych mechanizméw opornosci mikroorganizméw,
polegajacy na aktywnym usuwaniu z komorki réz-
nych zwigzkow, w tym lekdw i antybiotykow, i przez to
uniemozliwianiu ich dzialania. Skoro efektem dzialania
tych zwiazkow jest depolaryzacyjny wplyw na potencjat
blony komoérkowej, to moga one okaza¢ sie niezwykle
skutecznymi $rodkami do osiggniecia selektywnej kon-
troli proliferacji komorek drobnoustrojow i jednoczes-
nie zaburza¢ wiele procesow, ktorych sila napedzajaca
jest pompa protonowa. Przede wszystkim jest ona
kluczowym Zrédtem energii niezbednym do dzialania
pompy blonowej, stad powstawanie opornosci wyko-
rzystujgcej mechanizm aktywnego wypompowywania
moze zosta¢ niemal calkowicie zlikwidowane. Najwiek-
szg zaleta OAK moze okazaé sie mozliwo$¢ uwrazli-
wiania komorek prokariotycznych (przede wszyst-
kim bakterii Gram-ujemnych) np. na erytromycyne
czy ryfampicyne [23, 31, 32, 43]. Cho¢ szczegdlowy
mechanizm depolaryzacji spowodowanej wplywem
OAK nie jest jeszcze dokladnie poznany, uwaza sie, ze
te peptydomimetyki moga skutecznie zwiekszy¢ dostep
antybiotykow do cytoplazmy, wspomagajac w ten spo-
sob ich prawidltowe dzialanie i w efekcie doprowadzaé
do zahamowania wzrostu bakterii [22, 23, 31, 43]. Co
istotne, badania nad farmakokinetyka tych zwigzkow
wykazaly, ze do osiggniecia pozadanych efektéw depo-
laryzacji i wymaganych w tym celu stezenn OAK in vivo
(model mysi) zupelnie wystarczajace moga okazac sie
podania podskdrne [23]. Obecnie wykorzystanie oligo-
acylolizyn uznawane jest za bardzo dobre i obiecujace
podejscie poszerzania raptownie kurczacych sie moz-
liwosci walki za pomoca antybiotykéw z bakteriami
Gram-ujemnymi [23, 31, 43, 71].

Wspomniec¢ tez nalezy o podobnej strategii dziata-
nia synergistycznego takze innych substancji z pepty-
domimetykiem - ale w stezeniach znacznie nizszych,
niz MIC dla samego lipopeptydu. Szereg bardziej szcze-
gotowych badan peptydomimetykéw wykazal, ze ist-
nieje mozliwo$¢, ze zwigzki te wilasnie w stezeniach
ponizej wartosci MIC uwrazliwiaja komorki bakte-
ryjne nie tylko na dzialanie antybiotykéw, jak opi-
sano powyzej, ale réwniez na dzialanie wrodzonych
mechanizméw obronnych, wlaczajac w to naturalnie
wystepujace w osoczu ludzkim AMP, jak lizozym czy
defensyny. Obecnie uwaza si¢, ze mechanizmy dzialania
naturalnych AMP obecnych w organizmie (a nie poda-
wanych zewnetrznie) s3 mocno niedocenione i wielu
badaczy zwraca uwage na koniecznos¢ przyjrzenia sie
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im i opracowywania metod i zwiazkéw, ktore moglyby
wzmocni¢ lub umozliwi¢ ich dziatanie - jak najpra-
wdopodobniej peptydomimetyki [14, 32].

Druga omawiang i réwnie unikatowa grupa pep-
tydomimetykow sg lipidowane AA-peptydy. Projekt,
podobnie jak w innych lipopeptydach, zaktada potacze-
nie hydrofobowej reszty kwasu ttuszczowego z hydro-
filowa czescig peptydowy o fadunku dodatnim, celem
uzyskania czasteczki o wlasciwosciach amfipatycznych.
Réznica polega na wykorzystaniu AA-peptydow jako
ugrupowania peptydowego. Strukturalnie AA-peptydy
stanowig oligomery, zlozone z tak zwanych blokow
budujacych. Kazdy blok opiera si¢ na szkielecie kwasu
peptydonukleinowego (PNA), czyli polinukleotydo-
wego analogu DNA i RNA, wykazujacym chiralno$¢
i zawierajagcym reszty N-acetylo-N-aminoetylo-ami-
nokwasow. Do szkieletu dotgczona jest boczna grupa
funkcyjna (lub kilka), identyczna, jak w peptydzie, ktére
dany AA-peptyd nasladuje pod wzgledem budowy
i funkcji. Peptydy te mozna podzieli¢ na kategorie:
a iy zaleznie od pozycji tanicucha bocznego; syntezuje
sie i bada takze cykliczne-AA-peptydy. AA-peptydy sa
znang grupg zwigzkow, cechujacy si¢ przede wszystkim
opornoscia na degradacje proteolityczna, stad zainte-
resowanie tymi czasteczkami jako mozliwymi terapeu-
tykami, réwniez takimi, ktore moglyby dziata¢ prze-
ciwdrobnoustrojowo [27, 28, 42, 66]. Dolaczenie reszty
kwasu ttuszczowego réwniez w przypadku tych czaste-
czek skutkuje poprawg aktywnosci przeciwbakteryjnej
[66]. Nasladowanie struktury, funkeji i mechanizmu
dzialania AMP, a takze stabilno$¢ czgsteczki, odpor-
no$¢ na proteolize 1 nieograniczona mozliwo$¢ wpro-
wadzania modyfikacji czynig z AA-peptydéw bardzo
atrakcyjna matryce do syntezy nowoczesnych zwigzkow
przeciwbakteryjnych. Dodatkowo, ich aktywnos¢ biolo-
giczna moze by¢ fatwo zmieniana i wzmacniania dzieki
wprowadzaniu szeregu dodatkowych grup hydrofobo-
wych i kationowych [28, 42, 43, 69, 72].

Przykladowo, lipo-a-AA-peptydy poddano bada-
niom i okazalo sig¢, ze krotkie dimery tych lipopep-
tydow wykazuja aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
w stosunku do bakterii Gram-dodatnich. Dodanie do
dimeru kolejnego bloku i utworzenie trimeru nadaje
aktywnos$¢ przeciwko bakteriom Gram-ujemnym,
a dodanie jeszcze jednego i powstanie czasteczki
tetramerowej — poszerzenie spektrum dziatania prze-
ciwko tym bakteriom oraz wyzszg aktywnos¢ [27, 43,
72]. Udowodniono przy tym, ze najpierw musi zostaé
osiagniety pewien stopien hydrofobowosci, aby umoz-
liwi¢ aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowsa; hydrofo-
bowos¢ zwieksza zaréwno obecno$¢ reszt kwasdéw
tluszczowych, jak i przylaczanie kolejnych czasteczek
do oligomerow. Jak we wszystkich lipopeptydach, acy-
lacja i wzrost hydrofobowosci znaczaco podwyzsza
aktywnos$¢ antybakteryjna oraz spektrum dzialania
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zwigzkow, w tym przypadku w stosunku do bakterii
Gram-ujemnych (dla Gram-dodatnich spektrum nie
jest poszerzane) [27, 43, 72].

Obie kategorie omawianych lipo-AA-peptydow
(aiy) wykazuja podobny mechanizm dziafania, z blong
komoérkows jako celem, nie rézni si¢ tez miedzy nimi
znaczgco spektrum dziatania. Wyjatek stanowig anio-
nowe analogi lipo-y-AA-peptyddéw; podczas gdy
kationowe wykazuja szerokie i poréwnywalne spek-
trum przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, zwigzki
anionowe okazaly si¢ zupelnie pozbawione dziatania
przeciwbakteryjnego. Prawdopodobnie jest to skutek
braku oddzialywan elektrostatycznych tych zwigzkow
z bakteryjng membrang komorkowsy takze posiadajaca
tadunek ujemny. Grupa y-AA-peptydéw po koniugacji
z nienasyconym ogonem kwasu tluszczowego wykazuje
réwniez potencjalnie mniejszg sklonnos¢ do agregacji
oraz zmniejszong aktywno$¢ hemolityczng w stosunku
do ludzkich erytrocytow, jak rowniez wyzszg aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg niz grupa a-AA-peptydow,
pomimo zblizonego spektrum dzialania przeciwbak-
teryjnego. Najprawdopodobniej analogi y wykazuja
dzialanie opierajace sie¢ na mechanizmie dywanowym
lub dywanopodobnym. Selektywnie permeabilizujg
blone i strukturalnie ja modyfikuja, prowadzac do
opisywanego wcze$niej efektu utraty potencjatu blo-
nowego, wycieku substancji wewnatrzkomoérkowych
i $mierci komorki. Zaobserwowano, ze btony ssaczych
komoérek o wypadkowym tadunku obojetnym, zawie-
rajace cholesterol, nie sg praktycznie wcale atakowane
przez te lipopeptydy, co prawdopodobnie jest przyczyna
wzglednie wysokiej selektywnosci i niskiej toksycznosci
[42, 43, 72]. W omawianej grupie peptydomimetykow
oprocz lipo-y-AA-peptydow znajduje si¢ takze wiele
zwigzkow modyfikowanych w inny sposob, na przy-
kiad sulfonowanych (sulfono-y-AA-peptydy). Bardzo
dobrze nasladujg one dzialanie magainin, posiadajac
szersze spektrum aktywnosci i wieksza odpornos¢ na
degradacje proteolityczna 20, 72].

Wadg omawianych zwiazkéw jest skomplikowany
proces produkcji - lipo-AA-peptydy sa dlugimi czg-
steczkami, wymagajacymi wieloetapowej syntezy, co
wiaze si¢ rowniez z do§¢ wysokimi kosztami [37, 45].
Z tego powodu badano réwniez krétkie peptydomime-
tyki, uzyskane poprzez hydroliz¢ gotowych lipo-AA-
-peptydéw kategorii a i y, zawierajacych najczesciej
1 blok lipo-y-AA-peptydu i reszte lizyny - okazaly
sie one aktywne np. w stosunku do szczepéw MRSA
(Methicillin Resistant Staphylococcus aureus), MRSE
(Methicillin Resistant Staphylococcus epidermidis),
Enteroccocus faecalis, Pseudomonas aeruginosa czy
Escherichia coli (MIC od 2 do 5 pug/ml) [43].

Cykliczne lipo-AA-peptydy z kolei zostaly zapro-
jektowane w celu dalszej poprawy wlasciwosci przeciw-
drobnoustrojowych. Z zatozenia powinny one wykazy-
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waé wyzszg aktywno$¢ przeciwko mikroorganizmom
od liniowych analogéw z uwagi na sztywniejsza, a wigc
i stabilniejsza strukture amfipatyczng. Rezultaty wstep-
nych badan potwierdzily t¢ hipoteze — cykliczne zwiazki
okazaly sie by¢ skuteczne wobec szeregu szczepow wie-
loopornych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
[43, 72]. Probuje si¢ je takze stosowaé wobec biofilmu,
m.in. S. epidermidis czy P. aeruginosa z obiecujacymi
wynikami [69]. Imituja one AMP réwniez pod wzgle-
dem wtasciwosci modulowania uktadu odpornoscio-
wego [43, 69, 72]. Niestety, s3 przy tym réwniez znacz-
nie bardziej hemolityczne [43].

Bada si¢ takze miedzy innymi AA-peptydy o struk-
turze heliakalnej, jak rdwniez rézne kombinacje potg-
czen tych zwigzkow ze soba, ktorych wstepne wyniki
badan takze sg obiecujace [72].

Podsumowujac, lipo-AA-peptydy z szerokim spek-
trum aktywnosci przeciwbakteryjnej, zwiekszong sta-
bilnoscig czgsteczki i nieograniczonymi mozliwo$ciami
modyfikacji struktury oraz funkgji sg kolejnymi kandy-
datami na potencjalnie srodki terapeutyczne przeciwko
patogenom wieloopornym [43, 69, 77].

Dzigki wzglednie fatwej syntezie wigkszosci pepty-
domimetykow oraz fatwo$ci modyfikowania ich struk-
tury, wraz z opornoscig na dzialanie proteaz sa one
atrakcyjnymi zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi
nakierowanymi na membrane bakteryjna [20, 43, 77].

5.3. Multiwalentne lipopeptydy

Grupa multiwalentnych lipopeptyddw jest z pew-
noscig najbardziej réznorodng z wymienianych w tym
podziale. Cecha wspdlng tej grupy jest proces oligome-
ryzacji czy tez koniugacji kolejnych nowo powstatych
peptydow i lipopeptydow ze sobg, celem poprawienia
wlasciwosci i osiggniecia lepszej aktywnosci przeciw-
drobnoustrojowej, idacych w parze ze zminimalizo-
wang cytotoksycznos$cig i aktywnoscig hemolityczna
w stosunku do ludzkich krwinek czerwonych (7, 43].

Defensyny, posiadajace przede wszystkim zdolno$¢
powodowania szybkiej $mierci komorek bakterii, a takze
szerokie spektrum dzialania i niski odsetek genero-
wanych szczepdw opornych (in vitro), niejednokrot-
nie stanowig strukture wyj$ciowa do syntezy nowych
zwigzkow. Podczas syntezy multiwalentnych lipopep-
tydéw badacze postanowili wykorzysta¢ analogi C-kon-
cowego fragmentu ludzkiej defensyny 3, skladajacego
sie z 10 reszt aminokwasowych jako aktywng sekwen-
cje lub rusztowanie dla dalszych multiwalentnych
modyfikacji za pomocg reszt lizyny [6, 7, 43, 48]. Przy-
ktadowo, powstaly zwigzek B2088 (dimer) réwniez
cechuje sie zdolnosciami szybkiego zabijania, wyka-
zuje obiecujaca selektywnos¢ w stosunku do bton bak-
teryjnych, a narastanie wobec niego opornosci jest zni-
kome. Dla wzmozenia aktywnosci przeciwbakteryjne;
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oczywiscie zastosowano koniugacj¢ N-konca z dwiema
resztami kwasu tluszczowego, dzieki ktdrej osiggnieto
pozadang interakeje z bakteryjnym LPS. Dimery sprze-
gano z resztami kwasow tluszczowych o réznej diugo-
$ci tancucha weglowego (8 do 16 atoméw), uzyskujac
zadowalajace efekty przeciwko bakteriom Gram-ujem-
nym w przypadku zwigzkow zawierajacych reszty kwa-
sow kaprylowego (o dlugosci 8 atomow wegla — Kapr
lub C,) i kaprynowego (o dlugosci 10 atomow wegla
- C,)). Jednoczeénie poréwnano wplyw oligomery-
zacji i wykazano znacznie stabszg aktywnos¢ N-lipi-
dowanych monomeréw. Hemoliza nie byla obser-
wowana dla zadnego syntezowanego zwiazku [7, 43,
45], podobnie cytotoksycznosé¢ [7]. Badacze doszli do
wniosku, ze przylaczanie reszt kwasow tluszczowych
réwniez do tego typu czasteczek znaczaco wplywa na
poprawe aktywnosci przeciwbakteryjnych, cho¢ uzycie
kwasow tluszczowych posiadajacych w tancuchu wiecej
niz czternascie atomow wegla skutkuje obnizeniem tej
aktywnosci. Obserwowano takze zwiekszong tendencje
do autoagregacji wraz z dalszym wydluzaniem tancucha
kwasu tluszczowego i w efekcie nizszg aktywnos¢ prze-
ciwdrobnoustrojowsa. Ostatecznie najlepszym zwiaz-
kiem otrzymanym w ten sposdb okazat si¢ C,-B2088;
uzyskano wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjng, naj-
wyzsza selektywno$¢, zdolno$¢ szybkiego zabijania
bakterii oraz §wietna biokompatybilnos¢. Lipopeptyd
ten wykazywal réwniez synergizm dziatania z konwen-
cjonalnymi antybiotykami [7, 43, 45, 48].

W ramach badan nad mozliwoscig dziatania prze-
ciwko bakteryjnemu lipopolisacharydowi zsyntezowano
zwigzki nazwane multiwalentnymi p-bumerangami
(B-Boomerangs). Sa to peptydy przyjmujace wlasnie
bumerangopodobng konformacje P-kartki w kom-
pleksie z LPS [10, 43, 62]. N-konce tych peptydow
acylowano kwasem butanowym i oktanowym, a cze$¢
tanicucha zastgpiono resztg cysteiny i wytworzono mul-
tiwalentne P-bumerangi polagczone mostkiem dwu-
siarczkowym. Zainteresowano si¢ nastepnie zaréwno
wplywem dlugosci fanicucha kwasu ttuszczowego; bada-
nie wykazalo podobna aktywnos¢ wszystkich analogow
wobec bakterii Gram-ujemnych, jednak tylko zwiazki
posiadajgce reszte kwasu tluszczowego zbudowang
z o$miu atomoéw wegla wykazujg dzialanie wobec
bakterii Gram-dodatnich. Zaobserwowano, ze nie bez
znaczenia jest takze obecno$¢ aminokwaséw aroma-
tycznych w strukturze — przy zamianie aminokwasow
na niearomatyczne catkowicie utracono wiasciwosci
przeciwbakteryjne. Okazalo sie, ze kluczowym w neu-
tralizacji LPS jest jego $ciste dopasowanie ze struktura
B-bumeragu, mozliwe dzigki zastapieniu aminokwaséw
alifatycznych na aromatyczne w omawianych zwigzkach
[10, 63]. Potwierdzono réwniez po raz kolejny nie-
zwykle korzystny wptyw acylacji na poprawe dziatania
przeciwdrobnoustrojowego [10, 43, 63].
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W innych badaniach réwniez wykorzystano two-
rzenie wigzania dwusiarczkowego pomiedzy dimerami
— ale homo- i hetero-dimerami peptydowych N-kon-
cowych analogéw laktoferyny oraz réznych krotkich
lipopeptydéw zawierajacych ornityne i reszte kwasu
tluszczowego o diugosci dwunastu atoméw wegla.
Otrzymane zwigzki wykazaly wysoka aktywnos¢
wobec bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych,
a takze wobec grzybow (cho¢ nie wobec np. Candida
albicans). Wigksza czes¢ homodimerow nie cechowata
sie lepszymi wiasciwosciami, niz odpowiadajace im
monomery - w przeciwienstwie do heterodimeréw,
ktore okazaly sie znacznie atrakcyjniejszymi zwigz-
kami. Heterodimery N-konicowej pochodnej laktofe-
ryny z krétkim lipopeptydem zawierajagcym ornityne
wykazywaly znaczaco wyzsza aktywnos¢ przeciwdrob-
noustrojowg niz pozostate dimery i monomery, jedno-
cze$nie wykazujac najnizsza aktywno$¢ hemolityczna
wobec erytrocytéw ludzkich [40, 43].

Badacze zajmujg sie takze syntezowaniem dendry-
meréw. Mozna je podzieli¢ na dwie kategorie, zalez-
nie do ilo$ci rozgalezien amfililowych: A i B. Grupa A
zawiera ich znacznie wigcej, podczas gdy kategoria B
sklada si¢ z wigkszej ilosci lipofilnych struktur linio-
wych. Zaréwno zwigzki klasyfikowane jako A, jak i B
lipiduje sie z uzyciem gléwnie reszt kwaséw ttuszczo-
wych o diugosci osmiu lub dwunastu atoméw wegla.
Dzialania te w przypadku czasteczek zawierajacych
reszte kwasu laurynowego doprowadzily do poprawy
wlasciwosci przeciwbakteryjnych oraz zwigkszenia
selektywnosci w stosunku do réznych szczepdw Can-
dida; dtugos¢ tancucha reszty kwasu tluszczowego nie
wplywata na aktywnos¢ wobec bakterii Gram-dodat-
nich ani Gram-ujemnych (we wszystkich syntetykach
aktywnos¢ ta byla identyczna). Szczegbtowe analizy
aktywnosci tych zwiazkow wykazaty, iz $mier¢ grzybow
nastepuje wskutek wyplywu jonéw potasu z wnetrza
ich komorek, ale jednoczesnie zaobserwowano takze
ich hamujacy wplyw na aktywno$¢ syntazy B-(1,3)-
glukanowej Candida, zalezny od stezenia dendrymeru
w miejscu docelowym [34, 43].

5.4. Lipopeptydy usztywnione klamra
weglowodorowa

Lipopeptydy usztywnione klamra weglowodorowa
(Hydrocarbon-Stapled Lipopeptides — HSLP) stano-
wig stosunkowo nowa i obiecujaca grupe zwiazkéow.
Unikalna struktura opiera si¢ na ,,zszyciu” weglowo-
dorowym, obejmujacym reakcje podwdjnej wymiany
i zamknigcia pierscienia (Ring-Closing Metathesis
- RCM) i utworzenia zwigzku cyklicznego. Zachodzi
ona pomiedzy dwoma a-podstawnikami niewystepu-
jacych naturalnie aminokwasow, zawierajacych nie-
rozgalezione fancuchy boczne z grupami olefinowymi
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w konkretnych pozycjach [37, 43]. Pozycje te sg wazne,
poniewaz warunkuja mozliwos¢ zajscia katalitycznej
reakeji cyklizacji, czyli wlasnie spiecia weglowodoro-
wego [37]. Upraszczajac, dochodzi do formowania wia-
zania kowalencyjnego pomiedzy taicuchami bocznymi
lipopeptydow [37, 57]. Taka modyfikacja znaczaco sta-
bilizuje i usztywnia strukture peptydu, konformacje
oraz potencjalnie wzmaga oporno$¢ na degradacje pro-
teolityczna i aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa pep-
tydu. Moze to w efekcie rowniez wplywac korzystnie na
oddzialywanie z docelowg btong i by¢ moze wydtuza¢
biologiczny czas pottrwania lipopeptydu [37, 43, 57].
Do reakgji tej uzywa sie réznych lipopeptydéw o pozna-
nej strukturze, tworzac nowe lipopeptydy cykliczne
[43]. Poréwnano dzialanie nowo powstatych analogéow
usztywnionych klamrg weglowodorows z aktywnoscia
lipopeptydow stanowigcych strukture wyjsciows, uzyta
do ich syntezy. Poréwnanie to wykazalo, ze wszystkie
wymienione zwiazki wykazuja zblizone spektrum dzia-
tania wobec bakterii Gram-dodatnich, oddzialywujac
z blona zewnetrzng, a nastepnie permeabilizujac blone
wewnetrzng patogenu. Zaden jednak nie wykazywat
dziatania przeciwko Gram-ujemnym patogenom [37].

Co ciekawe, technika usztywniania za pomoca
klamry weglowodorowej nie jest nowa; stosowana jest
juz od dtuzszego czasu zwlaszcza przy opracowywaniu
terapeutykow stosowanych np. w onkologii, dietetyce,
kardiologii czy terapii zakazen HIV, gléwnie z uwagi
wlasnie na korzysci polegajace na poprawie stabil-
nosci, opornoéci na degradacje proteolityczng oraz
podwyzszeniu aktywnosci biologicznej tak powstalych
zwigzkow. Pod wzgledem chemicznym, spiecie moze
zachodzi¢ nie tylko poprzez ,,szycie” weglowodorowe,
ale takze triazolowe, azobenzenowe, tiolowe, laktamowe
czy tioeterowe — a kazde z nich generowac bedzie zupet-
nie odmienne wlasciwo$ci, stabilno$¢ czgsteczki i bioak-
tywnos¢. Zainteresowanie tg technikg nastapito, kiedy
zaobserwowano, ze usztywnione za pomoca klamry
czasteczki wplywaja na interakcje bialek w komoérkach
docelowych, na przyklad nowotworowych, w efekcie
hamujac rézne proteiny. Opisywane jest zaktdcanie za
pomoca omawianych zwigzkéw np. dzialania rodziny
bialek Bcl-2, B-kateniny, hormonéw (m.in. estrogenu)
czy tez roznych czynnikéw transkrypcyjnych [29, 57].

Na dzien dzisiejszy kierunek ten nie wydaje sie
by¢ mniej atrakcyjnym od innych strategii obieranych
w poszukiwaniu nowych, skutecznych i bezpiecznych
srodkéw do walki z drobnoustrojami.

5.5. Lipopeptydy przeciwdrobnoustrojowe
w badaniach laboratoryjnych

Wiele o$rodkow i zespotéw badawczych, zaréwno
polskich jak i §wiatowych, wykazalo ogromne zaintere-
sowanie lipopeptydami potwierdzajac, poprzez wyniki
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swoich badan prowadzonych zaréwno in vivo jak i in
vitro, wysoki potencjal przeciwdrobnoustrojowy tej
grupy zwiazkow.

Dawgul i wsp., analizowali aktywno$¢ przeciw-
drobnoustrojowa lipopeptydéw w odniesieniu do
szczepow klinicznych gronkowca zlocistego. Jak pisze
Dawgul, mozliwos¢ zastosowania krotkich lipopep-
tydow w zakazeniach skory powodowanych przez
Staphylococcus aureus byloby swietng opcja terapeu-
tyczna. Lipopeptydy cechuja réwniez dobre wlasciwosci
powierzchniowo czynne, co dodatkowo daje mozliwos¢
zastosowania ich jako emulgator czy konserwant w pre-
paracie leczniczym.

Material badawczy stanowily szczepy Kkliniczne
S.aureus pochodzace od pacjentéw z zapaleniem
mieszkow wlosowych, czyracznoscia i atopowym zapa-
leniem skory, 5 syntetycznych lipopeptydéw (Pal-KK-
-NH,, Pal-KKK-NH,, Pal-KKKK-NH,, Pal-KG-NH,
oraz Pal-KGK-NH,) oraz antybiotyki konwencjonalne
(chloramfenikol, erytromycyna, penicylina G i wanko-
mycyna). Wyniki badan wykazaly skuteczno$¢ anali-
zowanych zwiazkéw w odniesieniu do zastosowanych
w pracy mikroorganizméw, nie wykazujgc zrdéznico-
wania ich aktywnosci pomigdzy szczepami. Istotnym
wydaje sie¢ wykazana przez autordw pracy aktywnosé
lipopeptydéw w odniesieniu do szczepdéw opornych
na erytromycyne, penicylineg i chloramfenikol. Wysoka
aktywnos¢ wykazano dla lipopeptydu Pal-KK-NH, [16]
Warto doda¢, ze badane lipopeptydy charakteryzowaly
wlasciwosci bakteriobojcze w stezeniach réwnych lub
dwukrotnie wyzszych anizeli ich MIC w odniesieniu do
analizowanych szczepow [16].

Dawgul i wsp. oceniali réwniez wplyw peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, w tym réwniez lipopep-
tydéw Pal-KK-NH, i Pal-RR-NH,, na proces adhezji
i tworzenia biofilmu oraz jego eradykacji. Do analizy
wybrano szczep wzorcowy C. albicans (ATCC 10231),
a jako biomateriat postuzyt silikonowy cewnik Foleya.
Zastosowane lipopeptydy wykazywaly zdolnos¢ do
eradykacji biofilmu, byly aktywne juz w stezeniach
nizszych anizeli ich wartos¢ MIC. Dla poréwna-
nia warto doda¢, ze nystatyna aktywna byta dopiero
w stezeniu odpowiadajgcym czterokrotnos$ci wartosci
MIC. Analizujac wptyw peptydow na proces zapobie-
gania tworzenia biofilmu jak i eradykacji jego dojrza-
tych struktur, oba peptydy byly skuteczne w stezeniach
ponizej wartosci MIC. W przypadku peptydu Pal-
-RR-NH, byly to stezenia wielokrotnie nizsze anizeli
warto$¢ MIC[17].

Aktywno$¢ przeciwgrzybiczg lipopeptydu Pal-KK-
-NH, w odniesieniu do grzybéw drozdzopodobnych,
oceniali rowniez Kamysz i wsp. Do analizy wybrano
zaréwno szczepy kliniczne (C. albicans, C. parapsilosis,
C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii) jak
i wzorcowe, a do poréwnania skutecznosci lipopeptydu
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- tradycyjne leki przeciwgrzybicze (flukonazol, amfo-
terycyna B, kapsofungina). Autorzy pracy wykazali
synergistyczne oddzialywanie miedzy lipopeptydem,
a tradycyjnymi lekami przeciwgrzybiczymi, szczegol-
nie z kapsofunging. Jak zaznaczajg autorzy pracy, wyka-
zany synergizm moze okazac¢ si¢ w przyszlosci dobra
opcja terapeutyczna do leczenia inwazyjnych zakazen
o etiologii grzybiczej [39].

Barchiesi i wsp. analizowali réwniez aktywnos¢
wspomnianego wczesniej peptydu Pal-KK-NH, wobec
izolatéw Cryptococcus neoformans. Analizie poddano
14 szczepow pochodzacych z pltynu mézgowo rdze-
niowego i krwi. Wszystkie badane szczepy wykazy-
waly wrazliwo$¢ na amfotercyne B i flukonazol. Zespot
badawczy wykazal synergistyczne oddzialywanie lipo-
peptydu z amfoterycyna B dla 3 analizowanych szcze-
péw i znacznie szybsze, niz w przypadku amfotery-
cyny B, dzialanie grzybobdjcze w stosunku do jednego
szczepu. Odnotowano aktywno$¢ grzybobojcza lipo-
peptydu Pal-KK-NH, po 24 godzinach inkubacji. Uzy-
skane wyniki pozwalaja wysuna¢ wniosek, ze Pal-KK-
-NH, moze w przysztosci stanowi¢ dobrg alternatywe
w terapii zakazen wywolanych przez C. neoformans [9].

Wrhadciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze
krotkich syntetycznych lipopeptydéw analizowali row-
niez Greber i wsp. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustro-
jowa wybranych zwigzkéw, rézniacych sie miedzy soba
m.in. dtugoscia tancucha kwasu thuszczowego, oceniali
w odniesieniu do szczepéw wzorcowych, bakterii Gram-
-dodatnich, Gram-ujemnych i grzybéw. Wyniki uzy-
skane przez autoréw pracy wskazuja na wysoka aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjng, zaréwno bakteriostatyczng jak
i bakteriobodjcza, lipopeptydu zawierajacego w swojej
strukturze reszte kwasu palmitynowego. Aktywnos¢ ta
byla zdecydowanie wyzsza w stosunku do bakterii Gram-
-dodatnich. Silny efekt bakteriostatyczny wykazano dla
analogéw z wigcej niz jednym zasadowym aminokwa-
sem (Pal-KK-NH,, Pal-KKK-NH,, Pal-KKKK-NH,,
Pal-KGK-NH, i Pal-KGKG-NH,), w przeciwienstwie
do lipopeptydéw z jednym aminokwasem (Pal-K-NH,
i Pal-KG-NH,). Lipopeptydy modyfikowane kwasem
mirystynowym cechowaly si¢ wysoka aktywnoscig
bakteriostatyczng wobec Bacillus subtilis i S. epidermidis,
natomiast modyfikowane kwasem laurynowym - niska
aktywnoscia wobec analizowanych w pracy szczepow.
Zréznicowang aktywnos$¢ odnotowano dla lipopepty-
dow z dwiema i trzema resztami lizyny (Laur-KK-NH,,
Laur-KKK-NH_; C12/Laur - reszta kwasu laurynowego
o diugosci 12 atoméw wegla). Lipopeptydy modyfiko-
wane kwasem kaprynowym wykazywaly niskg aktyw-
nos¢ przeciwbakteryjna lub zupelny jej brak. Aktywnos¢
przeciwgrzybiczg wykazano dla Pal-KK-NH,, Pal-KKK-
-NH, i Pal-KKKK-NH,. Sposréd analogéw kwasu
palmitynowego najnizsza aktywnos$¢ przeciwgrzybi-
czg wykazano dla lipopeptydéw z jedng resztg lizyny
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- Pal-K-NH.. R6zng aktywno$¢ przeciwgrzybicza wyka-
zaly lipopeptydy modyfikowane kwasem mirystyno-
wym. Wykazano, ze w tych samych stezeniach s3 one
aktywne wobec C. albicans, C.tropicalis i Aspergillus
brasiliensis. Lipopeptydy modyfikowane kwasem kapry-
nowym wykazywaly brak aktywnosci wobec grzybow
Candida i A. brasiliensis [24].

Autorzy pracy, oprocz oceny przeciwdrobnoustro-
jowej lipopeptyddéw, zbadali réwniez ich wiasciwosci
hemolityczne. Lipopeptydy, modyfikowane kwasem
palmitynowym, powodowaly silng hemolize¢ erytrocy-
tow. Wysoka toksycznos¢ wykazano dla pochodnych
palmitynowych z resztg lizyny (Pal-KK-NH,, Pal-KKK-
-NH, i Pal-KKKK-NH,) [24].

Aktywnos¢ syntetycznych lipopeptydéw wobec
biofilmu bakteryjnego réwniez byla przedmiotem
badan. Mikroorganizmy tworzgce strukture biofilmu
charakteryzuja si¢ duzo wigksza opornoscia na zwiazki
o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym anizeli ich
odpowiedniki planktonowe. Stale poszukuje sie wiec
nowych preparatéw, ktére wykazywalyby aktywnos¢
w odniesieniu do takiej struktury. Daloby to mozliwosc¢,
z jednej strony, eradykacji biofilmu, a co za tym idzie
szybsza i bardziej skuteczng terapi¢ zakazen przebie-
gajacych z wytworzeniem jego struktur. Z drugiej zas,
datoby mozliwos¢ zapobiegania tworzeniu tej opornej
na preparaty przeciwdrobnoustrojowej struktury.

Min i wsp. analizowali aktywnos$¢ i stabilnos¢
cyklicznego syntetycznego lipopeptydu CLP-4 (CLP-4
— cyclic lipopeptide 4; analog fusaricydyny) w odnie-
sieniu do Streptococcus mutans — zaréwno komorek
planktonowych, jak i w strukturze biofilmu. Dodat-
kowo autorzy pracy ocenili wptyw poddanego analizie
lipopeptydu na komorki ludzkie. Badacze wykazali,
ze lipopeptyd dziatal bakteriobdjcze w odniesieniu do
S.mutans i wykazywal zalezng od stezenia szyb-
kos¢ zabijania, doprowadzajac do lizy komdrek tylko
w wyzszych stezeniach. Lipopeptyd charakteryzowat
sie wysoka aktywnoscia wobec biofilmu. Autorzy pracy
sugeruja, ze peptyd CLP-4 moze mie¢ rézny mecha-
nizm dzialania, zalezny w pewien sposéb od jego
stezenia. Przy niskich stezeniach peptyd najprawdo-
podobniej zakldca niektore procesy komdrkowe nie-
zbedne do wzrostu mikroorganizmu, przy wysokich za$
zabija komorki bakteryjne przez uszkodzenie ich btony
komoérkowej. Co wazne, CLP-4 wykazywal réwniez
aktywnos¢ wobec biofilmu dojrzatego. Badajac wptyw
lipopeptydu wobec dojrzalego biofilmu wykazano
zalezne od stezenia zmniejszenie zywotnosci S. mutans.
Autorzy pracy podkreslaja, ze analizowany peptyd
charakteryzowal sie silng aktywnoscig bakteriobojcza,
zaréwno na komorki planktonowe i te w strukturze bio-
filmu. Dodatkowo, co warte podkreslenia, wykazywat
stabilno$¢ i niska cytotoksyczno$¢ w odniesieniu do
ludzkich komorek. Jak podkreslaja autorzy pracy, lipo-
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peptyd CLP to nowy peptyd przeciwdrobnoustrojowy
z mozliwo$cig zastosowania go w przysztosci zaréwno
w profilaktyce, ale takze leczeniu préchnicy [58].
Cirioni i wsp. analizowali aktywnos¢ lipopepty-
déw w polgczeniu z wankomycyng w odniesieniu do
gronkowca zlocistego, zaréwno wobec form plankto-
nowych jak i biofilmu. Materiat do analizy stanowily
krétkie lipopeptydy (Pal-Lys-Lys-NH,, Pal-Lys-Lys)
oraz wankomycyna, a gléwnym celem pracy byla ocena
aktywnosci analizowanych zwigzkéw na szczurzym
modelu infekcji wywolanej przez gronkowca zlocistego.
Wyniki badan w stosunku do planktonowych komérek
S. aureus wykazaly synergizm przy zastosowaniu wan-
komycyny w polgczeniu z lipopeptydem. Wszystkie
badane zwigzki charakteryzowaly sie zblizong aktyw-
noscia, natomiast stosowanie wszystkich lipopeptydow
w skojarzeniu z wankomycyng poprawito ich skutecz-
nos$¢. Najsilniejsze dzialanie wykazano w przypadku
pofgczenia Pal-Lys-Lys-NH, z wankomycyna [13].

6. Podsumowanie

Ciagle rosnaca liczba wieloopornych mikroorganiz-
mow znacznie utrudnia terapie zakazen, szczegélnie
tych cigzkich i zagrazajacych zyciu pacjenta. Jak poka-
zuje literatura, syntetyczne lipopeptydy przeciwdrobno-
ustrojowe moga sta¢ si¢ bardzo dobra alternatywa
w terapii takich zakazen i to z nimi obecnie wiaze sie
nadzieje w kontekscie walki z organizmami wielo-
opornymi [43]. Istotnym wydaje si¢ szerokie spektrum
dzialania tych zwigzkow i ich synergistyczne oddzia-
lywanie w polaczeniu z antybiotykami konwencjonal-
nymi, szczegdlnie z tymi z utrudnionym dotarciem
do wnetrza komorki bakteryjnej. Podejmowane proby
modyfikowania lipidéw i pozyskania nowych daja
nadzieje, na zastosowanie ich w przysztosci w mono-
terapii, jak i w terapii skojarzonej. Do rozwigzania nadal
pozostaje problem bezpieczenstwa potencjalnego stoso-
wania lipopeptyddéw w praktyce klinicznej ze wzgledu
na ich mozliwg cytotoksycznoéé jak i wlasciwosci
hemolityczne.
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Streszczenie: Pojecie ,,mikrobiologia prognostyczna” po raz pierwszy w jezyku polskim zostato uzyte w 1994 roku przez prof. Ilnicka-
Olejniczak. Natomiast poczatki prognozowania w mikrobiologii siegaja roku 1920 kiedy to Bigelow opracowat zaleznos¢ logarytmiczno-
liniowa kinetyki §mierci mikroorganizméw. Mikrobiologia prognostyczna jest subdyscypling mikrobiologii Zywnosci, ktérej zadaniem jest
przewidywanie zachowan mikroorganizméw w zywnosci z wykorzystaniem modeli matematycznych. Model prognostyczny w przypadku
mikrobiologii jest z reguly uproszczonym opisem korelacji pomiedzy zaobserwowanymi reakcjami oraz czynnikami odpowiedzialnymi
za pojawienie si¢ tych reakcji. Wyrdznia sie¢ kilka gtéwnych koncepcji modeli (empiryczne vs mechanistyczne; stochastyczne vs
deterministyczne; dynamiczne vs statyczne) w ramach ktérych istniejg podzialy modeli w zaleznosci od rodzaju badanego drobnoustroju
czy natury probleméw powodowanych przez drobnoustroje (kinetyczne vs probabilistyczne), opisywanych zmiennych (modele pierwszo-,
drugo i trzeciorzedowe) czy oddzialywania czynnikéw $rodowiskowych na populacje drobnoustrojéw (modele wzrostu, przezywalnosci,
inaktywacji). Do nowej generacji modeli zalicza si¢ modele molekularne i genomowe, modele transferu, ANN, modele interakcji miedzy
gatunkami oraz modele pojedynczej komorki.

Proces powstawania matematycznego modelu wymaga koordynacji pracy i wiedzy z zakresu: mikrobiologii, statystyki, matematyki,
chemii, inzynierii procesowej oraz informatyki. Wymaga réwniez odpowiedniego sprzetu i oprogramowania komputerowego. Wyréznia
sie cztery etapy postepowania 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 osiagnigciem pionierskim jako narzedzie dziatajace on-line. Niektore programy spelniaja wymagania do tworzenia
Repozytoriéw Modeli Bezpieczeristwa Zywnosci (FSMR - Food Safety Model Repositories).

1. Wprowadzenie. 2. Idea mikrobiologii prognostycznej. 3. Rys historyczny mikrobiologii prognostycznej. 4. Pojecie modelu i koncepcje
modelowania w mikrobiologii zywno$ci. 4.1. Koncepcja 1: modele empiryczne vs mechanistyczne. 4.2. Koncepcja 2: modele statyczne
vs dynamiczne. 4.3. Koncepcja 3: modele stochastyczne vs deterministyczne. 5. Podzialy modeli prognostycznych. 5.1. Sieci neuronowe.
5.2. Nowa generacja modeli prognostycznych. 6. Konstrukcja modelu prognostycznego. 6.1. Planowanie do$wiadczenia. 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
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1. Wprowadzenie

Pojecie ,,mikrobiologia prognostyczna” po raz
pierwszy w jezyku polskim zostalo uzyte w 1994 roku
przez prof. Ilnicka-Olejniczak [45]. Definicja wowczas
uzyta nie stracila na aktualnosci. Mikrobiologia pro-
gnostyczna byta definiowana jako szczegélowa wiedza
o zachowaniu si¢ mikroorganizméw w odpowiedzi
na okreslone warunki srodowiska. Termin ,,prognozo-
wanie” oznacza racjonalne, naukowe przewidywanie
przyszlych zdarzen. Nalezy doda¢, ze przewidywa-
nie przyszlych zdarzen odbywa si¢ na podstawie
danych historycznych, czyli w mikrobiologii zywnosci
s3 to wyniki doswiadczen naukowych prowadzonych
w zaplanowanych, okreslonych warunkach. Odpo-
wiedz mikroorganizméw jest zatem zmienng zalezng
w funkeji czynnikéw s$rodowiska wynikajacych ze
skladu produktu, uzytej technologii, sposobu pako-
wania. Inna definicja wskazuje, Ze mikrobiologia pro-
gnostyczna jest subdyscypling mikrobiologii zywnosci,
ktdrej zadaniem jest przewidywanie zachowan mikro-
organizméw w Zywnosci z wykorzystaniem modeli
matematycznych [76].

Wrhasciwosci i uzyteczno$¢ modeli znalazty odzwier-
ciedlenie w prawie zywnosciowym Unii Europejskiej.
W Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 2073/2005 z dnia
15 listopada 2005 r. z pézniejszymi zmianami w spra-
wie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych $rod-
koéw spozywczych jest zapis nakazujacy aby ustala¢
termin przydatnosci do spozycia wykorzystujac modele
prognostyczne dla bakterii wskaznikowych uwzgled-
niajac krytyczne czynniki wzrostu lub przezywalnosci
drobnoustrojow [86].

2. Idea mikrobiologii prognostycznej

Mikrobiologia Zywnosci poczatkowo byla zdomi-
nowana badaniami mikrobiologicznymi dotyczacymi
konkretnych produktéw, bez préby zrozumienia,
co wplywa na wzrost mikroorganizméw. Uwazano,
ze zywnos$¢ sama w sobie jest gtéwnym czynnikiem,
warunkujacym obecnos$¢ drobnoustrojéw. Koncepcja
mikrobiologii prognostycznej zaklada, ze obecnos¢
mikroorganizméw w Zywnosci jest wynikiem kombina-
¢ji roznych czynnikéw srodowiska, przede wszystkim:
temperatury, pH i aktywnos$ci wody [84].

Idea mikrobiologii prognostycznej jest zalozenie,
ze odpowiedz mikroorganizméw na czynniki $rodo-
wiska, ktore determinujg ich wzrost jest powtarzalna.
Zatem, w powtarzalnych warunkach $rodowiska zde-
terminowanych: surowcem, technologia przetwarzania,
materialem i atmosferg pakowania odpowiedz drob-
noustrojow jest przewidywalna i daje si¢ opisa¢ przy
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uzyciu modeli matematycznych. Modele takie moga
by¢ stosowane w szerokim zakresie w odniesieniu do
grup zywnosci, a nie tylko do pojedynczych produk-
tow. Zostalo dowiedzione, iz modele prognostyczne
dostarczaja wynikéw co najmniej 1000 razy szybciej niz
challenge tests, polegajace na szacowaniu okresu trwa-
tosci produktu w tych samych warunkach, jakie panuja
podczas dystrybucji czy przechowywania Zzywnoéci, na
podstawie liczby mikroorganizméw wyznaczajacych
poziom akceptowalny lub poziom zepsucia [14, 84].

3. Rys historyczny mikrobiologii prognostycznej

Pierwsze modele prognostyczne opisujace zaleznos¢
logarytmiczno-liniowa kinetyki $mierci mikroorga-
nizméw zostaly opracowane przez Bigelowa w 1920
i 1921 roku [5] oraz Esty i Meyera w 1922 roku.
W roku 1922 Esty i Meyer opisali inaktywacje ter-
miczng przetrwalnikow Clostridium botulinum typu A
z wykorzystaniem modelu logarytmiczno-liniowego,
ktory wciaz jest stosowany w produkeji zywnosci stery-
lizowanej w puszkach. Model ten okresla tempo inakty-
wacji bakterii przy stalej temperaturze [60].

Pierwsza wzmianka w literaturze dotyczaca koncep-
cji mikrobiologii prognostycznej pochodzi z 1937 roku.
Dotyczy badan prowadzonych przez Scott’a, ktéry wie-
dz¢ o tempie wzrostu wybranych mikroorganizmoéw
w roznych temperaturach uwazat za istotng w bada-
niach dotyczacych zepsucia wolowiny. W oparciu
o swoje badania zdefiniowal prognozowanie mikro-
biologiczne jako wiedze o wzroécie niektdrych mikro-
organizméw w roznych temperaturach na przykla-
dzie chlodzonego migsa wolowego. Scott prowadzil
réwniez badania dotyczace specyficznego tempa inak-
tywacji drobnoustrojéw zaleznego od dostepnosci
wody, dzi$ okreslanego jako aktywno$¢ wody oraz od
poziomu dwutlenku wegla. Badania Scotta bez odpo-
wiedniej technologii takiej jak: rejestratory danych,
komputery i internet byly skazane na porazke. Musialy
czeka¢ na czasy kiedy te innowacje zostang opracowane
i fatwo dostepne.

Zatem za er¢ ,nowoczesnego prognozowania mikro-
biologicznego mozna uzna¢ poczatek lat 60. XX wieku
[66, 13]. Badania nad procesem psucia si¢ zywnosci
prowadzone przez australijskich naukowcéw, Olley’a
i Ratkowskyego, doprowadzilty do sformufowania
w 1973 roku matematycznej zalezno$ci wpltywu tempe-
ratury na relatywne tempo psucia sie zywnosci. Wykres-
lono S-ksztaltng krzywa, ktérg nazwano ,krzywa ze-
psucia” (general spoilage curve) [68]. Ksztalt litery ,,S”
odpowiada dwém fazom: poczatkowej fazie przyspie-
szenia (fragment wklesty) oraz koncowej fazie opdznie-
nia (fragment wypukty) [65].
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4. Pojecie modelu i koncepcje modelowania
w mikrobiologii zywnosci

Model moze by¢ zdefiniowany jako: opis systemu,
teorii lub zjawiska. Wyjasnia ich znane lub sugerowane
wlasciwosci i moze by¢ wykorzystywany do dalszych
badan nad tymi wlasciwosciami. W powszechnym
rozumieniu model jest mniejszg replikg prawdziwego
obiektu. Jednak w przypadku nauki, inzynierii, finan-
sOw itp., model jest z reguly uproszczonym opisem
korelacji pomiedzy zaobserwowanymi reakcjami oraz
czynnikami odpowiedzialnymi za pojawienie si¢ tych
reakcji. Opis ten moze by¢ wyrazony za pomoca stow
lub ilo$ciowo za pomoca jednego lub kilku réwnan
matematycznych. Zatem model matematyczny moze po
prostu opisywac zbiér danych, badz tez moze stanowic¢
hipoteze lub seri¢ hipotez, dotyczacych podstawowych
relacji pomiedzy niezaleznymi zmiennymi [65].

W mikrobiologii prognostycznej nie istnieje jedno-
znaczny i ostateczny podzial modeli prognostycznych.
Wyroéznia sie kilka gtéwnych koncepcji modeli (empi-
ryczne vs mechanistyczne; stochastyczne vs determi-
nistyczne; dynamiczne vs statyczne) w ramach ktérych
istniejg podzialy modeli w zaleznosci od rodzaju bada-
nego drobnoustroju czy natury problemdéw powodo-
wanych przez drobnoustroje (kinetyczne vs probabili-
styczne), opisywanych zmiennych (modele pierwszo-,
drugo i trzeciorzedowe) czy oddzialtywania czynni-
kéw  srodowiskowych na populacje drobnoustro-
jow (modele wzrostu, przezywalnosci, inaktywacji).
W Kklasyfikacji spotyka sie modele, znajdujace si¢ na
pograniczu, ktdre taczg rozne podejscia, np. modele
pojedynczych komorek tacza podejscie 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” opisuja obserwowang odpowiedz populacji mikro-
organizméw na czynniki srodowiskowe. Dopasowanie
tradycyjnych zalezno$ci matematycznych do prze-
biegu danych empirycznych jest jedynym kryterium
oceny modelu. Modele wielomianowe powierzchni
odpowiedzi, model Gompertza, sieci neuronowe czy
model pierwiastka kwadratowego to najlepiej poznane
modele empiryczne. Modele mechanistyczne opieraja
sie na zrozumieniu podstawowych proceséw bioche-
micznych i wewngtrzkomorkowych, ktore kontroluja
zachowanie komorek. Dlatego aktualna wiedza mikro-
biologiczna moze by¢ niewystarczajaca, do opracowa-
nia kompletnego modelu mechanistycznego. Bardzo
czesto powstajg modele taczace cechy mechanistyczne
i elementy empiryczne [8, 31, 65, 66].
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4.2. Koncepcja 2: modele statyczne vs dynamiczne

Dane do konstruowania pierwszych modeli prog-
nostycznych uzyskiwano w warunkach statycznych.
Rzeczywiste warunki panujace w zywnosci podle-
gaja zmianom w czasie, zatem potrzebne s3 modele
uwzgledniajagce t¢ zmienno$¢, czyli modele dyna-
miczne. Istniejg rézne czynniki, ktére mozna dodawaé
jako elementy sktadowe do podstawowego modelu
dynamicznego, mianowicie: wahania warunkéw $rodo-
wiskowych, zmiennos¢ stanu fizjologicznego komorek,
interakcje i produkcje metabolitow majacych wptyw na
wzrost bakterii [10].

Réwnanie elementarne opisujagce model dyna-
miczny mozna przedstawic¢ nastepujaco:

dN/(t)/dt = (1)
=m,-N(t), Nj(t), fact(t), chem(t), phys(t) - N(t)

gdzie:

N(t) reprezentuje liczbe komdrek drobnoustrojow,

u, (h™") jest specyficznym wspotczynnikiem wynikaja-
cym z interakcji wewnatrz

(N)  imiedzy (N) gatunkami drobnoustrojéw,

(fact) fizykochemiczne uwarunkowania srodowiskowe,

(phys) fizjologiczny stan komorek oraz (chem) wytwa-
rzanie metabolitow.

Wspdlczynnik szybkosci wzrostu/inaktywacji w zmie-
niajacych si¢ w czasie warunkach zostanie obliczony
przez model, jesli odpowiednio u.>0 lub p.<0. Dla
kazdego czynnika uwzglednionego w modelu nalezy
opracowa¢ dodatkowe réwnania matematyczne opisu-
jace jego zmiennos$¢ w czasie [76].

4.3. Koncepcja 3: modele stochastyczne
vs deterministyczne

Deterministyczne modele matematyczne opisuja
zachowanie duzych populacji drobnoustrojow jako
calosci bez uwzglednienia odpowiedzi poszczegélnych
komorek drobnoustrojow na wybrane czynniki srodo-
wiskowe [55] natomiast podejscie stochastyczne uw-
zglednia wplyw zmienno$ci i niepewnosci zwigzanych
z odpowiedzia, na warunki srodowiskowe, pojedynczej
komorki w catej populacji mikroorganizméw [24].

5. Podzial modeli prognostycznych

Pierwszy podzial ze wzgledu na zlozonos¢ zalez-
nosci pomiedzy zmiennymi uwzglednionymi w modelu
obejmuje podziat na modele pierwszo-, drugo- i trze-
ciorzedowe. W modelach pierwszorz¢dowych bierze si¢
pod uwage zmiane liczby mikroorganizméw w czasie
(wzrost lub inaktywacja) oraz wyznacza si¢ parametry
kinetyczne (lag faza, wspotczynnik szybkosci wzrostu,
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czas do osiggniecia fazy stacjonarnej, tempo inaktywa-
¢ji). Natomiast modele drugorzedowe opisuja relacje
parametréow kinetycznych pochodzacych z modelu
pierwotnego do zmiennych srodowiskowych (np.
temperatura). Modele trzeciorz¢dne to implementacja
obu typéw modeli w narzedziach komputerowych oraz
bazach danych on-line [31, 43, 74, 98].

Najpowszechniej wykorzystywane modele pierw-
szorzgdowe to funkcja Gompertz’a, logistyczna, Stan-
narda (po reparametryzacji) oraz funkcja Schnutaa
i Richards’a [100]. Konsekwencjg badan prowadzo-
nych przez Zwieteringa i Gibson’a, ktérzy poréwnali
mozliwosci ww. funkeji do modelowania danych otrzy-
manych z hodowli okresowej Lactobacillus plantarum
oraz innych bakterii bylo stwierdzenie ze w wigkszosci
przypadkow modelem najlepiej opisujacym i dopa-
sowujacym si¢ do danych jak rowniez fatwym w zasto-
sowaniu byl zmodyfikowany model Gompertza [10,
31, 68, 74, 100].

Zmodyfikowana funkcja Gompertza (po repara-
metryzacji) jest powszechnie uzywanym empirycz-
nym, pierwszorzedowym modelem opisujagcym zmiane
liczby mikroorganizméw w czasie, w okreslonym sro-
dowisku. Dodatkowy parametr A reprezentuje dolng
warto$¢ asymptoty log liczby bakterii (log {N e}, co
w niektdrych przypadkach, kiedy warto$¢ parametru A
jest mniejsza niz N ; daje lepsze dopasowanie funkeji
i oszacowanie poczatkowej gestosci komorek [67]. Na
podstawie modeli pierwszorzedowych mozna uzy-
ska¢ parametry kinetyczne stuzace do opisu populacji
drobnoustrojow takie jak: czas generacji, czas trwania
lag fazy, maksymalna szybkos¢ wzrostu wykladniczego,
czas do osiagnigcia specyficznej liczebnosci populacji
[16, 68, 95]. Obecnie wielu autoréw wykorzystuje model
Gompertza (2) do obliczania terminu przydatnosci to
spozycia produktéw zywnosciowych [14, 30, 40, 49, 56].

LogN, =A+D exp{-exp [-B(t-M)]} (2)
gdzie:
t = czas [h],
N, = liczebnos¢ populacji w czasie t [log (jtk/ml)],
A = warto$¢ dolnej asymptoty (np. Log N __ )
[log (jtk/ml)],
D = rdznica pomiedzy gorng i dolng wartoscia
asymptoty [np. LogN _-LogN__ ] [log (jtk/ml)],
M = czas po ktérym wykladnicza szybko$¢ wzrostu

jest maksymalna [h],
B = oznacza tangens konta nachylenia krzywej
wzrostu w czasie M.

Mimo powszechnego wykorzystania model Gom-
pertza ma slabe strony, do ktorych zalicza sie¢ m.in.:
nie horyzontalny przebieg i szacowanie ujemnej war-
tos¢ lag fazy, wyrazanie koncentracji komérek drobno-
ustrojow w skali logarytmicznej, nieprecyzyjne wyraza-
nie maksymalnego tempa wzrostu populacji punktem
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przegiecia krzywej co sugeruje, Ze maksymalny wspot-
czynnik wzrostu moze by¢ wyzszy niz oszacowany,
wyrazenie wykladniczej fazy wzrostu funkcja nieli-
niowa [9, 10, 97, 98].

W modelach drugorzedowych mozna wyrdznié
dwa sposoby opisywania relacji parametréw kinetycz-
nych do czynnikéw srodowiskowych: (1) wpltyw kilku
czynnikow srodowiskowych jest opisany jednocze$nie
najczesciej przez funkcje wielomianowe nizszego rzedu
(pierwszego i drugiego rzedu; rzadziej trzeciego rzedu);
(2) czynniki $rodowiskowe wplywajace na populacje
drobnoustrojow sa indywidualnie modelowane. Wréd
tych modeli najczgsciej wykorzystuje sie model pier-
wiastka kwadratowego, model gamma, model parame-
tréow kardynalnych oraz funkcje wielomianowa (tzw.
powierzchnie odpowiedzi) [74, 76].

Modele trzeciorzedowe nazywane sa modelami
zintegrowanymi w prognostycznych programach kom-
puterowych [31, 98]. Wizualizuja uzytkownikowi
czynniki srodowiskowe takie jak: a , pH, temperatura,
wprowadzone do matematycznego modelu i pozwalaja
na uzyskanie wynikéw prognozowania obliczonych na
podstawie pierwszo i drugorzedowych modeli. Modele
pierwszorzedowe okreslaja zmiany liczby mikroorga-
nizméw w czasie, natomiast modele drugorzedowe
wskazujg jak wartosci wyliczone przez model pierw-
szorzedowy zmieniaja si¢ pod wplywem jednego lub
kilku z czynnikéw srodowiskowych.

Pojawienie sie w latach 80. XX wieku wydajnych
komputeréw umozliwilo szybsze wykonanie skompli-
kowanych obliczen matematycznych. Dzieki temu moz-
liwe bylo opracowanie modeli matematycznych z wyko-
rzystaniem wieloetapowych algorytméw szacujacych
parametry modelu. Zaowocowalo to lawinowym roz-
wojem tej dziedziny mikrobiologii Zywnosci. W tabeli I
przedstawiono dostepne obecnie programy kompute-
rowe, ktore integruja modele w uzyteczne dla uzytkow-
nika narzedzie i wizualizuje dane pierwotne, na ktorych
modele zostaty zbudowane [62]. Chociaz pierwsze wer-
sje programéw do prognozowania w mikrobiologii byty
samodzielnymi narzedziami, obecnie dominujg wersje
programéw on-line dostepne dla wszystkich i wszedzie
przez Internet (tab. I) [43, 53, 80, 93].

Pionierskim programem byt Pathogen Modeling
Program (PMP), opracowany przez dwa Departamenty
Rolnictwa Stanéw Zjednoczonych (USDA): Agricultu-
ral Research Service (ARS) i Eastern Regional Research
Center (ERRC), ktory jest odpowiedzialny za tworzenie
i realizacje polityki rolnej i Zzywnosciowej rzadu fede-
ralnego. Jest to najstarsze opracowanie wykorzystujace
jako podstawe modele prognostyczne. Od 1990 roku
PMP byl rozpowszechniany w réznych formach: od
pojedynczych arkuszy kalkulacyjnych, programéw
dostepnych komercyjnie, do samodzielnych progra-
mow dostepnych w Internecie nieodptatnie. PMP obej-
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muje pakiet modeli, ktére moga by¢ wykorzystane do
przewidywania wzrostu i inaktywacji termicznej i nie-
termicznej (pasteryzacja i radiacja) przede wszystkim
bakterii patogennych w zywnosci np. Listeria monocy-
togenes, Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus, Sal-
monella spp., Modele pierwszorzedowe wykorzystuja
réwnanie Gompertza [100]. Uzytkownik dysponuje
oszacowanymi parametrami opisujacymi populacje:
czasem trwania lag fazy, czasem generacji, wykresem
wzrostu lub inaktywacji z uwzglednieniem przedzialu
ufno$ci w wybranych warunkach $rodowiska [20, 31,
43, 44]. Obecnie dostepna jest wersja 7.0 do $ciggnie-
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cia ze strony http://www.ars.usda.gov/Services/docs.
htm?docid=11550.

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

Table I
Przeglad programéw komputerowych do prognozowania w mikrobiologii zywnosci
Data Koncepcia Grupa
Nazwa Dostepnos¢/link opraco- Affiliacja peja odbior-
. modelowania .
wania cow

Baseline Bezplatny, dostep internetowy 2012 | University of Cordoba, Hiszpania Deterministyczna | BZ, N, S
www.baselineapp.com

ComBase Bezplatny, dostep internetowy 2004 | Institut of Food research, UK Deterministyczna | BZ, N, S,
www.combase.cc ORz

Dairy Products | Komercyjny, dostep internetowy | 2012 | ACTALIA, Francja; French Dairy Stochastyczna BZ

Safety Predictor | www.aqr.maisondulait.fr Interbranch Organization, Francja

FDA-iRISK Bezplatny, dostep internetowy 2012 | Food and Drug Administration, USA | Stochastyczna BZ,N,S,
www.irisk.foodrisk.org ORz

FILTREX Bezplatny, do pobrania 2013 | INRA, National Institute Stochastyczna N, S
www.w3 jouy.inra.fr/unites/miaj/ for Agronomy Research, Francja
public/logiciels/filtrex/

FISHMAP Bezplatny, do pobrania 2011 | AZTI, Transforming Science into Deterministyczna | BZ, N, S,
www.azi.es/dowlands/dowlands/ Business, Hiszpania ORz
fishmap/#tab-description

Food Spoilage Bezplatny, do pobrania 1999 | Technical University of Denmark, Deterministyczna | BZ, N, S,

and Safety www.fssp.food.dtu.dk Dania ORz

Predictor (FSSP)

GlnaFit Bezplatny, dostep internetowy 2003 | Catholic University of Leuven, Belgia | Deterministyczna | BZ, N, S,
www.cit.kluven.ve/biotec/ ORz
dowland.php

GroPIN Bezplatny, dostep internetowy 2013 | Agricultural University of Athens, Deterministyczna | BZ, N, S,
Www.aua.gr/psomas/gropin Grecja i stochastyczna ORz

Listeria Meat Komercyjny, dostep internetowy 2012 | Catholic University of Leuven, Belgia | Deterministyczna | BZ, ORz

Model www.cpmf2.be

MicroHibro Bezplatny, dostep internetowy 2011 | University of Cordoba, Hiszpania Stochastycznea BZ,N,S,
www.microhibro.com ORz

MRV, Microbial | Bezplatny, dostep internetowy 2008 | National Food Research Institute, Deterministyczna | BZ, N, S,

Responses www.mrviewer.info/ Japonia ORz

Viewer

NIZO Premia Komercyjny, 1995 | NIZO Food Research, Deterministyczna | BZ
brak dosteu internetowego The Netherlands

PMM-Lab Bezplatny, dostep internetowy 2012 | Federal Institute for Risk Deterministyczna | N, S, ORz
www.sourceforge.net/projects/ Assessment, Dania
pmmlab/

Microbial Safety | Bezplatny, dostep internetowy 2006 | Danish Meat Research Institute, Deterministyczna BZ, N, S,

in Meat Products | www.dmripredict.dk Dania ORz

Sym’Previus Komercyjny, dostep internetowy 2003 | Adria Development, Francja Deterministyczna | BZ, N, S,
WWWw.symprevius.org i stochastyczna ORz
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Do generowania modeli prognostycznych opracowano
programy: GlnaFiT, FILTREX, PMM-Lab.

Wymienione programy funkcjonuja jako samo-
dzielne narzedzia do prognozowania, jednak poja-
wienie si¢ ComBase, jako programu i bazy danych
dziatajacych on-line bylo osiagnieciem pionierskim
dzieki ktéremu publikowane i niepublikowane modele
sa dostepne w sieci Internet. ComBase ma takze ogra-
niczenia polegajace na tym, Ze ostateczny uzytkownik
nie moze samodzielnie wprowadzi¢ nowego modelu do
bazy bez wiedzy i zgody tworcy. Ponadto nie mozna
wyeksportowa¢ wykorzystanego do prognozowania
modelu, a jedynie prognozy uzyskane on-line [51].
W latach 2011-2012 pojawily si¢ nowe programy
dostepne on-line: MicroHibro i Basaline, ktore umoz-
liwiajg zbudowanie modeli zdefiniowanych przez uzyt-
kownika do prognozowania wzrostu lub inaktywacji
dowolnego drobnoustroju w zywnosci. Jednak podob-
nie jak w ComBase uzytkownik nie ma mozliwosci
wyeksportowania uzyskanego w MicroHibro i Basaline
modelu do innego narzedzia prognostycznego.

Nowatorskim rozwiazaniem i zarazem przysztoscia
mikrobiologii prognostycznej staje sie tworzenie Repo-
zytoriow Modeli Bezpieczenistwa Zywnosci (FSMR
- Food Safety Model Repositories) czyli moduléw,
ktére umozliwiaja eksport modeli prognostycznych
do wystandaryzowanego formatu wymiany danych.
Ponadto FSMR s3 przyktadem podejscia opartego
na przeplywie zadan co zapewnia przejrzysto$¢ prze-
twarzania danych oraz ulatwia wspdtprace i kontrole
jakosci wéréd réznych naukowcéw. Program PPM-
-Lab zostal wybrany jako prototypowe narzedzie do
tworzenia przykltadowych modeli wzrostu, inaktywa-
cjii przezywalnosci Salmonella w migsie wolowym dla
Repozytorium Modeli Bezpieczefistwa Zywnosci [80].

Inny podzial modeli uwzglednia modele wzrostu,
przezywalnosci i inaktywacji. Modele wzrostu stano-
wig najlepiej dopracowang grupe modeli. Naleza do
nich m.in. oméwione ponizej modele typu Arrheniusa
i typu Bélehradka Wsréd najczesciej stosowanych
funkeji opisujacych wzrost mikroorganizmoéw znajduja
si¢ zmodyfikowany model logistyczny i zmodyfikowana
funkcja Gompertza.

Modele inaktywacji i przezywalnosci charaktery-
zuja sie tym, Ze opisuja redukcje liczby drobnoustrojow
w czasie, koncentrujac sie na fazie $mierci populacji. Do
opisu inaktywacji termicznej lub nietermicznej najczes-
ciej stosuje si¢ model log-liniowy (model Bigelow’a),
model Weibull'a i modele ,,ramienia/ogona” (shoulder/
tail model) [76].

Tworcy modelu logarytmiczno-liniowego byli pio-
nierami prognozowania mikrobiologicznego Zywno-
$ci dzieki temu, ze na wykresie potlogarytmicznym na
osi Y umiescili logarytm liczby bakterii a na osi X tem-
perature. Uzyskane rownanie matematyczne opisujace

ELZBIETA ROSIAK, KATARZYNA KAJAK-SIEMASZKO, MONIKA TRZASKOWSKA, DANUTA KOLOZYN-KRAJEWSKA

dane pozwala obliczy¢ warto$¢ D (czas dziesigciokrot-
nej redukeji). Zmiana temperatury pozwalajgca uzyskaé
warto$¢ D jest okreslana jako warto$¢ z [31].

Model Weibull’a jest pierwszorzedowym modelem
inaktywacji bakterii wegetatywnych. Model ten zaklada
nieliniowo$¢ krzywych przezycia pétlogarytmicznego
w procesie inaktywacji poprzez uwzglednienie zmian
biologicznych w odniesieniu do inaktywacji termicznej
i jest w zasadzie statystycznym modelem rozktadu cza-
sow inaktywacji. Model Weibull'a uwzglednia dwa para-
metry: a (czas) i bezwymiarowy parametr ksztaltu - b.
Logarytm rozktadu parametru a zalezy liniowo od tem-
peratury; natomiast zaleznos$¢ parametru b od czasu nie
jest dobrze ustalona. Chociaz model Weibull'a ma cha-
rakter empiryczny, moze opisywac efekty fizjologiczne.
b <1 wskazuje, Ze pozostale po inaktywacji komorki
majg zdolno$¢ adaptacji do warunkoéw stresowych,
podczas gdy b > 1 wskazuje, Ze pozostale po inaktywa-
cji komorki sg uszkodzone. Ta zmienno$¢ parametrow
decyduje o wigkszej elastycznosci modelu Weibull’a niz
modelu liniowego bazujacego na wartosci D. Funkcja
dystrybucji Weibull’a (ktéra jest blisko zwigzana z roz-
ktadem gamma, rozkladem warto$ci ekstremalnych
i rozktadami log-normalnymi) jest réwniez szeroko sto-
sowana w inzynierii niezawodnosci, w celu opisu czasu
awarii w systemach elektronicznych i mechanicznych
oraz jest odpowiednia do analizy danych o przetrwaniu,
tj. czasu do usterki po zastosowaniu obcigzenia [76].

Model ramienia/ogona opisuje stan populacji
przed inaktywacja, kiedy krzywa wzrostu jest ptaska
i nie zachodzg zmiany liczby mikroorganizméw. Pro-
ces inaktywacji powoduje zamieranie drobnoustrojow,
zatem krzywa przyjmuje ksztalt ,,ramienia” ,,Ogon” to
fragment krzywej, ktdry reprezentuje przezycie drobno-
ustrojow po zastosowaniu procesu inaktywacji; dotyczy
populacji wykazujacej wieksza opornos¢, nie podlegaja-
cych inaktywacji opisanej modelem log-liniowym [76].
Modele inaktywacji pozwalajg oceni¢ efektywnos¢ sto-
sowania réznych proceséw technologicznych na inak-
tywacje mikroorganizmow.

Modele prognostyczne mogg by¢ takze podzielone
na kinetyczne i probabilistyczne. Modele kinetyczne sto-
sowane s3 zwykle w przypadku nieprzetrwalnikujacych
patogenow, zwlaszcza tych, ktore staja sie niebezpieczne
dopiero po przekroczeniu pewnego progu wzrostu jak
np. bakterie okreslane jako specyficzne organizmy psu-
jace (SSO - Specific Spoilage Organism) [14, 30].

Powszechnie spotykane sa dwa typy modeli opisuja-
cych kinetyke wzrostu mikroorganizméw pod wplywem
temperatury i innych czynnikow srodowiska. Pierwsze
oparte s3 na réwnaniu Swante Arrheniusa opracowa-
nym w 1889 roku, okreslajacym wplyw temperatury
na szybkos$¢ reakcji chemicznej, ktore wywodzi sie
z rownania van't Hoff’a opisujacego wplyw temperatury
na termodynamike gazéw. Druga grupa modeli bazuje



PROGNOZOWANIE W MIKROBIOLOGIT ZYWNOSCI

na modelu pierwotnie opracowanym przez Jana Béleh-
radka w 1930 roku. Funkcja wyraza wplyw tempera-
tury na procesy biologiczne i jest rozwijana we wspot-
czesnych modelach Ratkowskyego [25, 68, 74].

Model zaprezentowany przez Bélehradka w 1930 r.
uwzglednial zero ,,biologiczne” (temperatura w ktdrej
i ponizej ktorej zaden wzrost drobnoustrojow nie jest
mozliwy).

Wspolczesny zapis modelu Bélehradka:

k=a(t-t,)* 3)

gdzie: k = stala szybkosci wzrostu,
a,d = parametry do dopasowania,
t, = matematyczny ekwiwalent a.
Do najbardziej znanych modeli typu Bélehradka na-
lezy model pierwiastka kwadratowego Ratkowskyego;

ktéry dla pelnego zakresu temperatur ma postac:

Vk=b(T-T_){l-exp[c(T-T, )] (4)

max:

gdzie: T temperatura inkubacji [°C],

k = stala szybkosci wzrostu,

T T .. = minimalna i maksymalna
temperatura wzrostu [°C],

b, ¢ = parametry do dopasowania.

Modyfikacje podstawowej formuty modelu dopro-
wadzily do uwzglednienia wptywu temperatury, aktyw-
nosci wody i pH na wzrost mikroorganizmoéw [16, 68,
74, 83, 84, 95, 97].

Druga grupa modeli kinetycznych wyjasniajaca
wplyw temperatury na szybkos¢ wzrostu to modele
Arrheniusa i jego modyfikacje. Najprostszy model typu
Arrheniusia stosowany w mikrobiologii prognostycznej
ma postac:

lnkzlnA—E“ (5)
RT
gdzie: k = stala szybkosci wzrostu,
E = energia aktywacji K] mol™,
T = temperatura bezwzgledna [C],
R = stala gazowa: 8,314 ] K — mol™,

A = parametr do dopasowania.

W podstawowej postaci, wielu autoréw uznato
zalezno$¢ Arrheniusa jako nieodpowiednig do opisu
szybkosci reakcji w zlozonych systemach biologicznych.
Dlatego powstaly liczne modyfikacje, podstawowej
zalezno$ci z rozszerzeniem zastosowania dla niskich i
wysokich temperatur. Za jedna z najlepszych modyfi-
kacji wzoru Arrhenius’a uznaje si¢ liniowa modyfikacje
Davey’a [2, 3, 68, 83, 85].

Wzér Arrheniusa z liniowa modyfikacjg Davey’a:

c C
Ink=C +—L+-2 (6)
T T
gdzie: k = wspolczynnik szybkosci wzrostu,

T
G, GG,

temperatura [°C],
parametry do dopasowania.
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Kolejna modyfikacja modelu oprécz temperatury
uwzglednia aktywnos$¢ wody jako czynnik wplywa-
jacy na wzrost mikroorganizméw: [16, 68, 83, 85, 25,
26-28. 74].

Modele oparte na prawdopodobienstwie stosowane
sa zwykle w przypadku bakterii przetrwalnikujacych,
zwlaszcza C. botulinum, w przypadku ktérych nawet
najmniejszy wzrost jest niebezpieczny. Wigkszos¢
modeli opartych na prawdopodobienstwie wywodzi si¢
z wzoru Hauschilda, stuzacego do obliczania prawdo-
podobienstwa wykielkowania pojedynczego przetrwal-
nika C. botulinum i namnazania si¢ potomnych komo-
rek wegetatywnych, do poziomu, ktdry jest niezbedny
do wytworzenia toksyny botulinowe;j.

5.1. Sieci neuronowe

Sieci neuronowe moga by¢ stosowane wszedzie
tam, gdzie pojawiajg si¢ zadania zwigzane z predykcja,
klasyfikacja czy sterowaniem [37]. Sieci neuronowe
sa wyrafinowang technika modelowania, zdolng do
odwzorowywania zlozonych funkeji, majacych cha-
rakter nieliniowy, dzieki czemu mogg by¢ wykorzysty-
wane w prognozowaniu mikrobiologicznym zywno$ci,
w ktorej czesto nie ma podstaw do aproksymaciji linio-
wej wystepujacych zjawisk i proceséw biologicznych.

Model sztucznej sieci neuronowej (ANN - Artificial
Neural Network) zostal zainspirowany fizyczng struk-
turg i mechanizmem dzialania uktadu biologicznego
(Najjar i wsp., 1997). Definiowany jest jako oblicze-
niowy model statystyczny, faczacy ze sobg pojedyncze
elementy, nazwane neuronami lub weztami w sie¢. Sie¢
neurondw zorganizowana jest w warstwy: wejSciows,
ukryta oraz wyjsciows, ktére s3 w stanie dokonaé
réwnoleglych obliczen. W mikrobiologii prognostycz-
nej znalazly zastosowanie dzigki swojej elastycznosci
i generowaniu danych charakteryzujgcych sie¢ wyso-
kim stopniem dokladno$ci w dopasowywaniu do
danych eksperymentalnych, w poréwnaniu z innymi
technikami regresji, a takze duzej tolerancji na dane
nieprecyzyjne (noise data) [12, 35, 71]. Na podstawie
zgromadzonych reprezentatywnych danych, poka-
zujacych zmiennos$¢ zmiennej zaleznej, uruchamiany
jest algorytm uczenia powtarzany do momentu uzy-
skania satysfakcjonujacych rozwigzan. Jego celem
jest automatyczne wytworzenie potrzebnej struktury
sieci, nastepnie w wyniku uczenia zbedne polgczenia
i neurony sg usuwane. W oparciu o nie sie¢ realizuje
wszystkie funkcje zwiazane z eksploatacja utworzonego
modelu [35, 91, 92].

Do najpopularniejszych architektur sieciowych
nalezy perceptron wielowarstwowy (MLP - Multilayer
Perceptron), ktdry wykorzystuje liniowa funkcje poten-
cjalu postsynaptycznego — PSP (Postsynaptic Potential
function). Dzialanie sieci MLP polega na wyznaczaniu



236

wazonych sum wartosci wejsciowych, ktdére sg argu-
mentem, zwykle nieliniowej, funkcji aktywacji. Stan-
dardowa funkcja aktywacji dla sieci MLP jest funkcja
logistyczna (nazywana rowniez czesto, ze wzgledu na
ksztalt, sigmoidalng) stosowana domyslnie we wszyst-
kich warstwach sieci. Wyjatek stanowia sieci WNN
(Wavelet Neural Network) w ktorych zamiast funkcji
sigmoidalnej w warstwach ukrytych wykorzystywana
jest funkcja nieliniowej transformacji falowej [4]. Sieci
MLP mogg by¢ uczone za pomocg wielu algorytmow:
algorytmu gradientéw sprzezonych, Quasi-Newtona,
Levenberga-Marquardta, wstecznej propagacji bledow
(back-propagation), szybkiej propagacji lub algorytmu
Delta-bar-Delta. Sieci o tej architekturze znajduja liczne
zastosowania w mikrobiologii prognostycznej zyw-
nosci, zaréwno do modelowania zalozonych zaleznosci
wzrostu bakterii w czasie jak rdwniez prognozowania
parametréow wzrostu takich jak lag faza czy wyktadni-
cze tempo wzrostu oraz wplywu zewnetrznych bioche-
micznych i srodowiskowych czynnikéw warunkujacych
wzrost [6, 36, 40, 47].

Innym rodzajem sieci wykorzystywanym w mikro-
biologii prognostycznej sg sieci realizujgce regresje
uogdlniong - GRNN (Generalized Regression Neural
Network) oraz Sieci Neuronowe o Radialnych Funk-
cjach Bazowych (RBF) [36]. Sieci te uczg si¢ w bardzo
krotkim czasie, ale charakteryzuja sie tendencja do two-
rzenia struktur o duzych rozmiarach, co powoduje, ze
ich dzialanie podczas normalnej eksploatacji jest bardzo
powolne. Natomiast sieci o radialnych funkcjach bazo-
wych (RBF) majg w warstwie wejsciowej i wyjsciowej
neurony liniowe, natomiast w warstwie ukrytej neurony
radialne. W neuronach warstwy radialnej stosowane
s3 wykladnicze funkcje aktywacji (radialne funkcje
bazowe), za§ w warstwie wyj$ciowej neurony wyposa-
zone s3 w liniowe funkcje aktywacji. Sieci o radialnych
funkcjach bazowych uczg sie stosunkowo szybko i maja
te zalete, ze nigdy nie dokonujg ekstrapolacji funkcji
na zbyt duze odleglosci od znanych danych, sa wiec
w pewnym sensie najbezpieczniejsze. Jednakze z reguty
sg one znacznie wieksze niz rozwigzujace te same zada-
nia sieci MLP, co jest bardziej czasochlonne [36].

5.2. Nowa generacja modeli prognostycznych

Do nowej generacji modeli zalicza si¢ modele
molekularne i genomowe, modele transferu, modele
interakeji miedzy gatunkami oraz modele pojedynczej
komorki.

Rozwdj biologii molekularnej i uzyskane w wyniku
tych analiz dane daja nowe mozliwosci bardziej mecha-
nistycznego opisu zachowania drobnoustrojéw w zyw-
noéci. Prowadzi to do powstania bardziej niezawodnych
i solidnych modeli, ktére nazywa si¢ modelami moleku-
larnymi [15]. Biologia systemowa ma na celu zrozumie-
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nie relacji genotyp-fenotyp. Modele matematyczne sg
niezbedne do opisania tych relacji i stanowig kluczowe
narzedzie, ktdre umozliwia doglebne zrozumienie, jak
w rzeczywisto$ci dzialajg systemy biologiczne [42].

Obecnie uwaga skupia si¢ na opracowywaniu mo-
deli uwzgledniajacych przenoszenie patogenu wzdluz
fancucha Zywnosciowego (modele transferu) lub
prawdopodobienstwo, ze ten patogen moze rosngé
lub nie rosnag¢ w zadanych warunkach srodowisko-
wych (modele wzrostu/brak wzrostu). Modele wzro-
stu/brak wzrostu mogg by¢ skutecznie stosowane, jesli
wymagane s3 dane dotyczace obecnosci/nieobecnosci
patogenu. Szacuje si¢ rowniez przezycie przez bakterie
patogenne procesu inaktywacji i transfer miedzy rdoz-
nymi rodzajami Zywnosci oraz na styku powierzchni
roboczych/powietrza z zywnoscig [77]. W bada-
niach Pérez-Rodriguez i wsp. [78] bakterie patogenne
E. coli O157:H7 i Staphylococcus aureus przenoszone
byly podczas krojenia, z zanieczyszczonej krajal-
nicy, do wedliny poddanej obrdbce cieplnej (inakty-
wacje opisano modelem inaktywacji logarytmiczno-
-linjowym i modelem Weibull’a). Do opisu wzrostu
patogenow po transferze wykorzystano takze funkcje
wykfadnicze [88].

Inne podejscie skupia si¢ na czynnikach hamuja-
cych wzajemny wzrost w populacji réznych mikro-
organizmoéw. Efekt ten moze by¢ wiaczony do modelu
drugorzedowego przez dodanie nowego czynnika,
odpowiadajacego funkcji hamujacej. Uwzglednienie
wplywu konkurencji miedzy gatunkami w modelach
predykcyjnych jest krokiem niezbednym do osiagnie-
cia dokladniejszych przewidywan. Zastosowanie kultur
bioochronnych jako srodkéw utrwalajacych zywnosé
i potrzeba poznania, w jaki sposob endogenna flora
wplywa na wzrost patogenéw w zywnosci, zwraca
uwage mikrobiologéw na ten obszar. Modele uwzgled-
niajace te czynniki moga mie¢ wazne zastosowania
w przemysle spozywczym [58].

Modelowanie zmiennosci odpowiedzi populacji na
czynniki srodowiskowe zwigzane z lag fazg mikroorga-
nizméw stanowi istotny aspekt oceny ryzyka mikro-
biologicznego. Badania w tej dziedzinie wykazaly, ze
zrodla zmienno$ci sg zwigzane wlasnie z lag fazg, a nie
z maksymalng szybkoscig wzrostu [7]. Wérdd czynni-
kow wptywajacych na te faze, istotna jest dostepnosé
sktadnikow odzywczych. Wzrost drobnoustrojow
w pozywce bulionowej moze nie obejmowac¢ lag fazy,
ze wzgledu na idealne warunki rozwoju. Inne czynniki,
takie jak poziom inokulum lub warunki przed inkuba-
cja (historia komdrek) wplywajg na dlugos¢ tej fazy.
Poniewaz zanieczyszczenie mikrobiologiczne zyw-
nosci zwykle jest na niskim poziomie, spodziewana jest
wieksza zmienno$¢ tej fazy, zwlaszcza gdy komorki sa
poddane stresowi. Przeprowadzenie badan na pozio-
mie pojedynczych komorek, pozwala lepiej oceni¢
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zmienno$¢ i przewidywac zachowania bakterii w real-
nych warunkach. Modelowanie na poziomie pojedyn-
czych komorek wykorzystuje procesy stochastyczne,
gdy uwzglednia si¢ zmienno$¢ miedzy poszczegdl-
nymi komérkami. Lag faza i pdzniejszy wzrost przed
fazg stacjonarng moga by¢ modelowane przy uzyciu
dwufazowej funkgji liniowej [76]. McKellar i Knight
[63] opracowali model, ktdry tgczy etap adaptacji (nie-
ciagly), jako wasciwo$¢ pojedynczej komorki oraz etap
logistycznego wzrostu bakterii (ciagly). Rozszerzenie
modelu do ciaglego-niecigglego-ciaglego obejmowato
dynamiczne uwarunkowania modelowania lag fazy,
poniewaz w tej fazie maksymalna szybko$¢ wzrostu
moze zmienia¢ sie w zalezno$ci od warunkéw $rodo-
wiskowych. Ten rodzaj modelowania wykorzystal row-
niez Koutsoumanis [53] do oceny maksymalnych ste-
zen NaCl hamujacych wzrost indywidualnych komérek
Salmonella enterica serowar Enteritidis. Dane o zmien-
nosci granic wzrostu pojedynczych komorek bakteryj-
nych prezentowane w tej pracy podkreslajg potrzebe
podejscia stochastycznego w mikrobiologii ilo$ciowej,
zwlaszcza w srodowiskach bliskich granicy wzrostu.

6. Konstrukcja modelu prognostycznego

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

Wyrdznia sie cztery etapy postepowania przy kon-
strukcji modelu matematycznego:

1. planowanie;

2. zbieranie i analiza danych;

3. opis matematyczny;

4. walidacja i przechowywanie danych.

6.1. Planowanie do$wiadczenia

Uwzglednienie etapu planowania doswiadczenia
umozliwia postawienie wlasciwego problemu badaw-
czego oraz wykonanie niezbednych badan wstepnych.
Ponadto natura badanego mikroorganizmu i problemy
wywolywane przez niego w zywnosci okreslaja rodzaj
modelu. Rézne typy modeli sg stosowane do przewi-
dywania prawdopodobienstwa wytworzenia toksyn,
prawdopodobienstwa 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 nalezy zaplanowa¢ czynniki, ktére w modelu
beda uwzglednione jako zmienne. Wazna jest liczba
zmiennych, interakcje pomiedzy zmiennymi, liczba
niezbednych danych dla kazdej zmiennej [67].
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6.2. Zbieranie danych

Zbieranie danych odbywa si¢ za pomoca metod
bezposrednich, w ktérych indywidualne mikroorga-
nizmy sg wyrozniane i liczone (metoda ptytkowa) oraz
metod posrednich, w ktérych oznaczane s niektore
wlasciwosci takie jak: gesto$¢ optyczna, sucha masa,
impedancja [67].

Heterogenno$¢ produktéow zywnosciowych powo-
duje trudnosci w zbieraniu danych do konstrukcji
modeli prognostycznych, dlatego do analiz stosowane
s3 podtoza mikrobiologiczne, ktére maja stabilny sklad
i ktére moga by¢ latwo modyfikowane w celu otrzy-
mania wymaganych warunkéw. W niektorych sytu-
acjach mogg istnie¢ rézne metody okreslania warun-
kéw srodowiska, np. wybor srodka zakwaszajacego, czy
substancji pochlaniajacej wilgo¢ w celu dostosowania
wartosci pH oraz aktywnosci wody. W przypadku
modelu, ktéry ma by¢ uzywany do szerszej grupy pro-
duktéw spozywczych, stosowane sg $rodki chemiczne
o mniejszych wlasciwosciach inhibitujacych, co zmniej-
sza prawdopodobienstwo wystapienia sytuacji, gdzie
ryzyko mikrobiologiczne jest niedoszacowane (gdy
np. przewidziane tempo wzrostu mikroorganizmow jest
nizsze niz w rzeczywistosci). W przypadku jednak gdy
model jest przeznaczony dla konkretnego produktu,
wybor czynnikéw moze by¢ bardziej zawezony.

Wybor szczepu, wielkos¢ inokulum oraz warunki
prowadzenia hodowli wplywajg na otrzymywane dane
oraz pozniejsze prognozy. Wielko$¢ inokulum musi
zapewni¢, ze oczekiwana odpowiedz drobnoustrojow
bedzie mierzalna. Warunki hodowli powinny by¢ tak
dobrane, aby jak najdokladniej odzwierciedla¢ rze-
czywiste warunki, w jakich potencjalny drobnoustroj
bedzie si¢ rozwijac.

Czas w jakim pobierane s3 probki jest waznym
czynnikiem w planowaniu do$wiadczenia i na tyle, na
ile to tylko mozliwe, powinien by¢ zblizony do okresu
najbardziej gwattownych zmian, np. koniec lag fazy
w przypadku modeli wzrostu. W celu dopasowania
funkcji sigmoidalnej do punktéw empirycznych wyma-
gane jest od 10 do 15 punktéw pomiarowych [48].

6.3. Analiza danych

Na etapie analizy danych dokonywany jest wybor
matematycznej funkcji s-ksztaltnej opisujacej krzywa
wzrostu. Technika regresji nieliniowej pozwala na
matematyczne opisanie linii najlepszego dopasowania
do punktéw empirycznych, ale wymaga to zastosowa-
nia odpowiedniego oprogramowania komputerowego.
Sigmoidalnymi modelami jednej zmiennej niezaleznej
z czterema parametrami sg rownania: Verhulsta, funk-
cja logistyczna, funkcja Stannard’a, Richards’a, Morga-
na, Marcer’a, Flodina, Weibull'a, Chapman’a-Richardsa,
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a najczesciej stosowanymi do opisu wzrostu popu-
lacji mikroorganizméw sg zmodyfikowana funkcja
Gompertza oraz logistyczna [68, 81].

6.4. Walidacja modelu

Walidacja modelu wykonywana jest w celu spraw-
dzenia mozliwosci predykcyjnych modelu w nowej
sytuacji. Prawdziwa warto$¢ modelu ostatecznie ozna-
cza jak dobrze moze on przewidzie¢ zachowanie mikro-
organizmow pod wplywem nowych warunkéw. Model
moze okazac si¢ niewlasciwy z wielu powodéw. Moze to
by¢ naturalna réznorodno$¢ mikroorganizmoéw, bledy
systematyczne analitycznych metod laboratoryjnych
lub bledy w stosowanych technikach modelowania,
nieadekwatnie opisujacych dane. Szacuje sig, ze dla
modeli konstruowanych przy uzyciu danych zebranych
w doswiadczeniu prowadzonym na podlozach labora-
toryjnych blad wzgledny w prognozowaniu wzrostu
mikroorganizméw wynosi 7-10% w przypadku modeli
pierwszorzedowych i 20-50% w przypadku modeli dru-
gorzedowych. Na tym etapie istnieje pewien stopien
akceptacji lub odrzucenia modelu, w zwigzku z czym
moze si¢ pojawiac potrzeba dostarczenia dodatkowych
lub potwierdzenia istniejacych danych, badz tez zasto-
sowania innych technik modelowania [48].

Walidacja modelu w warunkach zywnosci obejmuje
poréwnanie warto$ci prognozowanych przez model
z danymi obserwowanymi: wzrostu, przezywalnosci
i/lub inaktywacji mikroorganizméw w zywnosci. Naj-
szybszym i najtanszym sposobem walidacji jest wyko-
rzystanie w tym celu wynikow z publikacji naukowych
[39]. Jednakze liczba dostgpnych danych moze by¢
bardzo ograniczona oraz mogg by¢ one niekompletne.
Problemy te mogg by¢ rozwigzane przy uzyciu ,,chal-
lenge test”, specjalnie zaprojektowanych na potrzeby
walidacji modelu w przypadku konkretnego produktu
(walidacja zewnetrzna). W tym przypadku dane sg
bardziej odpowiednie, wiarygodne i kompletne. Ponie-
waz s czasochlonne, jak i wymagaja duzych nakladow
finansowych, z reguly s3 one wykorzystywane jako uzu-
pelnienie danych pochodzacych z publikacji nauko-
wych [39, 48].

Istnieje takze metoda walidacji wewnetrznej, wyko-
rzystujaca te same dane ktdre pozwolily na opracowanie
modelu, do jego walidacji. Nalezy podzieli¢ dane racjo-
nalnie na podzbiory i w oparciu o cze$¢ danych opraco-
wa¢ model prognostyczny, a nastepnie zastosowac ten
model do predykeji pozostalych danych. Inna metoda
polega na sekwencyjnym opuszczaniu danych. Model
zbudowany na podstawie pozostalych danych stosowany
jest do przewidywania wartosci opuszczonych danych,
a otrzymane wartosci poréwnuje si¢ z wlasciwg wartos-
cig opuszczonego punktu. Proces powtarza sie w przy-
padku kazdego punktu i oblicza sume kwadratow reszt.
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Doktadnos$¢ dopasowania modelu do danych i osza-
cowanie akceptowalnosci predykeji modelu z uwzgled-
nieniem btedu metody moze by¢ oszacowana metoda
graficzng. Na wykresie umieszczane sg dane przewidy-
wane przez model wzgledem danych obserwowanych
lub opisanych w literaturze. W wyniku walidacji gra-
ficznej mozna tatwo sklasyfikowa¢ opracowane modele
na falszywie-bezpieczne jesli model przeszacowuje
wzrost i falszywie-niebezpieczne, jesli model niedo-
szacowuje wzrostu. Linia rownowazno$ci reprezentuje
doskonalg zgodno$¢ pomiedzy wartosciami progno-
zowanymi a obserwowanymi. Punkty znajdujace si¢
ponizej linii rdwnowaznosci z prawej strony wykresu
oznaczajg ze model prognozuje falszywie-niebezpiecz-
nie, natomiast punkty ukfadajace si¢ powyzej linii
réwnowaznosci, po lewej stronie oznaczajg predykcje
falszywie-bezpieczng [76].

Do szacowania doktadno$ci modeli wykorzystuje sie
takze wskazniki matematyczno-statystyczne takie jak:
$redni btad kwadratowy — Mean Squere Error (MSE);
wspdlczynnik determinacji R* bias faktor B, accu-
racy A [74, 76].

Zastosowanie w praktyce modelu prognostycznego
nie poddanego walidacji moze zakonczy¢ si¢ powaz-
nymi konsekwencjami dotyczacymi bezpieczenstwa
zdrowotnego konsumenta i w konsekwencji prowa-
dzi¢ do odrzucania koncepcji mikrobiologii progno-
stycznej jako nieprzydatnej. Szczegdlnie w przypadku
modeli powstalych w oparciu o dane nie pochodzace
z systemow zywnos$ciowych, uzyskanie bezwzglednej
pewnosci, ze model moze by¢ zastosowany w uktadzie
zywnosci jest sprawa niezwykle wazna.

7. Prognozowanie mikrobiologiczne
w analizie ryzyka

Wyréznia sie dwa podejscia do oceny ryzyka mikro-
biologicznego: oceng jakosciowa i oceneg ilosciowa.
Ocena jako$ciowa to ocena opisowa, oparta na analizie
sprecyzowanych informacji dotyczacych prawdopodo-
bienistwa wystapienia choroby (np. prawdopodobien-
stwo wysokie lub niskie). Oceny jakosciowe sg prze-
prowadzane w przypadku braku naukowych danych lub
zasobow do przeprowadzenia pelnej oceny ilosciowe;j
[38, 57]. Ilo$ciowa ocena ryzyka mikrobiologicznego
(QMRA - Quantitative Microbial Risk Assessment)
wymaga uwzglednienia znacznej bazy danych liczbo-
wych do szacowania konsekwencji zdrowotnych zwig-
zanych z zagrozeniem mikrobiologicznym za pomoca
modelowania matematycznego. W QMRA bierze si¢
pod uwage wszystkie etapy produkeji i dystrybucji zyw-
nosci (‘od pola do stolw’), a wynikiem analizy jest osza-
cowanie prawdopodobienstwa wystapienia choroby po
spozyciu badanego produktu spozywczego [32, 61].
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QMRA skiada si¢ z czterech etapéw: (1) identyfi-
kacji zagrozen, w ktorej wskazuje si¢ mikroorganizmy
potencjalnie patogenne obecne w produkcie zywnos-
ciowym; (2) charakterystyki zagrozen, ktéra opisuje
niekorzystne skutki zdrowotne zwigzane z konsumpcja
mikroorganizmu patogennego zawartego w produkcie
zywnosciowym; (3) oszacowania narazenia, ktore prze-
widuje szacunkowg czestotliwos¢ spozycia zywnosci
oraz prawdopodobna liczbe mikroorganizméw w por-
cji; oraz (4) charakterystyki ryzyka w celu oszacowania
ryzyka wystgpienia zakazen zwigzanych ze spozyciem
produktu zywnosciowego [19, 22, 32, 61].

Oszacowanie narazenia i charakterystyka ryzyka
to dwie sposrod czterech skladowych QMRA, ktdre
wymagaja zastosowanie modeli prognostycznych
[76]. Do obliczenia ryzyka infekcji lub choroby w
QMRA, konieczny jest wybor odpowiedniego modelu
prognostycznego. Istotng role w charakterystyce
ryzyka QMRA odgrywaja modele typu dawka-odpo-
wiedz (dose-response models) [29, 34]. Ten typ modelu
okresla matematyczng zalezno$¢ miedzy spozyciem
dawki mikroorganizméw patogennych, przenoszo-
nych przez zywno$¢, a reakcjg gospodarza polegajaca
na prawdopodobienstwie wystapienia infekeji /choroby
lub $mierci [19].

W literaturze dostepne sg rozne modele tupu dawka-
-odpowiedz, w tym model wykladniczy [70], model
B-Poissona [59], przyblizony model p-Poissona [79],
model dwumianowy P [11, 41] oraz model Weibulla-
-Gamma [21].

Ze wzgledu na trudnosci w pozyskiwaniu danych
skonstruowanie modelu dawka-odpowiedZ nie jest
sprawa prosta. Najlepiej byloby, gdyby dane niezbedne
do konstrukeji modelu pochodzily z badan prowadzo-
nych wérod calej populacji, z uwzglednieniem wraz-
liwych subpopulacji: dzieci, oséb starszych, kobiet
w ciazy. Baza wynikéw powinna uwzgledniaé takze
rozne poczatkowe poziomy drobnoustrojéow patogen-
nych [23]. Wyniki badan przeprowadzonych z udziatem
ludzi przedstawiono w pracy Teunis i wsp. [94]. Dane
wykorzystywane w ocenie ryzyka mikrobiologicznego
niezbedne do konstrukeji modeli dawka-odpowiedz,
pochodzg z réznych zrodet. Zalicza sie do nich m.in.:
testy przeprowadzane za zgoda wolontariuszy polega-
jace na spozyciu produktu zanieczyszczonego znang
liczbg drobnoustrojéow [33], ekstrapolacje wynikéw
badan prowadzonych na zwierzetach [89, 99] oraz ana-
lizy wynikéw badan epidemiologicznych dotyczacych
choroéb przenoszonych przez zywnosé [17, 90].

Brak danych dotyczacych zalezno$ci dawka-odpo-
wiedz, w przypadku wigkszosci drobnoustrojow cho-
robotwdrczych pokazuje, jak trudno jest zastosowac
wlasciwe podejscie eksperymentalne w ilosciowej
ocenie ryzyka mikrobiologicznego. Biorac pod uwage
niejednorodno$¢ populacji narazonych na mikroorga-
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nizmy patogenne pod wzgledem wieku, stanu zdrowia,
nawykéw zywieniowych i kulturowych oraz warun-
kéw geograficznych sytuacja komplikuje si¢ jeszcze
bardziej. W oszacowaniu narazenia nalezy wzig¢ pod
uwage nie tylko znaczne réznice regionalne lecz takze
podatnosci/wrazliwo$¢ organizmu [29, 50]. Ponadto
w celu pelnego oszacowania prawdopodobienstwa
wystapienia choroby, nalezy wzig¢ pod uwage nie tylko
rozklad drobnoustrojéow w surowcu, zmiany w popu-
lacji mikroorganizméw chorobotwoérczych podczas
produkcji, dystrybucji i przechowywania, ale roéwniez
podczas przygotowywania zywnoéci w domu [32]. Pro-
blematyczne stajg si¢ takze sytuacje w przypadku niskiej
poczatkowej liczby bakterii patogennych. Ze wzgledu
na brak wiedzy na temat podstawowych mechanizméw
lezacych u podstaw odpowiedzi organizmu na okres-
long dawke mikroorganizmdw, modelowanie matema-
tyczne opiera si¢ na wielu zatozeniach i ekstrapolacjach
[18-19, 52]. Rozwigzania matematyczne uwzglednia-
jace te ,niepewno$ci” w modelu dawka-odpowiedz
zaproponowal w swojej pracy Moon i wsp. [69]. Z kolei
Buchanan i wsp. [18], Julien i wsp. [46] proponujg nowe
strategie modelowania, takie jak Kluczowe Ramy Reak-
cji na Dawke (KEDRF - the Key Events Dose-Response
Framework), ktore jest analitycznym opisem wzorco-
wych relacji dawka-odpowiedZ na podstawie istnieja-
cych informagji.

W celu oszacowania koncowego ryzyka (np. praw-
dopodobienstwa zachorowania lub liczby przypadkow
wystepowania drobnoustrojéw w zywnosci), nalezy
polfaczy¢ wyniki prognozowane przez dwa modele:
model oszacowania narazenia i model dawka-odpo-
wiedz. Przykladowy model szacowania narazenia
przedstawiono w pracy Pujol i wsp. [82]. Dawka (roz-
powszechnienie/czesto$¢ i koncentracja) wyznaczona
na podstawie modelu oszacowania narazenia wprowa-
dzana jest do modelu dawka-odpowiedz. Zapropono-
wano kilka podejs¢ metodologicznych do przeprowa-
dzenia tej procedury matematycznej, z ktérych niektére
zostaly szczegdtowo omodwione przez Perez-Rodriguez
iwsp. [75, 77].

Ilosciowa ocene ryzyka mozna przedstawi¢ odpo-
wiednio jako ,oszacowanie punktowe” (determini-
styczne) lub ,,probabilistyczne” (stochastyczne). Pod-
stawowa roznica miedzy tymi dwoma podej$ciami jest
przedstawienie danych zrédiowych niezbednych do
przeprowadzenia oceny ryzyka. Podejscie determini-
styczne oznacza, ze dane wejSciowe do oceny ryzyka sg
wykorzystywane jako pojedyncze wartosci parametrow
(wartos¢ $rednia lub minimalna) np. w celu oszacowa-
nia narazenia na $rednig liczbe mikroorganizméw pato-
gennych, obecnych w Zywnosci spozywanej przez prze-
cietnego konsumenta [57]. Metoda deterministyczna
jest prostsza i szybsza do wdrozenia, poniewaz bazuje
na obliczeniach matematycznych, ale dostarcza jedynie



240

konkretnego wyniku bez informacji o wyjatkowych/
rzadkich/niecodziennych przypadkach [1].

Podejscie probabilistyczne, w przeciwienstwie do
pojedynczych wartosci parametrow, uwzglednia wszys-
tkie dostepne dane i wykorzystuje rozklady prawdo-
podobienstwa, co przeklada si¢ na pelniejsza charak-
terystyke ryzyka wystapienia choroby [57, 72]. Metoda
probabilistyczna wymaga uwzglednienia rozktadéw
prawdopodobienstwa w celu odzwierciedlenia zmien-
noéci lub niepewnosci parametréw. Metoda ta jest trud-
niejsza, ale prowadzi do otrzymania rozkladu prawdo-
podobienstwa ryzyka i doprecyzowuje interpretacje
wynikéow modelu [1].

Podejscie probabilistyczne, pomimo wiekszej zto-
zonosci obliczen, stalo si¢ bardziej wiarygodna metoda
stosowang w iloSciowej ocenie ryzyka. Charakterystyka
ryzyka powinna uwzglednia¢ zmienno$¢ i niepewnosé
informacji wykorzystywanych w celu oszacowania
narazenia. Zmienno$¢ jest zasadniczo wlasciwosciag
natury i reprezentuje réznorodno$¢ dobrze scharak-
teryzowanej populacji lub parametru. Kazdy element
podczas produkeji, w przetworstwie i sprzedazy zyw-
noéci charakteryzuje sie zmienno$cia; zaréwno sam
mikroorganizm chorobotwdrczy, jak i reakcja orga-
nizmu gospodarza na czynniki chorobotwércze. Z dru-
giej strony niepewno$¢ wynika takze z braku wiedzy
na temat zjawiska lub parametru i niezdolnosci do
jej scharakteryzowania. Rozpoznawanie i charaktery-
zowanie zmiennosci i niepewnosci s3 wazne, ponie-
waz wplywaja one na koncowy wynik oceny ryzyka,
a w konsekwencji na podejmowane decyzje dotyczace
zarzadzania ryzykiem [57].

Najczesciej stosowang technika przeprowadzenia
oceny ryzyka mikrobiologicznego jest obecnie symula-
cja Monte Carlo. Metodologia ta wykorzystuje podejs-
cie stochastyczne, gdzie kluczowe czynniki w modelu
sa reprezentowane przez rozklad danych, a zestaw
wartosci wyjsciowych jest generowany w formie wie-
lokrotnych iteracji. Zatem dane wejSciowe w postaci
rozkladu prawdopodobienstwa na przyklad w odnie-
sieniu do czestosci wystepowania i poziomoéw patogenu
w produkcie lub do inaktywacji termicznej, facza sie
w celu wygenerowania szacowanego prawdopodobien-
stwa wystgpienia choroby, ktére jest rowniez prezen-
towane jako rozklad. Symulacja Monte Carlo moze
zapewnic¢ bardziej realistyczne oszacowanie ryzyka niz
podejscie $cisle deterministyczne. Ponadto, biorac pod
uwage zmienno$¢ opisana jako rozklad czestotliwosci,
otrzymuje si¢ bardziej realistyczng ocen¢ zagrozenia niz
powstatg w oparciu o jedng wartos¢ dyskretng/pojedyn-
cza: np. wartos$¢ $rednig lub minimalng [32]. Niestety,
wiele opublikowanych dotad badan przedstawia dane
mikrobiologiczne jako warto$ci dyskretne (np. wartos¢
srednia log jtk/g), a nie rozklad, co ogranicza ich wyko-
rzystanie w QMRA [72].
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8. Podsumowanie

Mikrobiologia prognostyczna dzieki interdyscypli-
narnym wysitkom zaréwno mikrobiologéw jak i nau-
kowcow uczestniczgcych w opracowywaniu matema-
tycznego modelu jest coraz czesciej wykorzystywana
przez srodowiska akademickie oraz przemyslt spozyw-
czy do poprawy i zapewniania jakosci i bezpieczen-
stwa zywnosci [39, 86]. W trakcie rozwoju tej subdys-
cypliny mikrobiologii Zywnos$ci powstalo kilka kon-
cepcji modelowania, klasyfikacji i podziatow modeli
prognostycznych ze wzgledu na konieczno$¢ upo-
rzgdkowania modeli oraz ich zastosowan. W procesie
tworzenia modelu prognostycznego na etapie zbiera-
nia danych wykorzystywane s3 obecnie nowoczesne
metody analityczne (modele molekularne i genomowe)
jak réwniez wcigz poszukuje sie¢ nowoczesnych narzedzi
obliczeniowych czego przykladem jest wykorzystanie
Sieci Neuronowych.

Wartos¢ uzytkowa modeli prognostycznych to
m.in. szacowanie terminéw przydatnosci do spozycia
produktéw zywnosciowych jak réwniez wykorzysta-
nie w ocenie ryzyka mikrobiologicznego. Stuzg temu
liczne programy komputerowe jak réwniez bazy danych
dziatajace on-line. Nowatorskim rozwigzaniem i zara-
zem przyszlo$cig mikrobiologii prognostycznej staje
sie tworzenie Repozytoriéw Modeli Bezpieczenstwa
Zywnosci czyli modultéw, ktére umozliwiajg eksport
modeli prognostycznych do wystandaryzowanego for-
matu wymiany danych [80].
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Streszczenie: Lekooporne bakterie z rodzaju Enterococcus zaliczane sa obecnie do jednych z najwazniejszych patogenéw odpowiedzialnych
za zakazenia zwigzane z opieka zdrowotng. Lekooporno$é¢ tych bakterii narastala poczawszy od lat 80. XX wieku, aby doprowadzi¢ obecnie
do ich wielolekoopornosci. Do tego stanu przyczynila si¢ presja selekcyjna wystepujaca przede wszystkim w $rodowisku szpitalnym.
Za$ w $rodowisku pozaszpitalnym presje selekcyjng stanowi stosowanie antybiotykéw jako promotoréw wzrostu przy hodowli zwierzat,
a takze w produkeji zywnosci. Rezerwuarem lekoopornych szczepéw enterokokow sg rowniez zwierzeta towarzyszace cztowiekowi.
Wymiana genéw opornosci pomiedzy szczepami enterokokéw z réznych nisz stwarza zagrozenie dla zdrowia publicznego.

1. Wprowadzenie. 2. Srodowisko szpitalne. 3. Zwierzeta hodowlane. 4. Zywno$¢. 5. Zwierzeta towarzyszace cztowiekowi. 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

Slowa kluczowe: antybiotykooporno$¢, Enterococcus, srodowisko szpitalne, zwierzeta hodowlane i towarzyszace cztowiekowi, Zzywno$c¢
Keywords: antibiotic resistance, Enterococcus, hospital environment, farm animals and household pets, food

1. Wprowadzenie

Enterokoki przez wiele lat uchodzily za drobno-
ustroje o marginalnym znaczeniu dla zdrowia czlowieka,
gdyz u ludzi i zwierzat stanowia skfadnik naturalnej
mikrobioty przede wszystkim przewodu pokarmowego.
Wystepuja rowniez dosy¢ powszechnie w Zywnosci
i wodzie [21]. Jednak obecnie zaliczane sa do najgroz-
niejszych patogenéw wielolekoopornych, okreslanych
akronimem ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphy-
lococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
spp.), odpowiedzialnych za zakazenia zwigzane z opieka
medyczng (HAI) [10]. Ewolucja z komensala do pato-
genu byla mozliwa ze wzgledu na niezwykle plastyczny
genom. Enterokoki majg bowiem zdolnos¢ do nabywa-
nia i kumulowania opornosci na antybiotyki i chemio-
terapeutyki poprzez fatwa wymiane genéw umiejsco-
wionych na mobilnych elementach genetycznych (m.in.
plazmidach, transpozonach).

Enterokoki posiadaja naturalng opornos$¢ na kilka
grup lekow przeciwbakteryjnych (cefalosporyny, niskie
stezenia aminoglikozydéw, trimetoprim/sulfameto-
ksazol, klindamycyne) [12, 30]. Dodatkowo niektdre

gatunki wykazujg wrodzong obnizong wrazliwos¢ na
penicyliny (E. faecium), niskie stezenia glikopeptydow
(fenotyp opornosci 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
ujawnily zdolno$¢ do nabywania opornosci na anty-
biotyki z grup: penicylin (ARE - Ampicillin Resistant
Enterococcus), aminoglikozydéw (HLAR - High Level
Aminoglicoside Resistant), glikopeptydéw (VRE - Van-
comycin Resistant Enterococcus), tetracyklin, chinolo-
néw, makrolidow, streptogramin oraz chloramfenikolu
[12, 30]. W XXI wieku doprowadzito to do sytuacji,
w ktorej najbardziej oporne izolaty s3 niewrazliwe na
prawie wszystkie dostepne obecnie antybiotyki (XDR
- Extremely Drug Resistant), a powszechnym stalo sie
izolowanie szczepoéw MDR (Multidrug Resistant) [43].

2. Srodowisko szpitalne
Lekooporne enterokoki wywotujg zakazenia zwig-

zane z opieka medyczng (HAI - Hospital Aquired
Infections) wyrazone klinicznie przede wszystkim

* Autor korespondencyjny: Katarzyna Talaga-Cwiertnia, Zaklad Mykologii Katedra Mikrobiologii Wydzial Lekarski Uniwersytet
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jako sepsa, zakazenie miejsca operowanego, zakaze-
nie ukladu moczowego i bakteryjne zapalenie wsier-
dzia [53, 61]. Powoduja tym samym zakazenia trudne
w leczeniu ze wzgledu na ograniczone mozliwosci
terapeutyczne, wydluzenie pobytu pacjenta w szpitalu
a nawet zgon [14, 53, 75]. Zakazenia wywolywane przez
enterokoki rozwijajg si¢ gléwnie u pacjentéw leczonych
na oddziatach intensywnej opieki medycznej, oddzia-
tach hematologicznych, onkologicznych, transplanto-
logicznych, a takze chirurgicznych [5].

Niekontrolowane stosowanie antybiotykow, przede
wszystkim w lecznictwie zamknietym, spowodowalo
stopniowe narastanie opornosci wsrdd enteroko-
kéw. Niewatpliwie czynnikiem selekcyjnym stalo sie
powszechne stosowanie cefalosporyn, na ktére to rodzaj
Enterococcus jest naturalnie oporny. Na poczatku lat 80.
zaczeto raportowaé zwiekszone wystepowanie zakazen
wywolanych przez E. faecalis opornych na gentamy-
cyne [12], ktore utrzymuje si¢ nadal réwniez wérod
szczepow z gatunku E. faecium [20]. W tych samych
latach pojawily sie takze szczepy oporne na penicyliny
(ARE). Powszechne stosowanie wankomycyny w USA
w lecznictwie szpitalnym w latach 90., a w latach 2000.
w Europie doprowadzito do rozprzestrzenienia szcze-
pow VRE [12]. Z dotychczasowych obserwacji wynika,
iz uzyskanie opornoséci na ampicyline i czesto towa-
rzyszacej temu opornosci na ciprofloksacyne jest
gtéwnym markerem fenotypowym szpitalnych izola-
tow E. faecium poprzedzajacym o kilka lat wystgpienie
opornosci na glikopeptydy [74]. Obecnie znanych jest
osiem fenotypdw opornoséci nabytej na glikopeptydy
u enterokokdw. Jednak tylko fenotyp VanA i w mniej-
szym stopniu VanB sg najbardziej rozpowszechnione.
Gléwnym rezerwuarem nabytej opornosci na gliko-
peptydy jest gatunek E. faecium. Opornos¢ na wanko-
mycyne u pozostalych gatunkéw rodzaju Enterococcus
nadal jest zjawiskiem dosy¢ rzadkim [12].

W zwigzku z szybkim rozprzestrzenianiem izolatow
MDR, w leczeniu zakazen spowodowanych wieloleko-
opornymi enterokokami istotne znacznie ma stosowa-
nie tak zwanych lekdw ostatniej szansy, czyli linezolidu,
tygecykliny i daptomycyny. Linezolid jest stosowany
w leczeniu m.in. zapalen pluc oraz zakazen skory
i tkanek miekkich [30, 50]. W Europie tygecyklina
uzyskala rejestracje do leczenia powiklanych zakazen
skory i tkanek miekkich (z wyjatkiem zakazenia stopy
cukrzycowej) oraz powiklanych zakazen w obrebie
jamy brzusznej u 0oséb dorostych. Dodatkowo, w USA
uzyskala rejestracje do leczenia zakazen krwi i poza-
szpitalnych zapalen ptuc [53, 54]. Natomiast daptomy-
cyna jest przeznaczona do leczenia ostrych bakteryj-
nych zakazen skory i tkanek miekkich, infekcyjnego
zapalenia wsierdzia oraz zwigzanych z nimi infekcji
tozyska krwi [53, 54]. Niepokojacym zjawiskiem wsrod
enterokokdw jest nabywanie opornosci na wyzej przed-
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stawione leki. Opornos¢ na linezolid (LRE - Linesolid
Resistant Enterococcus) jest nadal stosunkowo rzadko
raportowana, mimo iz juz po roku od wprowadzenia go
do lecznictwa zaobserwowano nieskuteczno$¢ wobec
klinicznych izolatow z rodzaju Enterococcus [50, 53, 54,
61]. Opornos¢ na daptomycyne ogdlnie nie jest czesta,
natomiast zjawisko opornosci na tygecykling jest nie-
zwykle rzadkie [25]. W medycynie ludzkiej stosowane
sa takze nowsze produkty lecznicze: dalbawancyna
(lipopeptyd), oritawancyna i telawancyna (glikopep-
tydy) oraz tedizolid (oksazolidynon, nastepca line-
zolidu). Nalezy jednak nadmienic, iz aktywnos¢ tych
lekéw wobec enterokokéw, wskazania terapeutyczne
oraz ich dostepnos¢ w réznych krajach sg zréznico-
wane [25, 61, 70]. W zwiagzku z powyzszym zakazenia
lekoopornymi enterokokami stanowig istotny problem
epidemiologiczny i terapeutyczny.

Pacjent, ktérego przewod pokarmowy jest skoloni-
zowany przez enterokoki, poddawany w czasie hospi-
talizacji procedurom diagnostycznym i leczniczym,
w tym antybiotykoterapii, stanowi zrédlo lekoopornych
izolatow z rodzaju Enterococcus. Srodowisko szpitalne,
w tym $rodowisko najblizsze pacjentowi (pomieszcze-
nie, w ktérym pacjent przebywa oraz sprzety, ktérych
dotyka i ktére sg stosowane w czasie hospitalizacji)
uznawane jest za rezerwuar lekoopornych entero-
kokéw. Natomiast personel medyczny, a szczegélnie
rece pracownikoéw ochrony zdrowia, uznawany jest za
wektor, dzieki ktoremu dochodzi¢ moze do rozprze-
strzeniania si¢ enterokokéw w srodowisku szpitalnym
(Rys.1) [40]. Rosngca czgstotliwo$¢ wystepowania
HAIL a tym samym rozprzestrzenianie determinant
opornosci wsrdd izolatéw klinicznych jest pobudzana
przez migracje pacjentéw pomiedzy placowkami me-
dycznymi oraz placowkami opieki dlugoterminowe;j.
Szczegolne znaczenie maja sytuacje, gdy pacjent sko-
lonizowany i/lub zakazony lekoopornymi enteroko-
kami jest wypisywany z jednego szpitala i przyjmowany
na hospitalizacj¢ do innego, czgsto specjalistycznego
szpitala [67]. Taka sytuacja sprzyja utrzymywaniu sie
powszechnie stanu endemii z okresowo wystepujacymi
ogniskami epidemicznymi.

Z danych epidemiologicznych zebranych w ciggu
ostatnich dwoch dekad wynika, ze enterokoki zalicza
sie do grupy najwazniejszych patogendéw szpitalnych
a szybko$¢ rozprzestrzeniania zakazen przez nie wywo-
tywanych jest zréznicowana [12, 20, 53, 75]. Monito-
rowaniu podlegaja zakazenia inwazyjne o etiologii
E. faecalis i E. faecium, gdyz te dwa gatunki najczesciej
(odpowiednio 60% i 40%) wywotlujg zakazenia inwa-
zyjne w warunkach szpitalnych [25]. Najwigkszy odse-
tek zakazen HAI odnotowuja obecnie Stany Zjedno-
czone, Irlandia oraz Australia. Wiekszos$¢ przypadkow
zakazen o etiologii VRE w Stanach Zjednoczonych,
Europie, krajach Azji, Ameryki Poludniowej i Afryki
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jest obecnie spowodowana fenotypem VanA. Natomiast
epidemie spowodowane izolatami o fenotypie VanB
najczesciej wystepuja w Australii i Singapurze [51].

3. Zwierzeta hodowlane

W s$rodowisku pozaszpitalnym indukowanie leko-
opornosci enterokokéw przypisuje si¢ hodowli zwierzat
i rolnictwu. Enterokoki nalezg do patogendéw zwierzat
hodowlanych wywotujac zakazenia o réznym obrazie
klinicznym, dlatego nowoczesne metody hodowli wiaza
sie z duzym zapotrzebowaniem na antybiotyki [3, 9, 44,
63]. Antybiotyki stosowane sg w celach nie tylko leczni-
czych i w profilaktyce, ale takze w celach ochrony zdro-
wia konsumentéw przed drobnoustrojami mogacymi
skaza¢ srodowisko gospodarstw oraz produkty pocho-
dzenia zwierzecego [60]. Niestety antybiotyki znalazty
takze zastosowanie jako promotory wzrostu. Podawane
moga by¢ réznymi drogami (z wodg, parenteralnie),
ale przede wszystkim jako dodatki do pasz, ktorymi
skarmiane s3 zwierzeta gospodarskie. W Polsce do zyw-
nosci dla zwierzat stosowano jako dodatek poczatkowo
penicyling, nastepnie tetracykliny (chlorotetracykline
i oksytetracykling) oraz cynk-bacytracyne i flawofosfo-
lipol. Do najczesciej stosowanych, zaréwno w Polsce jak
i w calej Unii Europejskiej, antybiotykowych promoto-
réw wzrostu nalezaly m.in. awoparcyna, monenzyna,
salinomycyna, spiramycyna, tylozyna, wirginamycyna
i bacytracyna [24, 60].

Wiele badan dowiodlo, iz zastosowanie awoparcyny
(analogu wankomycyny) spowodowato krzyzowa opor-
nos¢ na stosowane w lecznictwie antybiotyki glikopepty-
dowe i selekcje szczepow VRE w przewodach pokarmo-
wych zwierzat hodowlanych [4, 6, 12]. Réwniez analiza
sytuacji epidemiologicznej wystepowania izolatow VRE
w $rodowisku szpitalnym i pozaszpitalnym pozwala
wnioskowa¢ o udziale antybiotykéw stosowanych w rol-
nictwie w wygenerowaniu VRE. W Europie w populacji
ludzi, ktorzy nie zostali poddani hospitalizacji izolaty
VRE wystepuja znacznie czgsciej, niz w USA, gdzie nie
stosowano awoparcyny jako promotora wzrostu, ale
w latach 80. XX wieku masowo stosowano wankomy-
cyne w lecznictwie szpitalnym [29, 62].

Kolejnym przykltadem wygenerowania opornosci
na lek stosowany w lecznictwie, czyli chinuprystyne/
dalfopristing, bylo stosowanie u zwierzat wirginamy-
cyny. Od zwierzat skarmianych paszami z dodatkiem
tylozyny i awilamycyny wyizolowano odpowiednio
szczepy oporne na erytromycyneg i ewerninomycyne
[1, 8]. Te i inne fakty doprowadzily do ostatecznego
zakazania przez Uni¢ Europejska w 2006 roku zasto-
sowania antybiotykdw jako promotoréow wzrostu.
W pozostatych czesciach $wiata, w tym w Rosji, Chi-
nach i Stanach Zjednoczonych (najwieksi producenci
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zywnosci) nadal mozna stosowa¢ antybiotyki w celu
poprawy i przyspieszenia wzrostu zwierzat hodowlanych
[60]. Wlasnie w USA w wyniku powszechnego stosowa-
nia gentamycyny w hodowli drobiu obserwowana jest
wysoka czestos¢ izolacji szczepow enterokokdw o feno-
typie HLGR (High Level Gentamicin Resistant) [64].
W celach terapeutycznych w Unii Europejskiej oraz
USA mozna stosowa¢ antybiotyki z grupy tetracyklin
[15, 48] co znajduje odzwierciedlenie w powszechnie
izolowanych z produktéw pochodzenia zwierz¢cego
szczepow opornych na te grupe antybiotykow [15].

Przenoszenie genéw opornoséci miedzy szczepami
izolowanymi od zwierzat hodowlanych a szczepami
zasiedlajacymi ludzki przewod pokarmowy wzbudza
wiele kontrowersji. Zwolennicy tej teorii twierdza, iz
izolaty lekooporne zasiedlajace przewdd pokarmowy
zwierzat hodowalanych z Zywno$ciag mogg prze-
dostawac¢ si¢ do organizmu konsumenta. Taki sposob
rozprzestrzeniania opornos$ci wéréd bakterii jest moz-
liwy i bardzo niebezpieczny dla zdrowia publicznego
[4, 6, 68]. Natomiast przeciwnicy, uwazaja, ze taki spo-
sob krazenia gendéw opornosci moze mie¢ znaczenie
marginalne, gdyz zwykle narazenie na lekooporne
bakterie w spozywanych positkach jest niewielkie [26,
38, 55, 67]. Niemniej jednak, uznaje sig, iZ stosowa-
nie antybiotykow w rolnictwie moze stanowi¢ réwnie
powazne zagrozenie epidemiologiczne, jak leczenie
w placowkach medycznych. Podstawg tego pogladu
jest przeswiadczenie, iz pozaszpitalna populacja ludzi
»zdrowych” spozywajaca codziennie kilka positkow
(skontaminowanych lekoopornymi enterokokami) jest
liczniejsza niz hospitalizowana w tym samym czasie
populacja pacjentow [67].

Zwierzeta karmione paszami z dodatkiem antybio-
tykdw przyczyniajg sie do przedostawania sie gendw
opornosci na antybiotyki do innych nisz ekologicznych.
Kal zwierzat hodowlanych zanieczyszczony bakteriami
lekoopornymi stanowi podstawe kompostu, ktérym
nawozone s3 pola uprawne. UzyZnianie p6l moze
powodowac skazenie gleby i wody i transfer genéw
oporno$ci do zasiedlajacych te nisze bakterii, a tym
samym stac si¢ potencjalnym rezerwuarem, z ktérego
lekooporne determinanty trafig do organizmu czlo-
wieka (Rys. 1) [41].

4. Zywnosé

Efektem stosowania antybiotykowych stymulato-
réw wzrostu u zwierzat hodowlanych jest przedosta-
wanie si¢ antybiotykow lub ich metabolitéw do tkanek
i narzadow zwierzat, a tym samym zywnosci pochodze-
nia zwierzecego. Izolaty E. faecium i E. faecalis z zyw-
nosci pochodzenia zwierzgcego prezentuja opornosé
na antybiotyki stosowane w lecznictwie pozaszpital-
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Rys. 1. Zrédta i rezerwuary szczepéw lekoopornych z rodzaju Enterococcus

Opracowanie wlasne na podstawie [23].

nym i szpitalnym, m.in. ciprofloksacyne, norfloksacyne
(wedliny, sery), tetracykliny [18, 71] a nawet linezolid
(ryby i przetwory rybne) [65]. W Zywnosci pocho-
dzenia zwierzecego produkowanej w Europie izolaty
oporne na gentamycyne i streptomycyne wystepuja
rzadko, natomiast w Stanach Zjednoczonych jest to
zjawisko dosy¢ czeste [13].

Zwolennicy teorii o zagrozeniu dla zdrowia publicz-
nego, jakie niesie za sobg spozywanie surowej i przetwo-
rzonej zywnosci zanieczyszczonej wielolekoopornymi
drobnoustrojami wskazujg na wyniki pracy opisanej
przez Jahan i wsp. W warunkach laboratoryjnych
dokonano bowiem przeniesienia genu warunkujacego
opornos¢ na tetracykline i streptomycyne ze szczepow
E. faecium i E. faecalis pochodzacych z zywnosci do
szczepow klinicznych [33].

Lekooporne enterokoki wystepuja w zywnosci suro-
wej pochodzenia zwierzecego i roslinnego, ale tez dosy¢
dobrze udokumentowano ich wystepowanie w zyw-
nosci gotowej do spozycia (np. mleko pasteryzowane)
[11, 22, 34]. Ponadto wykazano, iz izolaty wystepujace
W Zywnosci przetworzonej oraz z surowego miesa wolo-
wego, wieprzowego i drobiu posiadaja podobny fenotyp
opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe [13, 45].

Antybiotyki stosowano nie tylko w produkcji zyw-
nosci pochodzenia zwierzgcego, ale takze pochodzenia
rodlinnego [19]. Wsréd kilku udokumentowanych zda-
rzen wymieni¢ mozna stosowanie od lat 50. XX wieku
streptomycyny do zapobiegania zakazeniom grusz
i jabtoni, ktére stworzylo presje selekcyjna i wygenero-
walo oporno$¢ na aminoglikozydy wsréd enterokokow.
Enterokoki oporne na aminoglikozydy izolowano ze

$wiezych warzyw i owocow (Rys. 1) [49, 69]. Zagad-
nienie wystepowania opornych enterokokéw w zyw-
nosci roslinnej jest stabo poznane, mimo to nieliczne
doniesienia wskazujg, iz zywnos¢ roslinna nie stanowi
rezerwuaru opornosci na glikopeptydy. Ponadto z zyw-
nosci pochodzenia roslinnego czg¢sciej niz gatunki
E. faecium i E. faecalis izolowano E. casseliflavus, ktory
byl mniej oporny od dwéch pozostatych [52]. Mozna
wiec przyja¢, iz zjawisko lekoopornosci enterokokow
pochodzacych z Zywnosci roslinnej nie jest tak czeste
jak wérdd izolatow z produktéw pochodzenia zwierze-
cego, a szczepy nie kumuluja tak wielu determinant
opornosci jak izolaty kliniczne [13, 39].

5. Zwierzeta towarzyszace czlowiekowi

Znaczenie zwierzat domowych jako ,czlonkéw
rodziny” rosnie systematycznie [16, 32, 35]. Wsrod
wzrastajacej liczby doniesien, istnieja badania wyka-
zujace, ze psy i koty skolonizowane enterokokami
opornymi na rdzne grupy antybiotykéw moga stano-
wi¢ rezerwuar genéw opornosci na antybiotyki (Rys. 1).
Zoonotyczne przekazywanie lekoopornych enteroko-
kow ze zwierzat na ludzi jest mozliwe poprzez kontakt
z wydzielinami i wydalinami zwierzat [2, 58]. Z badan
przeprowadzonych w krajach europejskich, Japonii
i USA wynika, iz to psy znacznie cz¢$ciej sg rezer-
wuarami lekoopornych enterokokéw w poréwnaniu
do kotéw [7, 31, 32, 36]. Ciekawym faktem jest, iz od
zwierzat izolowano najczesciej dwa gatunki, ktdre row-
niez najczesciej wywoluja zakazenia zwigzane z opieka
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zdrowotna: E. faecium i E. faecalis, znacznie rzadziej zas
E. durans, E. casseliflavus i E. gallinarum [2, 16, 31, 32,
35]. Zakazenia o etiologii enterokokowej wsrod zwie-
rzat domowych wystepuja sporadycznie i objawiajg sie
jako biegunki, zapalenia sutka, zapalenia drog zotcio-
wych, zakazenia drég moczowych i zakazenia zwigzane
z cewnikowaniem [27, 46, 47, 57, 59]. Wigkszo$¢ anty-
biotykdw, w tym, ampicylina, tetracykliny, aminogliko-
zydy, cefalosporyny, chinolony, linkozamidy, makrolidy,
chloramfenikol, stosowanych w medycynie weteryna-
ryjnej do leczenia zakazen innych niz enterkokowe jest
wspdlne z medycyna ludzka. Wykazano, iz leczenie
psow i kotéw tetracyklinami w wyniku presji selekcyj-
nej doprowadza czesto do selekcjonowania szczepdw
opornych [32]. Analogicznie do pacjentéw leczonych
i 0s6b zdrowych, rowniez wsrdd zwierzat leczonych w
klinikach weterynaryjnych znacznie czeéciej izolowano
enterokoki oporne na antybiotyki, w tym szczepy ARE,
oporne na erytromycyne, tetracykline, ciprofloksacyne,
gentamycyne, nitrofurantoing i chloramfenikol, w sto-
sunku do zwierzat nieleczonych. Wsr6d badanych zwie-
rzat nie wykrywano w ogdle [17, 32, 42] lub bardzo
rzadko fenotypy $wiadczace o nabytej opornosci na
wankomycyne (VanA i VanB) [56, 72], ktore sg cha-
rakterystyczne dla izolatow zwigzanych z HAI Od nie-
licznych zwierzat izolowano enterokoki z naturalnym
fenotypem opornosci na glikopeptydy (VanC) [36, 42].
Niemniej jednak badania przeprowadzone w réznych
krajach wykazuja bliskie pokrewienstwo izolatéw VRE
i ARE pochodzacych od pséw z izolatami odpowie-
dzialnymi za HATI u ludzi [28, 46, 66, 73].

6. Podsumowanie

Obecnie zadna nisza ekologiczna nie jest wolna od
lekoopornych enterokokéw i calkowita ich eradyka-
cja ze srodowiska wydaje si¢ niemozliwa. Udzial roz-
nych $rodowisk jako Zrédel i rezerwuaréw generuja-
cych i umozliwiajacych utrzymywanie lekoopornosci
wsrdd enterokokdw zmienia si¢ i na siebie oddzialuje.
Zjawisko narastania opornosci wsréd bakterii, w tym
enterokokéw jest problemem epidemiologicznym
w skali globalnej. Naduzywanie antybiotykdw nie tylko
w lecznictwie szpitalnym, weterynarii, ale takze przez
hodowcow zwierzat i producentéw Zywnosci, przy row-
noczesnym silnym ograniczeniu opcji terapeutycznych,
bedzie wplywalo na pogtebianie sie tego zjawiska.
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Streszczenie: Badania dotyczace wystgpowania i réznorodnosci patogendw przenoszone przez kleszcze u 0séb zakazonych wirusem HIV
sa nieliczne w poréwnaniu z innymi infekcjami towarzyszacymi zakazeniom HIV. Nieswoiste symptomy choréb odkleszczowych stanowig
wyzwanie w opiece klinicznej i moga prowadzi¢ do blednej diagnozy, szczegdlnie u pacjentéw zakazonych wirusem HIV, u ktérych czgsto
wystepuje jednoczesnie wiele, mato specyficznych objawéw klinicznych. Dodatkowo u pacjentéw z obnizong odporno$cia moze wystapi¢
znaczne opdZnienie wytwarzania przeciwcial, przez co wyniki testow serologicznych moga by¢ blednie interpretowane. Niniejszy przeglad
koncentruje si¢ na najczestszych infekcjach przenoszonych przez kleszcze u pacjentoéw zakazonych wirusem HIV w Europie.

1. Wprowadzenie. 2. Kleszcze jako wektory. 3. Babeszjoza. 3.1. Diagnostyka i leczenie. 4. Borelioza z Lyme. 4.1. Diagnostyka i leczenie.
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Tick-Borne Pathogens in Individuals with Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1) Infection

Abstract. 'The studies on the occurrence and diversity of tick-borne infections in HIV-infected individuals have been few, and the subject
has been relatively neglected when compared with other infections associated with HIV. Non-specific symptoms of tick-borne diseases
pose a challenge in clinical care and may lead to misdiagnosis, especially in HIV-positive patients, who often experience many non-specific
clinical symptoms. Additionally, in immunocompromised patients, a significant delay of antibody production may occur, and the results of
a serological test may be misinterpreted. This review focuses on the most common tick-borne infections in HIV-positive patients in Europe.

1. Introduction. 2. Ticks as vectors. 3. Babesiosis. 3.1. Diagnostics and treatment. 4. Lyme borreliosis. 4.1. Diagnostics and treatment.

5. Rickettsiosis. 5.1. Diagnostics and treatment. 6. Conclusions

Stowa kluczowe: Babesia, Borrelia, HIV, Rickettsia
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1. Wprowadzenie

Od czasu wprowadzenia lekéw antyretrowiruso-
wych i skutecznych schematéw terapii antyretrowiru-
sowej (HAART - Highly Active Antiretroviral Therapy)
rokowanie dla 0s6b zakazonych HIV (Human Immuno-
deficiency Virus) uleglo znacznej poprawie. Obecnie
czas przezycia od chwili zdiagnozowania AIDS wydtu-
zyt si¢ z kilku miesigcy w poczatkach epidemii do kilku-
dziesieciu lat [60]. Pomimo tego w 2016 r. na $wiecie
zmarlo okolo 1 mln 0s6b zakazonych HIV [92]. W Polsce
od 1985 r. zakazenie potwierdzono u ponad 22 tys. 0s6b,
z czego l.4tys. zmarto [72]. Wiekszo$¢ przypadkow
$miertelnych na $wiecie jest odnotowywana w krajach
Afryki Subsaharyjskiej, gdzie czestos¢ zakazen opor-
tunistycznych towarzyszacych zakazeniom HIV/AIDS
jest znacznie wyzsza [20]. Zaburzenia uktadu immuno-
logicznego, bedace konsekwencja obnizonego poziomu
limfocytéw T CD4+, istotnie podnosi ryzyko zachoro-
wan wywolywanych przez patogeny, ktérych namna-

zanie i chorobotworczo$¢ jest zwykle kontrolowana
przez humoralng i komdrkowg odpowiedZ immuno-
logiczng. Do najczestszych choréb oportunistycznych
towarzyszacych zakazeniom HIV zaliczana jest gruz-
lica, wirusowe zapalenie watroby typu B i C, kandydoza
przetyku, pneumocystozowe zapalenie pluc, zakazenia
MAC (Mycobacterium avium Complex) oraz malaria
i leiszmanioza w regionach endemicznych [20]. Lista
patogennych organizméw stanowigcych istotne zagro-
zenie dla zakazonych HIV jest zdecydowanie dluzsza
i zalezy od badanego regionu, a wraz z postepem nauki
ulega ciaglym modyfikacjom.

Szybko rozprzestrzeniajace si¢ choroby zakazne (EID
- Emerging Infectious Diseases) stanowig niezwykle
istotny problem dla zdrowia publicznego [61]. Liczba
przypadkow EID znaczgco wzrosta w latach 80. XX w,,
co bylo zwigzane m.in. z pandemia HIV [80]. Zdecy-
dowana wiekszos¢ przypadkéw EID stanowia cho-
roby odzwierzece (zoonozy), sposrdd ktérych w ponad
70% zrédlo zarazenia stanowig zwierzeta dziko zyjace.
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Prawie 30% przypadkow EID stanowig tzw. choroby
transmisyjne (vector-borne diseases), ktorych czynni-
kiem etiologicznym s3 mikroorganizmy przenoszone
przez krwiopijne stawonogi [45]. Najwazniejszymi
wektorami w aspekcie medycznym i weterynaryjnym
s3, zaraz po komarach, kleszcze .

Kleszcze s3 kompetentnymi wektorami dla wielu
gatunkow patogennych wirusow, bakterii czy pierwot-
niakéw [84]. Istotnym problemem w epidemiologii
choréb odkleszczowych sa koinfekeje, czyli jedno-
czesne, wielogatunkowe zakazenia, szczegolnie trudne
do diagnostyki u ludzi. Koinfekcje u kleszczy sa wyni-
kiem ich Zerowania na zwierzetach, ktdre sg zywicie-
lami dla kilku réznych gatunkéw patogenéw. Gryzonie
i ptaki stanowig jedng z najwazniejszych grup zywicieli,
zaréwno dla licznych patogenéw (m. in. z rodzaju Bor-
relia, Babesia, Anaplasma, Neoehrlichia), jak i samych
kleszczy (larw i nimf). Dlatego tez u samic kleszczy,
ktére czgsto atakujg ludzi i zwierzeta hodowlane,
dochodzi do kumulacji patogendéw nabytych pod-
czas pasozytowania larw i nimf w wyniku transmisji
transstadialnej (przekaz mikroorganizméw pomiedzy
poszczegdlnymi stadiami rozwojowymi) i transowa-
rialnej (przekaz mikroorganizméw na drodze samica-
jajo-larwa). Zjawisko koinfekcji ma istotne znaczenie
dla diagnostyki i leczenia choréb odkleszczowych.
Warto podkresli¢, ze oprécz najlepiej poznanej drogi
zakazenia z wykorzystaniem krwiopijnych stawonogow,
infekcje patogenami wektorowanymi mozliwe sg takze
poprzez bezposredni kontakt z krwig zarazonych zwie-
rzat (np. podczas polowan) oraz w trakcie transfuzji
krwi i preparatéw krwiopochodnych od bezobjawo-
wych dawcow [68, 78].

U os6b z niedoborami odpornosci (w tym zakazo-
nych HIV) czesciej obserwuje sie kliniczne symptomy
choréb przenoszonych przez krwiopijne stawonogi
niz u oséb immunokompetentnych, u ktérych czesto
majg one przebieg skapo- badz bezobjawowy [4, 39].
W niniejszej pracy zostang oméwione najczestsze infek-
cje odkleszczowe u 0sd6b HIV-pozytywnych w Europie.

2. Kleszcze jako wektory

Gléwnym wektorem dla patogenéw odkleszczowych
w Europie jest kleszcz pospolity Ixodes ricinus. Gatu-
nek ten zwigzany jest z lasami lisciastymi i mieszanymi,
jednak obserwowana przez ostatnie dekady ekspansja
I ricinus pozwolila poszerzy¢ zasieg jego wystepowania
o0 polnocne obszary kontynentu oraz tereny potozone
na wyzszej wysokosci [29, 44, 46]. Wzrost zageszcze-
nia kleszczy, takze na obszarach zurbanizowanych,
oraz wydluzenie okresu aktywnosci tych pajeczakdw
sa prawdopodobnie wynikiem zmian zachodzacych
w srodowisku m.in. w uzytkowaniu gruntéw w rolnic-
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twie, zarzadzaniu lasami, zmianami w liczebnosci i roz-
mieszczeniu wolno zyjacych zwierzat oraz zmianami
klimatu [15, 53, 59, 67]. Obserwowane zmiany prze-
kiadajg sie bezposrednio na wzrost ryzyka transmisji
patogenow przenoszonych przez kleszcze, co moze sta-
nowi¢ istotny problem dla 0s6b z zaburzeniami uktadu
immunologicznego, ktérych udzial w spoleczenstwie
stale wzrasta [48].

Zywicielami dla kleszczy I. ricinus moze by¢ ponad
300 gatunkow kregowcow [84]. Cykl zyciowy kleszczy
pospolitych obejmuje trzy aktywne stadia rozwojowe
(larwa, nimfa, osobnik dorosly), ktére poszukuja zywi-
ciela, odzywiaja si¢ jego krwia, a nastepnie liniejg lub
skladaja jaja (samice). Okres pasozytowania kleszczy
na zywicielu ogranicza si¢ do kilku lub kilkunastu
dni (larwy 3-5 dni, nimfy 4-7 dni, samice 7-11 dni),
podczas gdy czas zycia wszystkich stadiéw rozwojo-
wych moze trwac kilka lat [84]. Ten niezwykle zlozony
cykl zycia sprawia, ze kleszcze s podatne na zmiany
w strukturze siedlisk i dostepnosci zywicieli.

Odsetek zakazonych w Polsce kleszczy I. ricinus
rozni sie w zalezno$ci od obszaru badan. Dla kretkéw
Borrelia burgdorferi ekstensywno$¢ zakazenia klesz-
czy waha si¢ w granicach od 4% do ponad 25% [22,
49,79, 93, 98], obecnos¢ DNA Rickettsia (R. helvetica,
R. monacensis, R. raoulti) potwierdzono nawet u 28%
badanych osobnikéw I ricinus [9, 21, 91]. Zakazenie
pierwotniakami z rodzaju Babesia (B. microti, B. vena-
torum) wykazano u 1-13% kleszczy w zaleznosci od
badanego regionu [77, 79, 82, 83, 90].

3. Babeszjoza

Babeszjoza jest chorobg odkleszczowa, wywoly-
wana u ludzi przez pierwotniaki z rodzaju Babesia
gtéwnie w USA (B. microti) i Europie (B.divergens,
pojedyncze przypadki zarazen z udzialem B.vene-
torum i B. microti) [39]. W USA w roku 2014 odno-
towano ponad 1700 przypadkéow babeszjozy [17].
W Europie dotychczas opisano ponad 50 przypadkéw
zachorowan, jednak ich przebieg byt znacznie ostrzej-
szy niz w USA [39].

Babeszjoza, okre$lana takze jako ‘malaria pdinocy’
ze wzgledu na podobienstwo morfologii Babesia i Plas-
modium oraz objawdw chorobowych powodowanych
przez oba gatunki pierwotniakéw, u oséb zdrowych
zwykle ma przebieg skapo- badz bezobjawowy. Zaraze-
nie jest szczegdlnie niebezpieczne dla oséb z obnizong
odpornoscig (zakazonych HIV, przyjmujacych lekki
immunosupresyjne, asplenicznych, po radio- i chemio-
terapii). Wzrost zachorowan na babeszjoze w ostatnich
latach mozna wigza¢ zaréwno ze zwigkszong ekspozycjg
na kleszcze, jak i wzrostem liczby pacjentéw z zaburze-
niami odpornosci generowanymi m.in. wrodzonymi
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i nabytymi niedoborami odpornosci, jak réwniez lecze-
niem immunosupresyjnym [39]. Pojawia si¢ takze coraz
wiecej udokumentowanych doniesien o transmisji
pierwotniakéw z przetaczang krwia i jej sktadnikami.
Przypadki te charakteryzuje cigzszy, czesto zakonczony
zgonem przebieg [38, 54]. W inwazji Babesia utrzy-
muje si¢ dlugotrwata faza przewlekta [51, 89], ktora
czesto przy braku objawdw i bardzo niskiej parazyte-
mii stwarza realne zagrozenie zakazeniami potransfu-
zyjnymi dla biorcéw, szczegélnie tych z zaburzeniami
odpornosci [38, 54].

Przypadki zarazen Babesia u 0s6b zakazonych HIV
odnotowano dotychczas w USA [8, 32, 34, 56, 63, 86]
oraz jeden przypadek na terenie Europy, w Hiszpanii
[37]. Badania molekularne potwierdzily zarazenia
z udzialem B. microti (USA [34, 86]) lub B. divergens
(Hiszpania [37]). W pojedynczych przypadkach pelno-
objawowe zarazenia Babesia obserwowano u asplenicz-
nych pacjentéw HIV pozytywnych [56, 63] lub objawy
chorobowe pojawily sie dopiero po splenektomii [37].

Objawy zarazenia Babesia pojawiaja si¢ okolo
5-30 dni po ugryzieniu przez kleszcza, jednak wiele
0s6b nie pamieta kontaktu z pajeczakiem [41]. Obraz
kliniczny babeszjozy jest mato specyficzny, podobny
do malarii i obejmuje typowe symptomy grypopodobne
tj. wysoka goraczka (powyzej 40°C), dreszcze, zmecze-
nie, béle glowy i migéni, béle brzucha, oraz hepato-
i splenomegali¢. Niektdrzy pacjenci skarzg si¢ na bol
gardla, $wiattowstret, nietypowe zabarwienie moczu
lub chwiejnos¢ emocjonalng. U oséb z obnizona od-
pornoscig, oprécz wyzej wymienionych objawow,
odnotowywano réwniez obfite pocenie sig, silng ane-
mie zwigzang z wysoka parazytemia, zottaczke, objawy
neurologiczne oraz niewydolno$¢ krazeniowo-odde-
chowa. U pacjentéw zakazonych HIV obserwowano
dlugotrwaly faze przewlekly zarazenia pierwotniakami,
trwajaca kilka miesiecy pomimo stosowanego lecze-
nia oraz nawroty choroby wymagajace transfuzji
krwi ze wzgledu na wysoka parazytemie [86]. Wydaje
sie, ze przyczyng tego zjawiska jest obniZzona produ-
kcja interferonu gamma (INF-y) przez komorki NK
(Natural Killer) u oséb HIV pozytywnych, jednej
z najwazniejszych cytokin biorgcych udzial w zwal-
czaniu wczesnego stadium infekcji Babesia u myszy
[2, 43, 58] oraz obnizona liczba limfocytéw T CD4+,
ktére odgrywaja kluczowa role w odpowiedzi immu-
nologicznej skierowanej przeciwko Babesia, co wyka-
zano w badaniach na modelu mysim [23]. Brakuje
danych dotyczacych wplywu zakazenia HIV na pato-
geneze babeszjozy. Wzajemne oddzialywania w prze-
biegu koinfekcji zostaly za to udowodnione w przy-
padku zakazen Plasmodium/HIV [3]. Infekcja HIV
zwieksza ryzyko nasilenia przebiegu malarii, co z kolei
ufatwia tempo jej przenoszenia. Zakazenie Plasmodium
wiaze sie takze z silng aktywacjg limfocytow T CD4 +
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i wzrostem stezenia cytokin prozapalnych, co ulatwia
rozprzestrzenianie wirusa wsrod limfocytow T CD4+

i jego szybka replikacje [3].

3.1. Diagnostyka ileczenie

Obecnie w Europie diagnostyka babeszjozy opiera
sie na bezposredniej identyfikacji pierwotniakéw we
krwi pacjenta na podstawie obserwacji mikroskopo-
wych cienkiego rozmazu krwi lub PCR [39]. Formy
pierwotniaka w erytrocytach rozmazéw krwi barwio-
nych metoda Giemsa sa zwykle widoczne u pacjen-
tow objawowych. W przypadku niskiej parazytemii
oraz w poczatkowej fazie infekcji konieczne moze by¢
powtdrzenie rozmazu w odstepach 8-12 godzinnych
[41]. Metoda PCR, gdzie najczesciej stosowanym mar-
kerem jest gen 18S rRNA, charakteryzuje si¢ wysoka
specyficznoscia i czuloscig [11], jednak dotychczas na
rynku europejskim nie sg dostepne standaryzowane
testy molekularne przeznaczone do rutynowej diagno-
styki babeszjozy [39]. Uwaza si¢, ze u 0sdb z obnizona
odpornoscig nalezy powtorzy¢ badania krwi po okresie
kilku miesiecy od zakonczenia leczenia w celu wyklu-
czenia fazy przewleklej zarazenia [34].

Badania serologiczne w diagnostyce babeszjozy
oparte sg na tescie immunofluorescencji posredniej
(IF). Specyficzne dla B. microti przeciwciala klasy IgM
moga by¢ wykrywane juz po upltywie dwoch tygodni od
zarazenia [16]. Podwyzszony poziom przeciwcial moze
utrzymywac si¢ od kilkunastu miesiecy do 6 lat. U 0s6b
z niedoborami odpornosci, w tym zakazonych HIV,
zaobserwowano zaburzenia w produkeji przeciwcial,
co wydluza okres okienka serologicznego [39]. Wyniki
falszywie pozytywne testu IF obserwowano u pacjentéw
z chorobami tkanki tacznej i autoimmunologicznymi
[42] oraz inwazjami pasozytniczymi z udzialem Toxo-
plasma i Plasmodium [35, 42], co ttumaczy si¢ wyste-
powaniem reakcji krzyzowych.

W leczeniu objawowej babeszjozy stosuje si¢ atowa-
kwon, azytromycyne, klindamycyne i chining. U pacjen-
tow zakazonych HIV moze by¢ konieczne stosowanie
wyzszych dawek oraz dluzszego czasu leczenia w celu
catkowitego usuniecia pierwotniakéw [52]. U pacjen-
tow ze znacznie obnizong odpornosciag obserwo-
wano opornos¢ na azytromycyne-atowakwon w trakcie
leczenia babeszjozy [94]. W nielicznych przypadkach
standardowa terapia babeszjozy u oséb zakazonych
HIV byla nieskuteczna. Wowczas w schemat terapii
wlaczano transfuzje krwi oraz atowakwon-proguanil,
powszechnie stosowany zaréwno w profilaktyce, jak
ileczeniu malarii [86]. Dodatkowo u pacjentéw z HIV
obserwowano skuteczne leczenie babeszjozy antybioty-
kami stosowanymi w réwnolegtej terapii infekcji opor-
tunistycznych (Mycobacterium avium) [32].



254

4. Borelioza z Lyme

Kretki z gatunku B. burgdorferi sa czynnikiem etio-
logicznym boreliozy z Lyme, najczesciej wystepujacej
w USA i Europie choroby odkleszczowej. W ostatnich
latach w Europie odnotowuje si¢ kazdego roku okoto
65 tys. przypadkéw nowych zachorowan [40], w Polsce
- ok. 20 tys. [62]. Najczestszym symptomem klinicznym
wezesnej fazy miejscowej zakazenia jest rumien wedru-
jacy (EM - erythema migrans). W fazie rozsianej zaka-
zenia bakterie penetrujg do tkanek organizmu, gtéwnie
skory, centralnego uktadu nerwowego, stawdéw i serca
[81]. We wczesnej neuroboreliozie najczgsciej wyste-
puje zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych, zapalenie
nerwu twarzowego lub innych nerwéw czaszkowych,
zapalenie korzeni nerwowych [98]. W boreliozie pdznej
obserwuje sie m.in. zapalenie mozgu i rdzenia (neuro-
borelioza), nadzerki chrzastek i kosci (postac stawowa)
czy przewlekle zanikowe zapalenie skdry (ACA - acro-
dermatitis chronica atrophicans) [81]. W USA jedynym
patogennym dla ludzi gatunkiem jest B. burgdorferi
sensu stricto. W Europie, co najmniej pie¢ gatunkow
uznano za chorobotworcze (B. afzelii, B. garinii, B. burg-
dorferi sensu stricto, B. spielmanii, B. bavariensis), czego
skutkiem jest znacznie wigksza niz w USA réznorod-
no$¢ objawow klinicznych boreliozy [81].

Dotychczas odnotowano jedynie kilka przypadkéw
zakazen Borrelia u oséb HIV pozytywnych [13, 85],
pomimo wysokiej czestosci wystepowania zakazen HIV
na terenach endemicznych dla boreliozy. W wiekszosci
byly to wczesne infekcje, ale przebiegajace z objawami
ze strony ukladu nerwowego, w jednym przypadku
(Holandia) potwierdzono neuroborelioze przebiega-
jaca m. in. z parastezjg konczyn dolnych, bez objawow
skoérnych [13, 85]. Objawy towarzyszace zakazeniom
Borrelia u 0s6b HIV-pozytywnych to goraczka, bodle
glowy, dreszcze, utrata wagi, obustronne porazenie twa-
rzy, diplopia, zapalenie korzeni nerwowych oraz bdle
stawow i migsni [13, 18, 28, 85]. U chorych obserwo-
wano takze niewielkie podwyzszenie poziomu enzy-
moéw watrobowych we wezesnej fazie choroby, pod-
wyzszony wskaznik sedymentacji erytrocytéw (rzadko
przekraczajacy 80 mm/h) oraz pleocytoze limfocytarna
i podwyzszony poziom biatka w plynie mdzgowo-rdze-
niowym [95]. Wydaje sie, ze u oséb zakazonych HIV
przebieg infekcji jest cigzszy, z nietypowymi objawami
neurologicznymi w pordwnaniu do pacjentéw ze
stwierdzong neuroborelioza z prawidtowo funkcjonu-
jacym ukladem immunologicznym [13].

Niewiele wiadomo na temat przebiegu koinfekcji
z udzialem HIV i B. burgdorferi oraz mechanizméw
immunologicznych w przebiegu zakazenia HIV, ktére
moglyby wplywaé na infekcje kretkami. Najprawdo-
podobniej niski poziom limfocytéw T CD4+ jest przy-
czyna silnej bakteriemii i ostrzejszego przebiegu bore-
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liozy, co zaobserwowano na modelach zwierzecych [6,
12]. Co ciekawe, u pacjentéw z neuroborelioza zaobser-
wowano istotnie wyzszy poziom wiremii HIV w ptynie
moézgowo-rdzeniowym w poréwnaniu do osocza [13].
Tlumaczy si¢ to aktywacja stanu zapalnego przez bakte-
rie i naptywem limfocytéw zakazonych HIV do central-
nego uktadu nerwowego (,,$ciezka konia trojanskiego”)
[7]. Wiecej wiadomo na temat wspolistniejacych zaka-
zen HIV i kretkow Treponema pallidum. U oséb HIV-
-pozytywnych czesciej obserwuje si¢ bezobjawowy prze-
bieg wczesnej kily oraz szybszy nawrot kily II okresu,
ktorej przebieg jest zazwyczaj bardziej agresywny
z towarzyszacymi objawami neurologicznymi [48, 71].
Nie wykazano wplywu koinfekeji na skutecznosé lecze-
nia T. pallidum, byto ono tak samo skuteczne dla oséb
zakazonych HIV, jak i zdrowej populacji [48, 71].

Profilaktyczna antybiotykoterapia u oséb zakazo-
nych HIV lub leczenie stosowane w przypadku infekcji
oportunistycznych moga takze mie¢ wplyw na przebieg
boreliozy z Lyme [85]. Dotychczas brakuje danych doty-
czacych wplywu lekéw antyretrowirusowych na kretki
Borrelia. Jednak biorac pod uwage, ze neuroborelioza
byta diagnozowana u pacjentéw przyjmujacych terapie
HAART, powyzszy zwiazek wydaje si¢ by¢ malo praw-
dopodobny [85]. Pomimo licznych przypadkéw zaka-
zenia HIV, koinfekcje z udziatem Borrelia nie sg czgsto
notowane, co jest trudne do wytlumaczenia. Niektorzy
autorzy sugeruj, ze znaczenie moze miec takze fakt, ze
borelioza z Lyme jest chorobg diagnozowang najczesciej
u mieszkancow terenéw wiejskich i podmiejskich ze
wzgledu na ich czestszy kontakt z kleszczami, podczas
gdy zakazenia HIV s3 charakterystyczne dla obsza-
réw miejskich [18]. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage
obserwowany ostatnio wzrost zageszczenia kleszczy na
zielonych terenach miejskich, silnie zurbanizowanych
oraz wystepowanie na tych obszarach patogennych
gatunkow mikroorganizméw przenoszonych przez te
pajeczaki [50, 91].

4.1. Diagnostyka ileczenie

Rumien wedrujacy, ktéremu moga towarzyszyé
objawy grypopodobne, jest jedynym swoistym objawem
zakazenia kretkami B. burgdorferi i jest wskazaniem
do rozpoczecia leczenia. We wezesnym stadium cho-
roby specyficzne przeciwciala nie sg jeszcze obecne, co
moze by¢ przyczyng wynikow falszywie negatywnych
testow serologicznych [1, 27]. Obecnie, ok. 4-6 tygo-
dni po zakazeniu, zalecana jest serologiczna diagno-
styka dwustopniowa obejmujgca przesiewowy test
immunoenzymatyczny ELISA nalezacy przynajmniej
do testow II generacji oraz test potwierdzajacy Wetern
Blot wykonywany w przypadku wyniku pozytywnego
lub watpliwego testu ELISA z tej samej probki surowicy
[1]. Nalezy wzig¢ pod uwage, ze swoiste przeciwciala



PATOGENY PRZENOSZONE PRZEZ KLESZCZE U OSOB ZAKAZONYCH WIRUSEM NIEDOBORU ODPORNOSCI (HIV-1)

wykrywane sg takze wsrod zdrowej populacji i odsetek
ten moze by¢ znaczny (od kilku do nawet 50% w gru-
pach zwigkszonego ryzyka) [19].

Diagnostyka boreliozy z Lyme u 0séb zakazonych
HIV jest uwazana za skomplikowang z powodu obnizo-
nego PPV (Positive Predictive Value) dla badan serolo-
gicznych u tej grupy pacjentéw [27, 69]. Obecnie wiek-
szo$¢ pacjentow osigga satysfakcjonujaca odbudowe
immunologiczna i ryzyko obnizonego PPV dla badan
serologicznych jest znacznie nizsze [27]. Zaréwno przy-
padki wynikow falszywie negatywnych, jak i falszywie
pozytywnych byly opisywane dla pacjentéw zakazonych
HIV [69]. W pojedynczych przypadkach nie potwier-
dzono obecnosci specyficznych przeciwcial w plynie
mozgowo-rdzeniowym w przebiegu neuroboreliozy
[28]. Wykazano natomiast falszywie pozytywne wyniki
badan serologicznych u 0séb zakazonych HIV i kilg oraz
reakcje krzyzowe z innymi kretkami (T. pallidum) [10].
Dlatego u 0s6b zakazonych HIV posrednie metody dia-
gnostyczne oparte na testach serologicznych powinny
zosta¢ uzupelnione o metody bezposredniej identyfika-
¢ji patogenu m. in. z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej (PCR) [31]. O ile czulo$¢ metody PCR jest
bardzo wysoka (98-100%), to jej specyficzno$¢ zalezna
jest od wybranego do badan materiatu. Zalecanym mate-
rialem jest wycinek skory (rumien wedrujacy, ACA; spe-
cyficznos¢ 73-76%), ptyn mozgowo-rdzeniowy (38%),
plyn stawowy lub chrzastka stawowa (78%) [1]. Spe-
cyficzno$¢ metody PCR z wykorzystaniem krwi pelnej
lub surowicy jest dos¢ niska (14%), dlatego uzyskane
wyniki wymagaja potwierdzenia (sekwencjonowania).
Najczestszymi markerami genetycznymi w identyfi-
kacji zakazen B. burgdorferi sa geny 16SrRNA i biatka
powierzchniowego OspA [31].

Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Epi-
demiologéw i Lekarzy Chordéb Zakaznych w leczeniu
boreliozy stosuje si¢ doksycykling lub amoksycyline,
azytromycyne lub klarytromycyne w przypadku rumie-
nia wedrujacego u 0s6b z nadwrazliwoscig na antybio-
tyki B-laktamowe [65]. W przypadku neuroboreliozy
lekiem z wyboru jest ceftriakson lub cefotaksym. U os6b
zakazonych HIV z powodzeniem stosuje si¢ powyzsza
antybiotykoterapie [13]. Zaréwno wsrod oséb immuno-
kompetentnych, jak i z obnizong odpornoscia, nawraca-
jace goraczki, leukopenia, trombocytopenia i anemia w
przebiegu boreliozy pomimo podanego leczenia wyma-
gaja dalszej diagnostyki pod katem koinfekcji odklesz-
czowych z udzialem Babesia i/lub Anaplasma phagocy-
tophilum towarzyszacych zakazeniu Borrelia [96].

5. Riketsjozy
Riketsjozy odkleszczowe powodowane sg przez

wewnatrzkomoérkowe, Gram-ujemne bakterie nale-
z3ce do rodzaju Rickettsia wywolujace goraczki pla-
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miste (SFG - Spotted Fever Group). Obecnie znanych
jest okoto 30 gatunkoéw, z czego co najmniej 13 uwaza-
nych jest za patogenne dla czlowieka m.in. R. rickettsii,
R. conorii, R. slovaka, R. raoultii, R. monacensis, R. rioja
[64]. Riketsje, po wniknieciu do organizmu zywiciela,
wnikaja do komoérek nablonka malych i $rednich
naczyn krwiono$nych prowadzac do stanu zapalnego na
skutek efektu cytotoksycznego [87, 88]. W wiekszosci
przypadkow obserwowane sg plamiste wykwity skorne,
ktérym czasami towarzyszy nekrotyczna grudka. Efekt
cytotoksyczny skutkuje wytworzeniem rozsianych wie-
lonarzagdowych zmian obejmujacych zapalenie naczyn
krwiono$nych, wybroczyny i wylewy w obrebie drob-
nych naczyn skdry, pluc, serca, nerek i mozgu, a takze
innych narzadéw wewnetrznych. Uszkodzenie $rod-
blonka naczyn prowadzi do ogniskowej martwicy, two-
rzenia si¢ naciekow wokot tych naczyn i do zwolnienia
przeplywu krwi w naczyniach wlosowatych. Niedo-
krwienie i niedotlenienie prowadzi z kolei do uszko-
dzenia narzadow i uktadow, m.in. osrodkowego ukladu
nerwowego, nerek, nadnerczy, czy mie$nia sercowego.
Zakazenie riketsjami moze prowadzi¢ do nawracaja-
cych goraczek o nieznanej etiologii, a w najci¢zszych
przypadkach m.in. do zapalenia mie$nia sercowego
czy zespolu wykrzepiania wewnatrznaczyniowego
[87, 88]. Bez leczenia, malo swoiste symptomy, takie
jak podwyzszona temperatura ciata, uczucie zmecze-
nia, zawroty i bédle glowy, poty, bole migsni i utrata
apetytu, moga utrzymywac sie nawet przez 18 miesigcy
od zakazenia [87, 88].

W Europie najczgsciej notowana jest goraczka guz-
kowa (MSF - Mediterranean Spotted Fever) powodo-
wana gtéwnie przez R. conorii, rzadziej przez R. mona-
censis [64]. Goraczka ta wystepuje w basenie Morza
Srédziemnego, na wybrzezu Morza Czarnego i Kaspij-
skiego [64]. Okres inkubacji wynosi ok. 10 dni (od 4 do
21 dni), pierwsze symptomy obejmuja goraczke, bdle
glowy, miesni i stawoéw oraz $wiattowstret. U ponad
70% zakazonych, na skoérze pojawia si¢ pojedyn-
cza zmiana w postaci czarnego strupa (‘tache noir’)
w miejscu ukaszenia przez kleszcza, w pojedynczych
przypadkach, gléwnie u dzieci, zmiany te moga by¢
liczne [25]. Po kilku dniach pojawia si¢ grudkowa
wysypka. Ciezkie formy zakazenia, czasem prowadzace
do $mierci (okoto 3% przypadkéw), opisano wsrdd osob
starszych, chorujgcych na cukrzyce, niewydolnos¢ kra-
zeniowa, niewydolno$¢ nerek, chorobe alkoholowg oraz
u pacjenta po przeszczepie watroby, ale takze u osob
immunokompetentnych [5, 14, 24, 25, 30, 36, 73, 75].

W odpowiedzi immunologicznej skierowanej prze-
ciwko Rickettsia wydaje sie, ze kluczowa role odgrywaja
limfocyty T CD4+ i T CD8+ [57]. Limfocyty T wytwa-
rzajg interferon gamma (INF-y), ktéry pelni kluczowa
role w kontrolowaniu zakazenia Rickettsia, poprzez
aktywacje komorek srodblonka bedacych miejscem
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docelowej lokalizacji bakterii, co prowadzi do efek-
tywnej eliminacji patogenéw [5]. Wykazano jednak, ze
deplecja limfocytéw T CD4+ u myszy nie miata wplywu
na przebieg infekcji Rickettsia [57], w przeciwienstwie
do limfocytéw T CD8+, ktdrych deplecja skutkowata
dlugotrwalg bakteriemia, ostra infekcja i czgsto Smier-
cig zwierzat [87].

Dotychczas opisano pojedyncze przypadki zakazen
Rickettsia u os6b HIV pozytywnych [26]. Symptomy
infekeji obejmuja goraczke, bole glowy, bdle migsni
i stawdw, hepatomegaliec oraz charakterystyczna
wysypke guzkowata i czarny strup w miejscu ukaszenia
przez kleszcza. Obserwowano takze obecnos¢ licznych
wybroczyn i znaczng trombocytopenie, co moze wska-
zywaé na sktonnos¢ pacjentéw zakazonych HIV do
szybszego rozwoju choroby oraz ciezszego jej przebiegu
[26]. Opisano takze pacjentéw, u ktérych pierwsze,
nieswoiste symptomy zakazenia HIV byly podobne do
ostrej mononukleozy [74] i zostaly pierwotnie zdiag-
nozowane jako MSF [76]. W tych przypadkach zaka-
zenie HIV rozpoznano w odstepie kilku dni lub lat od
pojawienia si¢ pierwszych objawdéw zblizonych do MSE.

5.1. Diagnostyka ileczenie

W poczatkowej fazie zakazenia diagnostyka oparta
jest o metody molekularne (PCR), a material do badan
stanowi krew pelna, leukocyty z krwi obwodowej, mate-
rial biopsyjny pobrany ze zmian skérnych i/lub weztdéw
chlonnych [55]. Najczesciej stosowane markery gene-
tyczne to gen 16S rRNA, gltA (syntaza cytrynianowa),
ompA oraz ompB (biatko powierzchniowe A i B). Ze
wzgledu na liczbe znanych gatunkéw i podgatunkow
chorobotworczych Rickettsia zalecane jest sekwencjo-
nowanie otrzymanych produktéw PCR [55].

Metody immunodiagnostyczne (IFA, ELISA) sta-
nowig ‘ztoty standard’ w diagnostyce riketsjoz [66].
Ich czulo$¢/specyficznosé szacowana jest na poziomie
83-100%. Gléwne ograniczenia wynikaja z niskiej czu-
tosci testow w fazie ostrej infekeji (przeciwciata klasy
IgM i IgG pojawiaja sie po uplywie 7-15 dni od wysta-
pienia pierwszych objawéw) oraz, w przypadku IFA,
reakeji krzyzowych z Legionella sp., Proteus sp. oraz
Francisella tularensis [55]. Przeciwciala klasy IgM moga
utrzymywac sie przez kilka miesiecy, a IgG - nawet
przez kilka lat, co uzasadnia poréwnanie poziomu
obu klas przeciwcial w fazie ostrej i w fazie zdrowienia
w celu potwierdzenia rozpoznania [70]. W przypadku
pacjentéw zakazonych HIV diagnostyka oparta byla na
detekcji DNA Rickettsia metodg Real-Time PCR z krwi
pelnej oraz tescie IFA przeprowadzonym dwa tygodnie
po wystapieniu pierwszych objawdw [26].

W leczeniu riketsjoz, zaréwno u os6b immunokom-
petentnych, jak i z obnizong odpornoscia, stosuje sie
doksycykling przez okres 7-10 dni [26, 33].

RENATA WELC-FALECIAK, MALGORZATA BEDNARSKA, MAGDALENA SZATAN, AGNIESZKA PAWELCZYK

6. Podsumowanie

Choroby odkleszczowe u oséb zakazonych HIV
zazwyczaj przebiegaja z odmiennymi i/lub ostrzejszymi
niz u os6b immunokompetentnych symptomami kli-
nicznymi. Stosowane powszechnie w diagnostyce ruty-
nowej metody serologiczne u pacjentéw HIV pozy-
tywnych mogg z wyzsza czestoscig, niz w przypadku
zdrowej populacji, wskazywa¢ wyniki falszywie pozy-
tywne lub falszywie negatywne oraz reakcje krzyzowe.
Dlatego tez w tej grupie pacjentow metody wykrywa-
nia zakazen/zarazen oparte na bezposredniej detekeji
patogenow (DNA/RNA, antygeny) nabieraja istotnego
znaczenia. Na terenach endemicznych nalezy zatem
szczegolnie rozwazy¢ histori¢ ukaszen przez kleszcze
jako czes¢ wywiadu w klinicznej opiece nad pacjentami
zakazonymi wirusem HIV.

Badania finansowane w ramach projektu Iuventus Plus
nr IP2014050373 Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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Streszczenie: Rodzaj Campylobacter spp. obejmuje Gram-ujemne, spiralne, termofilne, zdolne do ruchu bakterie, ktére do wzrostu
wymagaja mikroaerofilnego srodowiska. Posiadajg ograniczony katabolizm weglowodandw, majg natomiast dobrze rozwiniety mechanizm
pozyskiwania mikroelementéw. Wykazuja oporno$¢ na wiele powszechnie stosowanych antybiotykéw. Znaczacym problemem, szczegélnie
w krajach o niskim statusie socjalno-ekonomicznym, sa kampylobakteriozy wywolywane najczesciej przez szczepy Campylobacter jejuni,
ktorych gléwnym zrédtem jest zle przygotowane mieso drobiowe, a takze zanieczyszczona tymi bakteriami woda pitna. Mimo licznych
przypadkéw zachorowan, patogeneza chordb wywolywanych przez te drobnoustroje nie jest dobrze poznana. Istotne w tym procesie sg:
ruchliwo$¢ bakterii, zdolno$¢ do adhezji i wnikania do komoérek nablonkowych jelita gospodarza oraz wydzielanie toksyn. Oprocz typowych
ostrych zakazen przewodu pokarmowego, C. jejuni jest czynnikiem etiologicznym demielinizacyjnej polineuropatii nerwéw obwodowych
o podtozu autoimmunizacyjnym pod nazwa Zesp6l Gullaina-Barrégo (GBS), ktérej czesto towarzyszy niewydolnos¢ oddechowa. Przyczyna
choroby spowodowanej wczesniejszg infekcja C. jejuni jest mimikra molekularna pomiedzy strukturami $ciany komorkowej tych bakterii
i gangliozydami komorek nerwowych gospodarza. Strategie leczenia GBS obejmuja wymiane osocza lub dozylne podanie preparatu
immunoglobulinowego IVIg, celem zminimalizowania patologicznej reakcji zapalnej powodujacej uszkodzenie wlékien nerwowych.
Powazne zagrozenia zdrowotne wynikajace z zakazen C. jejuni stanowig przestanke do monitorowania czystosci mikrobiologicznej zywnosci
i wody pitnej, przebiegu proceséw produkcji miesa drobiowego, a takze do rozwoju metod zapobiegania lub minimalizowania jego skazenia.

1. Wstep. 2. Rezerwuary i drogi transmisji Campylobacter spp. 3. Patogeneza zakazen Campylobacter spp. 3.1. Czynniki wirulencji.
4. Obwodowe konsekwencje zakazen Campylobacter spp. u ludzi. 4.1. Rola zakazenia C. jejuni w inicjowaniu demielinizacji nerwéw
obwodowych. 4.2. Mimikra antygenowa pomiedzy gangliozydami gospodarza i C. jejuni. 4.3. Udzial cytokin w rozwoju GBS. 4.4. Strategie
leczenia Zespotu 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.

1. Introduction. 2. Colonization and transmission pathways of Campylobacter spp. 3. The pathogenesis of Campylobacter spp. 3.1. Virulence
factors. 4. Systemic consequences of Campylobacter spp. infections in humans. 4.1. Role of C. jejuni infection in demyelination of peripheral
nerves. 4.2. Antigenic mimicry between host gangliozydes and C. jejuni. 4.3. Role of cytokines in the development of GBS. 4.4. Strategies
in Guillain-Barré Syndrome therapy. 5. Summary

Stowa kluczowe: Campylobacter jejuni, zakazenie, Zesp6t Guillaina-Barrégo

Key words:

Campylobacter jejuni, infection, Guillain-Barré Syndrome

1. Wstep

Rodzaj Campylobacter nalezy do typu Proteobacteria,
klasy Proteobacteria oraz rodziny Campylobacteraceae.
Nazwa rodzaju Campylobacter wywodzi si¢ od spiral-
nego ksztattu nalezacych do niego drobnoustrojow
(,campylos’, spirala w jezyku greckim). Mikroorga-
nizmy te s3 Gram-ujemnymi, nieprzetrwalnikujacymi

pateczkami, szerokosci 0,2-0,9 um i dtugosci 0,5-5 um
[18, 58]. Wigkszo$¢ gatunkow z rodzaju Campylobacter
jest ruchliwych dzigki pojedynczej wici umieszczonej
na jednym lub obu biegunach komorki (np. C. jejuni)
[18, 43, 53, 57, 58, 62], cho¢ sg takze gatunki posiada-
jace wiele wici (np. C. showae) oraz nieruchliwe (np.
C. gracilius). Bakterie te moga ulega¢ transformacji
w forme kulista [14], co jest powigzane ze stacjonarng

* Autor korespondencyjny: Magdalena Chmiela, Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii
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fazq wzrostu. Wykazano, ze ziarniaki, w przeciwienstwie
do postaci spiralnych, nie sg zdolne do ruchu ze wzgledu
na braki energetyczne. Bakterie Campylobacter spp.
przyjmuja forme ziarnista podczas niedoboru substan-
¢ji odzywczych, przy zmianie temperatury otoczenia
na suboptymalna, w warunkach stresu osmotycznego
oraz po ekspozycji na tlen atmosferyczny. Jakkolwiek,
mimo wzrostu w srodowisku mikroaerofilnym, pateczki
C. jejuni, moga dzieli¢ si¢ w atmosferze otoczenia, co
jest wynikiem adaptacji tych bakterii do tlenowego $ro-
dowiska, lub namnaza¢ sie w obecnoséci no$nikow wig-
zacych tlen, na przykltad krwi. Tworzg biofilm [8, 45],
a w nim warstwy, ktore w ré6znym stopniu sg narazone
na tlen atmosferyczny. Wyrdznia si¢ w nich zaréwno
formy spiralne jak i ziarniste, te ostatnie w strukturach
biofilmowych chronig bardziej zywotne formy spiralne
przed nieprzyjaznym srodowiskiem [8, 14, 19].

Paleczki Campylobacter spp. zasiedlaja szeroki
zakres zwierzecych gospodarzy, ale in vitro sg bardzo
wymagajace pod wzgledem odzywczym [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 przezywaja w temperaturze powyzej 55°C i nie sa
zdolne do podzialu w temperaturze ponizej 30°C, co
moze by¢ spowodowane brakiem bialek szoku ciepl-
nego u tych bakterii [27, 62]. Mimo to C. jejuni prze-
zywa, a takze wykazuje aktywnos$¢ metaboliczng oraz
wytwarza ATP, przez diugi czas w temperaturze 4°C.
Sprawia to, ze chtodzone migso, skazone tymi drobno-
ustrojami podczas uboju, stanowi szczegélnie czgste
zrodto zakazenia [18].

Badania nad pozyskiwaniem energii przez te bak-
terie wykazaly, ze nie wykorzystuja one glukozy, ani
innych weglowodandw, jako substratow do wzrostu,
poniewaz nie posiadaja 6-fosfofruktokinazy, ktéra jest
kluczowym enzymem w metabolizmie energetycznym
[27]. Jako zrédto wegla, C. jejuni wykorzystujg amino-
kwasy oraz produkty posrednie cyklu kwasu cytryno-
wego, poczynajac od seryny przez kwas asparaginowy,
asparagine i kwas glutaminowy. Niektdre szczepy wyko-
rzystuja takze proling, cho¢ dopiero po wykorzystaniu
wszystkich innych zrodet wegla [18].

Campylobacter spp. pozyskuje w organizmie gospo-
darza siarke i zelazo, ktdre sg kluczowe dla aktywnosci
wielu bakteryjnych enzyméw [46, 56]. Zrédtem siarki
sg peptydy zawierajgce cysteing wydzielane z komoérek
nablonkowych jelita gospodarza. Uwolnienie siarki
w $wietle jelita moze modulowaé¢ pH, stymulowac
uwalnianie mediatoréw zapalenia i zaburza¢ sklad
mikrobioty jelitowej gospodarza [27, 32, 53, 56, 63, 70].
Campylobacter spp. nie wytwarzajg wlasnych zwiazkow
chelatujacych, ktére umozliwialyby wychwytywanie
zelaza, ale wykorzystuja siderofory innych gatunkow
bakterii bytujacych w jelicie [32, 64, 70].
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Opornoé¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojowe bak-
terii izolowanych z zywnosci pochodzenia zwierzecego,
w tym Campylobacter spp., stala si¢ w ostatnich latach
istotnym problemem zdrowia publicznego, zaréwno
w krajach o wysokim jak i niskim rozwoju socjalno-
-gospodarczym. Opisano oporno$¢ gatunkow C. jejuni
i C.coli na penicyliny i wigkszo$¢ cefalosporyn, jak
réwniez trimetoprim, sulfametoksazol, ryfampicyne
i wankomycyne [13, 33, 49, 58, 68]. Antybiotykami,
najczesciej stosowanymi w leczeniu zakazen Campy-
lobacter spp. sa: erytromycyna, azytromycyna i genta-
mycyna [43, 58, 65]. Stosuje sie takze fluorochinolony,
jednak coraz wigcej izolatow Campylobacter spp. jest na
nie oporna. Dotyczy to gléwnie ciprofloksacyny i kwasu
nalidyksowego, na ktére ponad 70% szczepéw C. jejuni
i niemal 100% szczepéw C. coli wykazuje opornos¢ [32].
Jest to spowodowane mutacjg w genach gyrA i gyrB
kodujacych podjednostki GyrA i GyrB gyrazy oraz
parCi parE, ktére kodujg podjednostki topoizomerazy
IV [33, 58, 68]. Wzrastajaca opornos¢ Campylobacter
spp. na fluorochinolony jest spowodowana czestym ich
stosowaniem w weterynarii [43].

W ostatnich latach ro$nie opornos¢ szczepéw Cam-
pylobacter spp. takze na makrolidy [7, 10, 17, 23, 77],
aminoglikozydy i antybiotyki beta-laktamowe. Opor-
nos¢ Campylobacter spp. na makrolidy jest wynikiem
modyfikacji miejsca wigzania podjednostki 50S rybo-
somu wskutek mutacji 23S rRNA, zamiast metylacji lub
enzymatycznej modyfikacji antybiotyku, obserwowa-
nych u innych gatunkéw bakterii. Opornos¢ Campy-
lobacter spp. na makrolidy moze by¢ réwniez spowo-
dowana modyfikacjami w rybosomalnych biatkach L4
iL22 [4, 13]. U Campylobacter spp. opisano wiele enzy-
mow, ktore modyfikuja aminoglikozydy, w tym fosfo-
transferaze aminoglikozydowg typu L, III, IV oraz VII,
adenylotransferaze aminoglikozydows, a takze adenylo-
transferaze 6-aminoglikozydowa. Enzymy te sg zaanga-
zowane w wytwarzanie fosfotransferazy 30-O-amino-
glikozydowej. Opornos¢ na aminoglikozydy wynika
z modyfikacji enzymatycznej, ktéra zmniejsza powino-
wactwo tych antybiotykéw do miejsca A w rRNA [13].

Opornos¢ na tetracykliny jest warunkowana genem
tet(O), ktéry powszechnie wystepuje zaréwno u C. jejuni
jak i C. coli, natomiast inne geny tet powigzane z opor-
noscig na tetracykliny nie zostaly wykryte u Campylo-
bacter spp. Gen tet(O) koduje biatka RPPs (rybosome
protected proteins) chroniace rybosom, ktére rozpo-
znaja i wigza miejsce A w podjednostce 30S bakteryj-
nego rybosomu zmieniajac jego konformacje, przez
co czasteczka tetracykliny zostaje odlgczona. Zmiana
konformacyjna utrzymuje si¢ przez dluzszy czas, co
uniemozliwia dalsze, efektywne wydtuzanie bialka.
Gen tet(O) znajduje si¢ na plazmidzie, jednak opisano
réwniez izolaty C. jejuni oporne na tetracykliny, ktore
nie posiadaja plazmidoéw, ale maja chromosomalny
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gen tet (0O), warunkujacy wysoki poziom opornosci na
tetracykliny [4, 13, 22].

Mechanizmy opornosci Campylobacter spp. na nie-
ktore antybiotyki beta-laktamowe, takie jak ampicylina
i cefalosporyny o poszerzonym spektrum dziatania nie
s3 jasno zdefiniowane. Z wyjatkiem niektorych karba-
penemow, wiekszos¢ szczepow Campylobacter spp.
jest opornych na penicyliny i cefalosporyny o waskim
zakresie dzialania. Antybiotyki te facza sie z biatkami
wiazacymi penicyling i tym samym zaburzajg sieciowa-
nie peptydoglikanu podczas tworzenia $ciany komor-
kowej bakterii. Zmiany w strukturze btony komérkowej
lub kanatach biatkowych i systemie pomp efluksowych
moga prowadzi¢ do powstania opornoéci na t¢ grupe
antybiotykow. Campylobacter spp. sa z natury oporne
na wiele beta-laktamoéw, ale pozostaja wrazliwe na
amoksycyline i ampicyline ze wzgledu na wytwarzanie
beta-laktamazy (2, 21, 33, 37, 68].

2. Rezerwuary i drogi transmisji Campylobacter spp.

Kraje o niskim statusie socjalno-ekonomicznym sa
uwazane za hiperendemiczne pod wzgledem zakazen
Campylobacter spp., ktérych zrodtem sg Srodowisko
i zywnos$¢ pochodzenia zwierzecego, zanieczyszczone
tymi drobnoustrojami (Rys. 1) [9, 18, 25, 36, 37, 62,
64, 72, 77]. Campylobacter spp. kolonizuje jelita zwie-
rzat w sposob bezobjawowy. Wykazano, ze takze inne
drobnoustroje nalezace do mikrobioty jelitowej, moga
mie¢ wplyw na zdolnos¢ kolonizacji Campylobacter spp.
i rozwdj objawdw chorobowych u ludzi i zwierzat [32].

Zakazenia Campylobacter spp. poprzez spozy-
cie skazonych produktéw drobiowych, wieprzowiny
i wolowiny sg gléwng przyczyna choréb pokarmowych
u ludzi. Z powodu naturalnie wyzszej temperatury ciata
u ptakow, to drob jest podstawowym rezerwuarem
termotolerancyjnych paleczek C.jejuni uznawanych
za drobnoustroje komensalne w jelitach ptasich, gdzie
katnica i okreznica moga by¢ dobrym srodowiskiem dla
rozwoju tych bakterii, ktdre w procesie przetworstwa
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Rys. 1. Drogi transmisji Campylobacter jejuni
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miesa mogg by¢ przenoszone na powierzchnie skory
[18, 26-29, 62, 63, 77]. Szacuje sig, ze 80% przypad-
kéw kampylobakteriozy u ludzi wynika z konsumpcji
produktéw drobiowych zanieczyszczonych tymi pato-
genami w trakcie uboju i przetwarzania tusz miesa.
Takze wolowina, wieprzowina, surowe mieso owcze,
mleko, zanieczyszczona woda i Zyjace w niej skorupiaki
sg przyczyng wielu zgtaszanych przypadkow kampy-
lobakteriozy. Gleba i woda odgrywaja kluczowa role
w transmisji Campylobacter spp. bezposrednio na ludzi
lub zwierzeta [9, 18, 26, 32, 41, 58], poniewaz bakterie
te wykorzystuja szereg strategii pozwalajacych na prze-
trwanie w srodowisku. Maja stosunkowo maly genom,
ktéry zawiera geny kodujgce ograniczong liczbe szla-
kéw biochemicznych, ale wiele systemdéw transporto-
wych, co umozliwia pobieranie zasobéw produkowa-
nych przez inne drobnoustroje [9].

3. Patogeneza zakazen Campylobacter spp.

Jedna z gléwnych réznic pomiedzy zakazeniem
C.jejuni u ludzi a u kurczat jest silniejsza inwazja
komorek nablonkowych jelita w organizmie cztowieka,
co sugeruje, ze zarowno adhezja, jak i wnikanie bakterii
tego gatunku do komorek nabtonka sg niezbedne do
wywolania choroby (2, 5, 15, 43, 58, 67].

Wigkszo$¢ typowych bakterii enteropatogennych
wykorzystuje jedng z dwodch strategii wnikania do
komorek docelowych gospodarza. Sg to tzw: mechanizm
»zamka blyskawicznego” (,,zipper”) oraz mechanizm
»spustowy” (,trigger”) (Rys.2). Na przyktadzie gatun-
kow Listeria spp. i Yersinia spp. wykazano, ze mecha-
nizm ,,zamka blyskawicznego” jest inicjowany przez
bakteryjne biatka powierzchniowe (zwykle adhezyny
i inwazyny), ktoére wiaza si¢ ze specyficznymi recep-
torami komorek gospodarza. Mechanizm ,,spustowy”
jest zalezny od systemoéw sekrecji I1I- i IV-typu (T3SSs
i T4SSs), za posrednictwem ktorych bakteryjne biatka
(czgsto przypominajace skladniki komdrek gospodarza)
zostajg wstrzykniete do komorek gospodarza w celu ini-
cjacji wychwytu komorek bakteryjnych, jak opisano na
przykladzie gatunkow Salmonella spp. i Shigella spp.
Wykazano, ze C.jejuni wykorzystuje oba te mecha-
nizmy. Po wniknieciu do komérek nabtonkowych jelita
gospodarza C. jejuni znajduje sie w specyficznym prze-
dziale w cytoplazmie, ktéry rozni sie od lizosomdw, co
chroni bakterie przed zniszczeniem przez mechanizmy
typowe dla szlaku endocytarnego [11].

3.1. Czynniki wirulencji
Do najwazniejszych czynnikéw wirulencji Cam-

pylobacter spp. naleza: ruchliwo$¢, adhezja do blony
Sluzowej jelita, zdolno$¢ inwazji komorek gospodarza
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Rys. 2. Mechanizm wnikania Campylobacter jejuni do komoérek
gospodarza

A) mechanizm zamka blyskawicznego typu ,zipper” zalezny od adhezji

komorek bakteryjnych do enterocytéw; B) mechanizm spustowy typu

»trigger” z udzialem bialek efektorowych wstrzykiwanych do enterocytow
za posrednictwem systemu wydzielniczego typu 3 (T3SS).

i wytwarzania toksyn [3, 25, 43, 57]. Umieszczone bie-
gunowo wici warunkujg przemieszczanie si¢ patogendw
do okreznicy, na co wplyw ma takze opornos¢ Cam-
pylobacter spp. na dziatanie kwasu zotadkowego i soli
z0lciowych [11, 62, 64].

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

Wici Campylobacter spp. zbudowane sg z biatek fla-
geliny: FlaA i FlaB kodowanych przez geny flaA i flaB
[15]. Mutacje w genie flaA zmniejszaja ruchliwosci
C. coli, natomiast zmiany w genie flaB maja znaczenie
dla ograniczenia ruchliwosci C. coli ale nie C. jejuni [43,
62]. Produkt genu flaA determinuje réwniez adhezje
do komorek jelita oraz ich inwazje, a takze ostabienie
odpowiedzi immunologicznej gospodarza [37, 57, 49].
Kluczowy dla regulacji ekspresji bialek wici Campy-
lobacter spp. jest dwusktadnikowy system sktadajacy
sie z sensora FlgS i regulatora odpowiedzi FIgR [62].
Mikroorganizmy te reguluja swoja motoryke za pomoca
zlozonego systemu chemotaktycznego, ktory pozwala
im przemieszcza¢ si¢ w kierunku atraktantéw. Wici sa
takze narzedziem wydzielania pozakomoérkowego cza-
steczek efektorowych zwigzanych z infekcja, o czym
$wiadczy zatrzymywanie ich wydzielania po inakty-
wacji genow wici [11]. W adhezji i inwazji komdrek
gospodarza przez Campylobacter spp. biorg udzial takze
autotransporterowa lipoproteina Cap (Campylobacter
autotransporting lipoprotein) A, biatko inwazyjne Cia
(Campylobacter invasion antigen) B, ktorego wydziela-
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nie jest zalezne od bialek flagellinowych oraz soli kwa-
sow zoltciowych i biatka Cial wydzielanego przez system
transportowy wici [26, 57].

Wykazano, ze mutacja w genie CapA skutkowala
ostabieniem przylegania Campylobacter spp., a takze
wnikania bakterii do komorek nabtonka przewodu
pokarmowego, zaréwno cztowieka jak i kurczat, cho¢
brak genu capA u wielu izolatéw Campylobacter spp.
wskazuje, ze rola bialek CapA w kolonizacji nablonka
nie jest jednoznaczna [12, 19, 20, 26, 27, 49, 57].

Biatko CadF (Capylobacter adhesin to fibronec-
tin) oraz FlpA (Fibronectin-like protein A) determi-
nuja wigzanie Campylobacter spp. z komponentami
zewnatrzkomorkowej macierzy, a biatka PEB (nazwa
glikoprotein od liter nazwisk ich pierwszych odkryw-
cow Pei, Ellison, Blaser) 1-4 zostaly opisane jako
adhezyny, ale takze komponenty wigzgce aminokwasy
i powodujace ich rozklad [2, 11, 21, 22].

Najlepiej scharakteryzowang toksyng wytwarzang
przez szczepy Campylobacter spp. jest toksyna CDT
(cytolethal distending toxin) o aktywnosci DNAzy I,
ktéra powoduje zatrzymanie komorek eukariotycznych
w fazie G2 cyklu komérkowego, zapobiegajac ich wejs-
ciu w faze mitozy, co prowadzi do obumarcia komorek.
Toksyna sklada si¢ z trzech podjednostek kodowanych
przez geny cdtA, cdtB i cdtC, ale aktywnos¢ toksyczng
wykazuje biatko CdtB, a rola podjednostek CdtA i CdtC
polega prawdopodobnie na transporcie podjednostki
CdtB do komorki gospodarza [62].

4. Obwodowe konsekwencje zakazen
Campylobacter spp. u ludzi

Po zakazeniu Campylobacter spp. u ludzi, typowo,
w miejscu wnikniecia patogenu powstaje odczyn
zapalny [5, 20, 34, 37, 55, 66, 67], ktérego rola jest zlo-
kalizowanie patogenu, zneutralizowanie go oraz napra-
wienie skutkéw zniszczenia miejsca, w ktérym toczyt sie
proces zapalny. W miejscu zasiedlonym przez bakterie
gromadza sie liczne komorki fagocytujace (neutrofile,
monocyty, makrofagi), a po 3 dniach takze limfocyty
T pomocnicze, w odpowiedzi na substancje chemotak-
tyczne bakterii oraz komodrek odpornosciowych orga-
nizmu, m.in.: chemokiny, cytokiny prozapalne, biatka
dopelniacza oraz inne mediatory reakcji zapalnej [12,
35, 52, 66]. W tym czasie zachodzi bardzo aktywna
fagocytoza, stymulowane sg dodatkowo inne komorki
(mastocyty, eozynofile, ptytki krwi), uktad krzepnie-
cia krwi, co prowadzi do gromadzenia si¢ biologicz-
nie czynnych substancji i wzrostu przepuszczalnosci
naczyn krwionoénych. Jesli proces ten ma charakter
ostry to stopniowo, po 2 tygodniach drobnoustroje oraz
uszkodzenia zostaja wyeliminowane. Jednakze w przy-
padku zakazenia C. jejuni bardzo czgsto reakcja zapalna
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przybiera forme przewlekly, podczas ktdrej w miejscu
wnikniecia zarazka i jego bytowania pojawiajg sie
efektorowe komorki odpornosci nabytej jak: limfo-
cyty T cytotoksyczne i limfocyty B [35, 54]. Docho-
dzi do produkcji swoistych przeciwciat skierowanych
przeciw antygenom bakterii, takze tym podobnym do
antygenow organizmu ludzkiego i w efekcie do niszcze-
nia komdrek wtasnych gospodarza. Zakazenie C. jejuni
manifestuje si¢ wysoka goraczka (do 40°C), ogélnym
ostabieniem, pojawiaja sie bole podbrzusza, mdtosci,
stan zapalny jelita powigzany z biegunkg fagodng lub
ostrg (z obecnoscig $luzu lub krwi w stolcu). Stan cho-
robowy z tendencja do samowyleczenia trwa zazwyczaj
kilka dni, ale u 0s6b z niewydolnym ukladem odpor-
nosciowym, moze doj$¢ do ogélnoustrojowej infekeji,
posocznicy [37, 64, 74].

Jesli zakazenie C. jejuni rozwija si¢ u 0s6b rownolegle
z innymi chorobami przewodu pokarmowego takimi
jak: ED (Esophaegeal Diseases — choroby przetyku),
IBD (Inflammatory Bowel Disease — nieswoiste zapale-
nie jelit), choroba Crohna, wtedy dochodzi do bardzo
powaznych zmian w blonie §luzowej przelyku czy jelit,
co prowadzi do groznych powiklan [37, 39, 71, 74].

Jedna z najpowazniejszych konsekwencji zakazenia
C. jejuni u ludzi jest Zespot Guillaina-Barrégo (GBS)
inaczej ostra, demielinizacyjna polineuropatia nerwéw
obwodowych o podtozu autoimmunizacyjnym, bedaca
przyczyna ostrego porazenia wiotkiego wystepujacego
z czestoscig 0,64 przypadkéw na 100 000 ludzi rocznie
[9, 16, 51, 74]. Po raz pierwszy, w 1859r., Jean-Baptiste
Octave Landry opisal przypadek odlegtego uczucia
»>mrowienia” oraz rosnacego ostabienia, ktore wystgpily
u pacjenta z objawami goraczki, zlego samopoczucia
i bolu, ktory w ciggu trzech tygodni zostal sparalizo-
wany i zmart z powodu niewydolnosci oddechowe;.
60 lat pozniej, Georges Guillain, Jean-Alexandre Barré
i Andre Strohl zglosili dwa przypadki albumino-cyto-
logicznej dysocjacji w ptynie mozgowo-rdzeniowym
oraz odréznili ten zespol od paralizu wywolanego
poliomyelitis. Pelna nazwa syndromu Zesp6t Landry-
-Guillain-Barré-Strohl jest uzywana rzadko, zazwyczaj
stosuje si¢ krotsza wersje Zespol Guillaina-Barrégo
(GBS). Kliniczne warianty GBS roéznig sie: typem
zaangazowanych w zmiany chorobowe widkien ner-
wowych (wiokna ruchowe, czuciowe, ruchowe i czu-
ciowe, czaszkowe lub autonomiczne), dominujacym
sposobem uszkodzenia widkien (zmiany demielinizu-
jace lub aksonalne) oraz wystepowaniem lub brakiem
zaburzen $wiadomosci. Jednym z wariantéw GBS jest
Zespol Millera-Fishera (MES) charakteryzujacy sie
oftalmoplegia, ataksja i arefleksja bez objawéw osla-
bienia. U wiekszosci pacjentéw z MEFS stwierdza sie
w plynie moézgowo-rdzeniowym podwyzszone steze-
nie bialek oraz autoprzeciwciata. Najczesciej wystepu-
jacym wariantem GBS jest ostra zapalna polineuropatia
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demielinizacyjna (Acute Inflammatory Demyelinating
Polyradiculoneuropathy - AIDP). Dzialanie efekto-
rowych mechanizméw odpornosciowych jest w tym
przypadku skierowane przeciwko ostonce mielinowe;
nerwdéw obwodowych [42, 65, 72, 78].

Pierwszy szczegotowy opis aksonalnego wariantu
GBS, ostrej ruchowej neuropati aksonalnej (Acute
Motor Axonal Neuropaty - AMAN) zostal opisany
w 1993 1., w potnocnych Chinach. Wkrétce pojawily
sie rowniez doniesienia na temat ostrej ruchowo-
-czuciowej neuropatii aksonalnej (Acute Sensore Motor
Axonal Neuropathy - ASMAN). Najczgsciej te warianty
s3 powiazane z wczesniejszym zakazeniem C. jejuni
[16, 39, 42, 73, 75].

4.1. Rola zakazenia C. jejuni w inicjowaniu
demielinizacji nerwéw obwodowych

U okoto dwoch trzecich pacjentéw z GBS wykazano
poprzedzajace zakazenie C. jejuni, Mycoplasma pneumo-
niae, wirusami cytomegalii lub Epstein-Barra. Jednak
posréd roznych czynnikéw zakaznych, tylko C. jejuni
ma status czynnika etiologicznego GBS. Okoto 25-40%
pacjentéw z GBS przebyto zakazenie C. jejuni od 1 do
3 tygodni przed wystgpieniem objawéw. Kluczowq role
w patogenezie GBS odgrywa mimikra molekularna
i reakcja krzyzowa przeciwcial przeciwko C. jejuni rea-
gujacych z gangliozydami komorek nerwowych gospo-
darza [42, 61, 72, 78]. W badaniach serologicznych
i testach transformacji blastycznej limfocytow potwier-
dzono, ze zakazenie C. jejuni jest najczestszym czynni-
kiem inicjujacym rozwoj tej choroby, odpowiednio 26%
i77,5% wynikéw dodatnich. Jednak, mimo ze zakazenie
C. jejuni jest dosy¢ powszechne, do rozwoju GBS w jego
konsekwencji dochodzi u jednego na 1000 pacjentow,
co sugeruje, ze czynniki genetyczne gospodarza rowniez
determinujg podatnos¢ na rozwdj tej choroby [51].

4.2. Mimikra antygenowa pomiedzy
gangliozydami gospodarza i C. jejuni

Mimikra molekularna jest definiowana jako po-
dwdjne rozpoznawanie przez receptory pojedynczych
limfocytéw T (TCR - T cell receptor) lub limfocytéw B
(BCR - B cell receptor) komponentéw mikroorganizmu
oraz antygenow gospodarza. Jest to mechanizm, przez
ktdry przeciwciata krzyzoworeagujace lub limfocyty T
moga wywolywac chorobe autoimmunizacyjng [41,
54, 61, 69, 76, 78]. W GBS mechanizmy efektorowe
ukladu odpornosciowego gospodarza, zainicjowane
przez czynniki zakazne, atakuja w ukladzie nerwowym
ostonke mielinowg i komorki Schwanna - AIPD lub
komponenty btony komoérkowej aksonow - AMAN
i ASMAN. Dzieje sie tak, poniewaz w scianie komorko-
wej C. jejuni wystepuje lipopolisacharyd (LPS), ktérego
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Rys. 3. Mimikra antygenowa pomigdzy ludzkim gangliozy-
dem GML1 i lipooligosacharydem Campylobacter jejuni

struktura przypomina glikokoniugaty, a dokladnie
gangliozdydy wystepujace w btonach komoérek nerwo-
wych gospodarza (Rys. 3). Wykazano, ze surowice kroli-
kéw, immunizowanych wczesniej lipooligosachary-
dami (LOS) C. jejuni, przypominajacymi pod wzgledem
strukturalnym gangliozydy, zawieraly wysokie miano
przeciwcial przeciwko LOS, ktore krzyzowo reagowaty
z gangliozydami komdrek ludzkich [1, 13, 72].

W badaniach serologicznych potwierdzono reak-
tywnos¢ autoprzeciwcial wystepujgcych w surowicach
pacjentow z GBS z komponentami C. jejuni [39, 41, 42,
54, 61, 69, 75, 76, 78]. U krolikow immunizowanych
mieszaning lipooligosacharydéw przypominajacych
ludzki gangliozyd i adiuwantéw rozwingeta sie stabos¢
konczyn oraz paraliz wskutek osadzenia sie przeciwciat
anty-GM1 we wtoknach nerwéw obwodowych i akty-
wagcji ukladu dopelniacza. W badaniach przeprowa-
dzonych w Bangladeszu wykazano, ze 69% pacjentéw
z GBS posiadalo udokumentowane klinicznie poprze-
dzajace zakazenie C. jejuni [54].

Z zespolem Guillaina-Barrégo wigzano sialotrans-
teraze C. jejuni, ktora bierze udzial w biosyntezie lipo-
oligosacharydéw przypominajacych gangliozydy. Gen
kodujacy ten enzym jest obecnie jedynym markerem
bakteryjnym wspolzaleznym z GBS [69]. Przeciwciala
przeciwko gangliozydom po raz pierwszy wykryto
u 19% pacjentdéw z GBS w badaniu przeprowadzonym
przez Ilyasa i wsp. [30, 31]. Szeroki zakres gangliozy-
dow, przeciwko ktérym zostaly wytworzone przeciw-
ciala u pacjentéw z GBS obejmuje: GM1, sialoGM1,
GM1b, GD1a, GD1b, GD3, GT1a, GT1b, GQ1b, LMI,
GalC. Typ nasladowanego gangliozydu prawdopodob-
nie okresla swoisto$¢ przeciwcial oraz wariant GBS.
Szczepy izolowane od pacjentéw z motorycznym i akso-
nalnym wariantem GBS czesto charakteryzuja sig GM1-
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i GD1a-podobnymi lipooligosacharydami, strukturalnie
przypominajgcymi ludzkie gangliozydy [15].

Hipoteza mimikry w patogenezie GBS jest niekiedy
podwazana ze wzgledu na wystepowanie w surowi-
cach osob zakazonych i niezakazonych naturalnych
przeciwcial rozpoznajacych glikany. Wykazano jed-
nak, ze przeciwciala IgM przeciwko GM1 wystepujace
w surowicy zdrowych 0sdb, po oczyszczeniu metoda
chromatografii powinowactwa i zbadane pod wzgle-
dem wiazania LPS roznych bakterii, reagowaly jedynie
z lipopolisacharydem szczepu C. jejuni wyizolowanego
od pacjenta z biegunka [13]. Prawdopodobnie natural-
nie wystepujace IgM o takiej swoisto$ci sg wytwarzane
u ludzi po urodzeniu podczas odpowiedzi odpornos-
ciowej na antygeny wspolne roznych szczepéw bak-
terii [13]. Nie wyklucza si¢, Ze wystgpowanie prze-
ciwcial przeciwgangliozydowych w surowicach oséb
z GBS moze by¢ wynikiem poprzedzajacej infekcji lub
wtdérnej odpowiedzi immunologicznej gospodarza na
uszkodzenie nerwu [51, 71, 74]. Niektore przeciwciala
anty-GM1 moga by¢ mono- lub wielospecyficzne. Co
wiecej, podobne epitopy gangliozydéw moga wystepo-
waé zarowno w mielinie, jak i blonach komérkowych
aksondéw, w réznej koncentracji i konfiguracji, co moze
prowadzi¢ do preferencyjnego wigzania si¢ przeciwciat
u poszczegolnych osobnikéow w zaleznosci od warun-
kéw i moze si¢ to zmienia¢ podczas trwania choroby.
Na przyklad, GM1 w aksolemie przewezen Ranviera
moze by¢ zastoniety w czasie wczesnego rozwoju cho-
roby, ale pdzniej moze by¢ eksponowany na dziatanie
przeciwcial na skutek demielinizacji parawezlowej
indukowanej przez przeciwciala anty-GM1 lub inne.
W taki sposob wariant AIPD moze przeksztalci¢ sie
w AMAN lub AIPD z wtérnym uszkodzeniem akso-
néw. Moran i wsp. [48] wykazali, ze IgG anty-GMI,
indukowane lipooligosacharydem C. jejuni wiaza si¢
do weztéw Ranviera w nerwach ludzkich, zakldcajac
dzialanie kanatow sodowych i potasowych oraz prze-
wodnictwo nerwowe [51, 71] (Rys. 4).

4.3. Udzial cytokin w rozwoju GBS

Poprzedzajace zakazenie C.jejuni oraz mimikra
molekularna pomiedzy LPS tych bakterii a ganglio-
zydami komorek nerwowych gospodarza prowadzi
do krzyzowej reakcji odpornosciowej humoralnych
i komérkowych czynnikéw efektorowych gospoda-
rza z receptorami mielinowymi. Istotng role w roz-
woju wielu choréb zapalnych oraz autoimmunizacyj-
nych odgrywajg cytokiny wytwarzane przez komorki
odpornosciowe gospodarza, srédblonek naczyniowy,
a takze komorki nablonkowe przewodu pokarmowego.
Mediatory te wydzielane w nadmiarze stymulujg roz-
woj procesow odpornosciowych przeciwko patogenom,
ale sprzyjaja takze rozwojowi patologicznej reakcji
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Rys. 4. Rozwdj i rola efektorowej odpowiedzi adaptacyjnej w patogenezie Zespotu Guillaina-Barrégo

zapalnej [34, 55, 66, 73]. W odpowiedz cytokinowa na
komponenty czynnikéw zakaznych zaangazowane sg
powierzchniowe receptory Toll-podobne — TLR (Toll-
-like receptors) komorek gospodarza, ktdre stanowia
rodzine strukturalnie spokrewnionych receptoréw, roz-
poznajacych zachowawcze komponenty mikroorganiz-
mow, tzw. wzorce molekularne zwigzane z patogenami
- PAMP (patogen associated molecular patterns) oraz
endogenne ligandy powstajace wskutek uszkodzenia
komorek. Czynniki te sa wczesnymi sygnatami alar-
mowymi dla komoérek odpornosciowych, stymulujg-
cymi wydzielanie cytokin prozapalnych, takich jak:
interleukina IL (interleukin)-1, IL-6 czy czynnik mar-
twicy nowotworu — TNF-a (tumor necrosis factor alfa),
ktére wspomagaja rozwdj reakeji zapalnej, aktywuja
komorki odpornosci wrodzonej, a takze réznicowa-
nie limfocytéw T i aktywacje limfocytéw B. Cytokiny
produkowane przez limfocyty T pomocnicze typu 1
- Th1:IL-2, IFN-y (interferon gamma), TNF-a iIL-12,
odgrywaja istotng role w procesie autoimmunizacji
z udziatem odpowiedzi typu komoérkowego, natomiast
cytokiny limfocytéw T typu 2 — Th2 (np. IL-4, IL-5,
IL-10, IL-13) sprzyjaja rozwojowi autoimmunizacji
z udziatem przeciwcial. W wariancie AIDP Zespotu
GB cytokiny moga by¢ wytwarzane przez komorki
Schwanna i przenikajgce rézne komorki jednojadrza-
ste, a w wariancie AMAN przez makrofagi [52, 71].
Sugeruje sie, ze kaskadowa odpowiedz zapalna moze
powstawac wskutek specyficznego rozpoznania antyge-
néw przez limfocyty T, a takze aktywacji makrofagow

i wydzielanych przez nie cytokin. Cytokiny te moga
zaburzy¢ spdjno$¢ bariery krew-mozg, w wyniku czego
komorki uktadu odpornosciowego po jej przekro-
czeniu moga mie¢ bezposredni dostep do mieliny
i komoérek Schwanna (Rys.4). Wytworzony przez
migrujace limfocyty T TNF-a wykazuje prawdopodob-
nie bezposrednie dziatanie cytotoksyczne, powodujac
demielinizacje komdrek nerwowych. Przypuszczalnie
hamuje takze synteze biatek mieliny oraz glikolipidow
[51, 52]. Z kolei IFN-y produkowany przez limfocyty
Th1 ma dzialanie prozapalne, ktdre wyraza si¢ aktywacja
komorek srédblonka, makrofagéw oraz limfocytow T.
IFN-y zwicksza ekspresje czasteczek MHC (Major
Histocompatibility Complex) klasy IT na makrofagach,
co nasila ich zdolno$¢ prezentowania antygenéw. Silne
prozapalne dzialanie INF-y i hamowanie funkgji lim-
focytow Th2 czyni t¢ cytokine gléwnym mediatorem
zaburzen autoimmunizacyjnych. Inng wazng cytoking
posredniczaca w przeciwzakaznej odpowiedzi zapal-
nej jest IL-23. U myszy pozbawionych receptora dla tej
interleukiny wykazano rozwdj stwardnienia rozsianego
i choroby zapalnej jelit o znacznie tagodniejszych obja-
wach [52]. IL-23 moze pelni¢ wazng role we wczesnej
fazie efektorowej demielinizacji nerwéw obwodowych.
Wykazano, ze w polaczeniu z IL-6 i transformujacym
czynnikiem wzrostu beta 1 - TGF-B1 (Transforming
Growth Factor 1) pobudza naiwne limfocyty T CD4+
do réznicowania si¢ w limfocyty Th17, wytwarzajace
IL-17, ktéra nasila wydzielanie przez monocyty silnie
prozapalnych cytokin (IL-1p, IL-6), dodatkowo pote-
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gujac w ten sposob kaskade zapalng. IL-17 jest wigzana
z patogenezg GBS ze wzgledu na mechanizm dziatania
podobny do TNF-a, IFN-y i IL-1p [52].

4.4. Strategie leczenia Zespolu Guillaina-Barrégo

Az 30% przypadkéw GBS prowadzi do niewydol-
no$ci oddechowej [6, 72, 73]. Biorac to pod uwage,
najwazniejsze w kuracji pacjentéw z GBS jest lecze-
nie podtrzymujace na oddziale intensywnej opieki
medycznej w celu umozliwienia monitorowania funkcji
ukladu oddechowego. U wigkszosci pacjentéw o cigz-
kim przebiegu choroby dochodzi do rozwoju zakazen
pluc i drog moczowych. Leczenie za pomocg wymiany
osocza lub podawanej dozylnie immunoglobuliny IVIg
(przefiltrowane immunoglobuliny krwi ludzkiej) jest
wskazane dla pacjentow z postepujacym ostabieniem
ogolnym i czynnosci oddechowej. Wymiana osocza,
ktéra polega na usunieciu 3-6 litréw osocza w ciggu
kilku godzin oraz zastgpieniu go albuming lub, w nie-
ktorych przypadkach, swiezym, mrozonym osoczem
umozliwia usuwanie czynnikéw humoralnych takich
jak autoprzeciwciala, kompleksy immunologiczne,
komponenty uktadu dopelniacza, cytokiny i inne nie-
swoiste mediatory zapalne, w randomizowanych bada-
niach klinicznych okazata sie skuteczna w leczeniu GBS.
Ograniczeniem tej metody jest brak dobrego dostepu
do zyly podobojczykowej, szyjnej wewnetrznej lub udo-
wej, jak rowniez potencjalne powiklania m.in.: odma,
niedoci$nienie tetnicze, sepsa, zatorowo$¢ plucna czy
niedokrwisto$¢ [16, 51].

Korzystne dzialania preparatu IVIg w leczeniu zabu-
rzen nerwowo-miesniowych w GBS obejmuja zakldce-
nie funkgji czasteczek kostymulatorowych zaangazowa-
nych w aktywacje limfocytow T, ktéorym antygen jest
prezentowany w kompleksie MHC/peptyd, ostabienie
dzialania autoprzeciwcial, zahamowanie wydzielania
cytokin oraz ekspresji czasteczek adhezyjnych, recep-
toréw dla fragmentu Fc immunoglobulin na makro-
fagach, a takze aktywacji dopelniacza i formowania
kompleksu atakujgcego blone. Sialowane fragmenty Fc
IgG sg istotne dla inicjacji kaskady odpowiedzi przeciw-
zapalnej, ostabiajac tym samym stan zapalny [16, 73].

W terapii pacjentéw z GBS najwazniejsze jest zre-
dukowanie postepujacej fazy choroby, objawiajacej sig
paralizem mie$ni oraz niewydolno$cia oddechowa.
Takie rezultaty osigga si¢ poprzez dlugoterminowe
podawanie wysokich dawek IVIg lub wymiang plazmy
albo zastosowanie obu procedur (podanie preparatu
IVIg, a nastepnie wymiana plazmy). Srednio u okoto
126 badanych pacjentéw juz w 27 dniu po zastosowaniu
takiej procedury leczenia GBS, chorzy mogli swobodnie
oddycha¢, a w 50 dniu od rozpoczecia terapii odzyski-
wali wladze w nogach i samodzielnie chodzili. Tylko
u 16,6% chorych z GBS nawet po 48 tygodniach leczenia
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nadal wystepowal paraliz konczyn dolnych. Wykazano
ponadto, iz zastosowanie wylgcznie kortykosteroidoéw
o dziataniu przeciwzapalnym, w ogéle nie przynosito
poprawy stanu zdrowia pacjentéw, a podanie ich tacz-
nie z preparatem IVIg nie powodowatlo skrdcenia czasu
leczenia [51]. Dodatkowo zaleca si¢ chorym stosowanie
probiotykdw, ktdre ostabiajg przebieg choroby [40, 47,
59, 60]. W ostatnich latach zintensyfikowano réwniez
badania nad szczepionkami przeciwko C. jejuni. Stosuje
sie je na przyklad u kurczat razem z paszg. Nie niszcza
one mikrobioty jelit, a skutecznie ograniczaja koloni-
zacje nablonka przez C. jejuni [24, 50].

5. Podsumowanie

Bakterie Campylobacter spp. wywoluja u ludzi
gléwnie zakazenie przewodu pokarmowego. Dominu-
jacymi gatunkami sg C. jejuni i C. coli. Zrédlem tych
bakterii najczesciej jest migso kurczat, ktore sg ich
naturalnym rezerwuarem, a takze migso i produkty
pochodzace od zakazonych kréow i owiec, skazona
woda lub bezposéredni kontakt z zarazonymi kotami
i psami. Objawy zakazenia Campylobacter jejuni przy-
pominajgce objawy grypowe, czesto s3 lekcewazone
i w ogole nie diagnozowane, a leczenie zakazen trudne
ze wzgledu na opornos¢ tych bakterii na liczne anty-
biotyki. U 30% ludzi, wcze$niej zakazonych C. jejuni,
rozwija si¢ Zespol Guillaina-Barrégo. Jest to choroba
autoimmunizacyjna, w ktérej gléwna role odgrywaja
przeciwciala skierowane przeciwko fragmentowi LPS
C. jejuni, ktore w zwigzku z mimikrg antygenowa sa
réwniez swoiste dla gangliozydu ludzkiego GM1, znaj-
dujacego si¢ w otoczce mielinowej nerwéw obwodo-
wych. Przeciwciala te, indukowana reakcja zapalna
i swoista odpowiedz komoérkowa wraz z licznymi
cytokinami i mediatorami zapalnymi niszczg ostonki
mielinowe nerwow oraz komorki Schwanna, co skut-
kuje u chorych zaburzeniem przewodnictwa nerwowo-
-miesniowego. U 20% chorych konczy sie to uposledze-
niem ruchu, powiklaniami oddychania wymagajacymi
diugotrwalego leczenia opartego na plazmoforezach
i przyjmowaniu preparatu globulinowego, natomiast
u 8% ludzi choroba prowadzi do $mierci. W zwiazku
z powyzszym ryzykiem podejmowane s3 dzialania
profilaktyczne majace na celu ograniczenie kolonizacji
kurczat C. jejuni, gléwnego rezerwuaru tych bakterii,
poprzez wprowadzenie skutecznej szczepionki.
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Streszczenie: Gronkowce naleza do bakterii czesto izolowanych z materiatu klinicznego pobieranego od zwierzat. W weterynarii z probek
Klinicznych oprocz Staphylococcus aureus izolowane sg takze inne gatunki gronkowcéw koagulazo-dodatnich. Ponadto, coraz czesciej
rozpoznawane s3 takze gronkowce koagulazo-ujemne. Taksonomia rodzaju Staphylococcus ulegata ostatnio aktualizacji, wyodrebniono
kilka nowych gatunkéw, ktére moga rowniez wystepowac u zwierzat. Powoduje to pewne trudnosci w precyzyjnej identyfikacji gronkowcow.
Dokladna identyfikacja gatunkéw z rodzaju Staphylococcus jest niezwykle istotna, poniewaz, zgodnie z zaleceniami EUCAST i CLSI,
interpretacja wynikow badan lekowrazliwosci S. aureus i gronkowcow koagulazo-ujemnych jest rézna. Ponadto opornos¢ na metycyling
wsrdd szczepow S. aureus wykrywa sie przy pomocy krazkow z cefoksytyna, natomiast w przypadku Staphylococcu pseudintermedius
- z uzyciem oksacyliny. Waznym problemem weterynaryjnych laboratoriéw mikrobiologicznych jest ograniczona liczba ujednoliconych
wytycznych dotyczacych metodologii badan oraz wytycznych okreslajacych interpretacje wynikéw oznaczania wrazliwoséci na antybiotyki.
Wrytyczne takie powinny dotyczy¢ réznych gatunkéw bakterii, w tym takze gronkowcdw, izolowanych od réznych gatunkéw zwierzat.
Aktualne wytyczne CLSI z roku 2015 zwierajg takie zalecenia, cho¢ w organicznym zakresie. Rekomendacje opracowane przez EUCAST
sg przeznaczone dla mikroorganizméw izolowanych od ludzi i nie powinny by¢ stosowane przez laboratoriach weterynaryjnych.
Ponadto dostepne zalecenia nie uwzgledniaja nowych gatunkéw gronkowcoéw. Istniej pilna potrzeba harmonizacji metod stosowanych
w weterynaryjnych laboratoriach mikrobiologicznych oraz opracowania wytycznych dotyczacych interpretacji wynikéw oznaczania
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1. Wstep

Staly rozwoj diagnostyki mikrobiologicznej skutkuje
nowymi wyzwaniami dla laboratoriéw diagnostycz-
nych. Weterynaryjna diagnostyka mikrobiologiczna
polega na badaniu materiatu klinicznego pochodzacego
od réznych gatunkéw zwierzat, co znacznie zwigksza

liczbe gatunkéw drobnoustrojow patogennych, ktére
nalezy rozpoznawac. Sposrod gronkowcdw koagulazo-
-dodatnich (Coagulase-Positive Staphylococci, CPS)
izolowanych z materialéw klinicznych pobranych od
ludzi najwigksze znaczenie ma Staphylococcus aureus
[11]. U zwierzat znacznie czgsciej wystepuja i sg istotne
klinicznie takze pozostale gatunki CPS [21, 33, 47].

* Autor korespondencyjny: Dr Magdalena Kizerwetter-Swida, Zakltad Mikrobiologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa, tel.: 22 5936028; e-mail: magdalena_kizerwetter_swida@sggw.pl
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Ponadto, w mikrobiologii klinicznej coraz wigksze zna-
czenie maja gronkowce koagulazo-ujemne (Coagulase-
-Negative Staphylococci, CNS) izolowane zaréwno od
ludzi, jak i od zwierzat [7, 53]. Wobec ostatnich zmian
w taksonomii oraz aktualnej wiedzy dotyczacej cho-
robotworczosci gronkowcow, weterynaryjne laborato-
ria diagnostyczne powinny precyzyjnie rozpoznawac
gatunki tych bakterii, poniewaz w wielu wypadkach
warunkuje to prawidtowy interpretacje wynikéw ozna-
czania lekowrazliwosci, w tym sposob wykrywania
opornos$ci na metycyline.

2. Trudnosci w identyfikacji gronkowcow
izolowanych od zwierzat

Podstawowym celem weterynaryjnej diagnostyki
mikrobiologicznej jest identyfikacja czynnika zakaz-
nego. Prawidtowe i szybkie rozpoznanie drobnoustro-
jow wyizolowanych z materiatu klinicznego umozliwia
przeprowadzanie wiarygodnego badania ich leko-
wrazliwosci, co z kolei decyduje o wyborze skutecz-
nej antybiotykoterapii [12, 35]. Tradycyjne procedury
identyfikacji mikroorganizméw, w tym gronkowcow,
oparte s3 w gléwnej mierze na metodach hodowlanych,
w ktorych oceniane sg cechy fenotypowe bakterii [15].
Systemy identyfikacji gronkowcéw oparte na bada-
niu ich aktywnosci biochemicznej s opracowywane
gtéwnie na podstawie wynikéw uzyskiwanych dla
szczepOw wyizolowanych od ludzi. Z tego wzgledu ich
przydatnos¢ do identyfikacji izolatéw pochodzacych
od zwierzat jest ograniczona. Na przyklad, wiadomo,
ze Staphylococcus pseudintermedius moze by¢ czgsto
blednie rozpoznawany jako S. aureus [48, 56]. Podobnie
tenotypowa identytikacja Staphylococcus delphini, Sta-
phylococcus intermedius [9] oraz gronkowcow z grupy
CNS moze by¢ trudna [38, 57].

Pomimo stalego udoskonalania metod diagnostycz-
nych stosowanych w mikrobiologii prawidlowe rozpo-
znanie gatunkéw gronkowcdw blisko ze sobg spokrew-
nionych, o zblizonych cechach fenotypowych, nie jest
proste. Znakomitym przykladem sg trzy gatunki: S. pseu-
dintermedius, S. intermedius oraz S. delphini, nalezace do
grupy SIG (Staphylococcus intermedius Group - SIG) [32,
33]. Cechuja si¢ one zblizonymi wlasciwo$ciami feno-
typowymi, a podobienstwo sekwencji genu 16S rRNA
wynosi u nich ponad 99% [9, 32, 51]. Takze w przypadku
nowych gatunkéw gronkowcdw opisanych w ciagu
ostatniej dekady, jak np.: istotnego w weterynarii Sta-
phylococcus agnetis, precyzyjna identyfikacja stanowi
obecnie wyzwanie dla laboratorium diagnostycznego [2,
54]. Szczegdlowe badania gronkowcoéw oparte na ana-
lizie molekularnej pozwalajg na identyfikacje poszcze-
golnych gatunkéw oraz na ustalenia pokrewienstwa
szczepow [30, 45, 51]. Cho¢ rutynowo do identyfikacji
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tych bakterii coraz czesciej wykorzystywane sa techniki
molekularne, to wiele z metod opisanych w literaturze
nie nadaje si¢ do codziennego zastosowania w labora-
toriach diagnostycznych [56]. Precyzyjng identyfikacje
umozliwia réwniez spektrometria masowa MALDI-
-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization
Time-of-Flight Mass Spectrometry), coraz czesciej sto-
sowana takze w laboratoriach weterynaryjnych [4, 17].

Ostatnie lata przyniosty pewne zmiany w taksonomii
bakterii z rodzaju Staphylococcus. szczegdtowe badania
z uzyciem metod biologii molekularnej pozwolilty na
wyodrebnienie kilku nowych gatunkéw, wyizolowanych
od ludzi, jak réwniez od zwierzat oraz ze $rodowiska.
Nowe gatunki gronkowcdw koagulazo-dodatnich, ktére
moga wystepowac u zwierzat to Staphylococcus argentus,
Staphylococcus schweitzeri [54] oraz koagulazo-zmienny
S. agnetis [53]. Do grupy gronkowcow koagulazo-ujem-
nych dolaczyly gatunki Staphylococcus rostri wyizolo-
wany od $win [42], Staphylococcus devriesei uzyskany
z mleka kréw [49] oraz Staphylococcus microti [37] i Sta-
phylocoocus stepanovicii [25] pochodzace od gryzoni.
Ich znaczenie chorobotworcze dla zwierzat nie jest obec-
nie znane, z wyjatkiem S. agnetis, gatunku opisanego
w roku 2012. Poczatkowo wyizolowany byt on z przy-
padkow mastitis u bydla, obecnie wiadomo, ze moze by¢
takze czynnikiem etiologicznym osteomyelitis, zapalenia
wsierdzia oraz posocznicy u broileréw kurzych [1, 39].
Identyfikacja S. agnetis oraz innych nowo opisanych
gatunkow gronkowcow raczej nie jest rutynowo wyko-
nywana w laboratoriach mikrobiologicznych [2]. Labo-
ratoria przy o$rodkach naukowych lub akademickich,
prowadzacych badania dotyczace nowych gatunkow,
moga oferowa¢ mozliwos¢ ich identyfikacji.

Prawidlowe rozpoznanie gatunkéw w obrebie ro-
dzaju Staphylococcus jest niezwykle istotne, poniewaz
zgodnie z rekomendacjami European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) oraz
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
interpretacja wynikéw oznaczania lekowrazliwosci dla
S. aureus oraz gronkowcow koagulazo-ujemnych jest
rézna [10, 19]. Wszelkie badania diagnostyczne wyma-
gaja przestrzegania okreslonych procedur, jak réwniez
interpretacji uzyskanych wynikéw zgodnie z ujedno-
liconymi zaleceniami. W weterynaryjnej diagnostyce
mikrobiologicznej czesto brakuje szczegétowych wy-
tycznych odnosnie sposobu identyfikacji niektérych
gatunkow gronkowcow [23].

3. Oznaczanie lekowrazliwosci gronkowcow
- metody tradycyjne

Do oznaczania lekowrazliwosci bakterii najczesciej
stosowane s3 metody krazkowo-dyfuzyjna, seryjnych
rozcienczen lub metoda paskowo-dyfuzyjna przy
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uzyciu paskow gradientowych [15, 35]. Wyznaczenie
minimalnego stezenia danej substancji hamujacego
(Minimal Inhibitory Concentration, MIC) wzrost
drobnoustrojéw przy pomocy metody rozcienczen
antybiotyku w podlozu plynnym jest uznawane za tzw.
zloty standard w oznaczaniu lekowrazliwosci [19].
Znaczne usprawnienie wykonania oznaczenia i obnize-
nie kosztéw pojedynczego badania mozliwe jest dzieki
zastosowaniu plytek z gotowymi rozcienczeniami anty-
biotykéw oraz automatycznemu odczytowi posiewow.
Dla gronkowcéw s3 to np.: Sensititre Gram Positive
MIC Plate (Thermo Scientific) oraz Microlatest MIC
STAPHY (Erba Mannheim).

Oznaczajac lekowrazliwo$¢ przy pomocy metody
krazkowo-dyfuzyjnej ustala si¢ wielko$¢ $rednic stref
zahamowania wzrostu badanych szczepdw bakteryjnych
wokot krazkow z antybiotykami. Wyniki interpretuje sie
poréwnujac uzyskane wartosci stref (mierzonych w mili-
metrach) z rekomendowanymi jako wartosci graniczne
(breakpoint). W metodzie tej szczepy klasyfikowane sg
do kategorii klinicznie oporny, wrazliwy lub $rednio-
wrazliwy. Mankamentem tych metod jest stosunkowo
dlugi czas oczekiwania na wynik, zwigzany z koniecz-
noscig wyizolowania szczepow, przygotowania czystych
kultur, a nastepnie wykonania wlasciwego oznaczenia
wrazliwosci na antybiotyki. Uzyskanie wiarygodnych
wynikow przy zastosowaniu obu powyzszych metod
wymaga zachowania okreslonych standardéw jakosci
wykonania, takich jak odpowiednia gestos¢ inokulum,
rodzaj stosowanego podloza, warunki inkubacji, ktére
wskazane sa w powszechnie stosowanych wytycznych
EUCAST czy CLSI [40]. W laboratoriach diagnostycz-
nych do wyznaczania warto$ci MIC czesto stosuje sig
metode paskowo-dyfuzyjna, ktora jest mniej praco-
chlonna od metody rozcienczen. Wytyczne CLSI oraz
EUCAST nie uwzgledniaja jednak wynikéw uzyskanych
przy pomocy tej metody. Wiadomo réwniez, ze wartos¢
MIC wyznaczana przy pomocy paskéw gradientowych
dla szczepow S. aureus opornych na metycyling (Methi-
cillin-resistant S. aureus, MRSA) moze by¢ zawyzona
00,5 do 1,5log, w poréwnaniu do wartosci okreslanej
przy pomocy rozcienczen [44].

4. Alternatywne metody okreslania
lekowrazliwos$ci gronkowcow

Obecnie w diagnostyce mikrobiologicznej wyraz-
nie zaznacza si¢ tendencja do skracania czasu ocze-
kiwania na wynik badania. W przypadku oznaczania
lekowrazliwosci bakterii mozliwe jest to przez wyko-
nanie oznaczenia bezposrednio z prébek klinicznych,
z pominieciem etapu izolacji. Postepowanie takie bywa
jednak zawodne np. w przypadku zakazen o miesza-
nej etiologii. W medycynie ludzkiej okreslanie leko-
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wrazliwosci drobnoustrojow bezposrednio z probek kli-
nicznych jest szczegélnie istotne w przypadku pacjen-
tow w stanie krytycznym. Skrocenie czasu oczekiwania
na wynik badania lekowrazliwosci wymaga zastoso-
wania metod alternatywnych, bazujacych na technice
PCR lub MALDI-TOF SM. Badania te mozna przepro-
wadzi¢ bezpo$rednio z uzyciem pobranego materialu
klinicznego lub po wstepnym namnozeniu drobno-
ustrojow [4, 6, 16].

Metody oparte na standardowej technice PCR lub
RealTime PCR umozliwiaja wykrycie specyficznych
genow determinujacych opornos¢ mikroorganizméw
na okreslone antybiotyki. Opisano wiele zastosowan
tych metod dla réznych drobnoustrojow, w tym row-
niez dla gronkowcoéw i réznych antybiotykéw. W prak-
tyce laboratoryjnej najczesciej wykorzystywane jest
wykrywanie obecnosci szczepow S. aureus opornych na
metycyline na podstawie obecnosci genu mecA w bada-
nych probkach [40]. Dostepne sa zautomatyzowane sys-
temy wykorzystujace technike RealTime PCR, jak BD
GeneOhm MRSA (Becton Dickinson) oraz GeneXpert
(Cepheid). Szybkie potwierdzenie obecnosci MRSA we
krwi pacjentdw jest szczegdlnie istotne na oddzialach
intensywnej terapii dla niezwlocznego podjecia sku-
tecznego leczenia [61].

Poczatkowo MALDI-TOF MS wykorzystywano
jedynie do identyfikacji drobnoustrojéw. Obecnie zakres
zastosowan tej techniki obejmuje takze wykrywanie
bakterii opornych na antybiotyki, pod warunkiem, ze
widma bialkowe szczepéw opornych i wrazliwych sa
rézne [4]. Potwierdzono skuteczno$¢ spektrometrii mas
w wykrywaniu gronkowcdw opornych na metycyline
[41]. Aktualnie metody te nie znajduja jeszcze zastoso-
wania w rutynowej diagnostyce weterynaryjnej.

Najbardziej innowacyjng i efektywng metodg sek-
wencjonowania jest sekwencjonowanie nowej genera-
cji (Next Generation Sequencing, NSG) umozliwiajace
wykrycie obecnosci wszystkich znanych genéw opor-
nosci podczas pojedynczej analizy [52]. Upowszechnie-
nie NGS pozwolilo na szybki rozwoj sekwencjonowania
calych genoméw (Whole Genome Sequencing, WGS).
Wystepowanie okreslonych genéw u badanego szczepu
bakterii wskazuje na profil jego opornosci na anty-
biotyki. Wysoka zgodno$¢ przewidywania profilu opor-
nosci na podstawie genotypu badanego szczepu w po-
réwnaniu do jego wlasciwosci fenotypowych wykazano
dla S. aureus [22] oraz wielu innych drobnoustrojow,
w tym réwniez Staphylococcus epidermidis [34].

Wada zastosowania sekwencjonowania nowej gene-
racji do oznaczania lekowrazliwosci badanych szczepéw
jest mozliwo$¢ uzyskania wynikéw falszywie dodatnich.
W przypadku obecnosci niefunkcjonalnych pseudo-
genow lub represji genéw kodujacych pompy typu
efflux, uzyskuje sie wyniki fatszywie dodatnie wskazujac
na opornos¢. Obecnie panuje poglad, zZe w najblizszej
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przysztosci sekwencjonowanie WGS nie stanie si¢ jed-
nak podstawowym narzedziem diagnostycznym w wy-
krywaniu opornosci wsroéd gronkowcéw oraz innych
bakterii. Cho¢ sekwencjonowanie calych genomoéw
patogendw izolowanych z materiatu klinicznego jest
technicznie mozliwe, to w poréwnaniu do rutynowego
badania lekowrazliwosci, nadal pozostaje kosztowne. Co
najwazniejsze, zgodnie z aktualng opinia EUCAST obec-
nie zbyt malo danych potwierdza mozliwos$¢ wykorzy-
stania wynikow WGS do przewidywania lekoopornosci
drobnoustrojow oraz wyboru skutecznej terapii [18].
W rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej sekwen-
cjonowanie nowej generacji nie jest jeszcze stosowane.

5. Wykrywanie opornosci gronkowcow
na metycyline

Prawidlowe rozpoznanie gatunku gronkowca jest
niezwykle istotne, poniewaz ma decydujacy wpltyw na
dobdr antybiotyku uzytego w metodzie krazkowo-dyfu-
zyjnej do wykrywania opornosci na metycyline. Krazek
z oksacyling jest zalecany do oznaczania opornosci na
metycyline u szczepow S. pseudintermedius, patogenu
izolowanego gléwnie od pséw, gdyz wykazano jego
wiekszg skutecznos¢ w wykrywaniu tego mechanizmu
opornoséci, w poréwnaniu do krazka z cefoksytyna,
ktory jest zalecany dla S. aureus [8, 10, 19]. Chociaz,
u niektdrych szczepow S. pseudintermedius opornych na
metycyline (Methicillin-resistant S. pseudintermedius,
MRSP) nalezacych do typu sekwencyjnego 258 stwier-
dzono niskie wartosci MIC oksacyliny (0,5-4 pug/ml),
co moze powodowa¢ uzyskanie wynikéw watpliwych
w metodzie krazkowo-dyfuzyjnej z oksacyling [14,
20, 60]. W takich przypadkach, o potwierdzeniu opor-
nosci na metycyline decyduje obecno$¢ genu mecA
warunkujgcego ten typ opornosci. Co wigcej, niektdre
izolaty MRSP cechuje heterogenna ekspresja genu
mecA, kiedy wokot krazka z oksacyling wystepuje strefa
zahamowania wzrostu, a wokol krazka z cefoksytyng
pojawia sie strefa zahamowania wzrostu o $rednicy
pozwalajacej na zakwalifikowanie tego szczepu jako
metycylino-wrazliwego [46].

Rekomendacje CLSI oraz EUCAST odno$nie wykry-
wanie opornosci na metycyling uwzgledniaja jedynie
S. aureus, S. pseudintermedius oraz CNS, z wyszcze-
golnieniem S. lugdunensis i S. epidermidis [10, 19]. Bra-
kuje zalecen dotyczacych innych gatunkéw gronkowcow
koagulazo-dodatnich, takich jak Staphylococcus schlei-
feri subsp. coagulans, S. delphini, S. intermedius, jak row-
niez koagulazo-zmiennych Staphylococcus hyicus oraz
S. agnetis. Opornos¢ na metycyline wérdd szczepdw
S. schleiferi subsp. coagulans moze wystepowaé nawet
1 40% izolatéw [36]. Wyniki badan przedstawione przez
Huse i wsp. (2018) wskazuja, Ze wyniki uzyskane z uzy-
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ciem metody krazkowo-dyfuzyjnej z oksacyling oraz
wyznaczanie wartosci MIC dla oksacyliny interpreto-
wane wedlug kryteriéw zalecanych dla S. pseudinter-
medius s3 takze skuteczne w identyfikacji metycylino-
-opornych szczepow S. schleiferi [27]. Gen mecA moze
wystepowaé réowniez u gronkowcéw zaliczanych do
CNS izolowanych zaréwno od zwierzat hodowlanych
[7, 54], jak i towarzyszacych [13]. Oporno$¢ na mety-
cyling szczegdlnie czgsto wystepuje u Staphylcoccus
haemolyticus (61%) oraz S. epidermidis (55%) [13].

6. Interpretacja wynikow badania lekowrazliwosci
patogendw weterynaryjnych

Nieodzownym elementem diagnostyki mikrobio-
logicznej jest ocena lekowrazliwo$ci wyizolowanych
patogenow. W tej kwestii mikrobiologia weterynaryjna
napotyka na pewne trudnosci, poniewaz w przypadku
gronkowcow, jak rowniez innych drobnoustrojow izo-
lowanych od zwierzat, wytyczne odnosnie interpretacji
wynikow sg niepelne lub nieopracowane [23]. Powstalo
wiele ogolnych standardéw i zalecen miedzynarodo-
wych dotyczacych sposobu wykonania badan, ktére
mozna stosowa¢ badajac material pochodzacy od zwie-
rzat [12, 28, 59]. Jednak interpretacja wynikéw bada-
nia lekowrazliwosci stanowi nadal problem, poniewaz
brakuje rekomendacji dla wielu patogenéw izolowa-
nych od zwierzat. Wyniki uzyskane metoda krazkowo-
-dyfuzyjna lub oznaczania warto$¢ MIC interpretuje sie
najczesciej zgodnie z rekomendacjami opracowanymi
przez EUCAST lub CLSI, jako aktualnie obowigzujace
[10, 19]. Dziatajacy w naszym kraju Krajowy Osrodek
Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow
(KORLD) opracowuje rekomendacje do interpretacji
wynikéw oznaczania lekowrazliwosci drobnoustrojow
na podstawie zalecen EUCAST, dotycza one drobno-
ustrojow wystepujacych u ludzi i nie zawierajg odreb-
nych klinicznych wartosci granicznych dla patogenow
weterynaryjnych. Warto$ci graniczne dla szczepdw izo-
lowanych od ludzi nie sa odpowiednie i nie powinny
by¢ stosowane dla izolatéw pochodzacych od réznych
gatunkow zwierzat. Wartosci te uwzgledniaja dawkowa-
nie oraz parametry PK/PD antybiotykéw stosowanych
u ludzi. Jako pewng alternatywe dla badan szczepow
izolowanych od zwierzat eksperci z EUCAST zalecaja
stosowanie epidemiologicznych warto$ci granicznych
(epidemiological cut-off, ECOFF). Jednak wartosci te
wyznaczono rowniez dla patogenéw ludzkich, zatem
postepowanie takie mimo zalecen ekspertow nie jest
wlasciwe. Ponadto, w rekomendacjach przeznaczo-
nych dla medycyny ludzkiej nie uwzglednia si¢ anty-
biotykéw stosowanych jedynie u zwierzat, takich jak:
ceftiofur, cefowecyna, cefquinom czy florfenikol. Do tej
pory jedynie rekomendacje CLSI z roku 2015 podaja
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kliniczne wartosci graniczne dla gléwnych patogenow
weterynaryjnych oraz dla wybranych antybiotykéw
[10]. Brakuje w nich jednak wielu danych, przyktadowo
dla gronkowcéw izolowanych od zwierzat nie podano
wartos$ci 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), ktorego dzialal-
no$¢ ma na celu ujednolicenie metod badania oraz
interpretacji wynikoéw oceny wrazliwosci na antybio-
tyki, dla bakterii izolowanych od zwierzat lub bak-
terii o potencjale zoonotycznym w Europie. Podobnie,
w obrebie Europejskiego Towarzystwa Mikrobiologii
Klinicznej i Choréb Zakaznych (European Society
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases,
ESCMID) utworzono w 2015 roku Grupe Badaw-
cza Mikrobiologii Weterynaryjnej (European Study
Group for Veterinary Microbiology, ESGVM), ktérej
dzialanie ma na celu harmonizacje metod identyfika-
cji oraz badania wrazliwosci patogenéw weterynaryj-
nych. Prace nad przygotowaniem rekomendacji dla
patogendéw weterynaryjnych w Europie nadal trwaja.
Wiarygodne wartosci graniczne powinny by¢ wkrétce
ustalone dla réznych drobnoustrojow izolowanych od
poszczegdlnych gatunkow zwierzat. Z uwagi na zja-
wisko rozprzestrzeniania si¢ wérod zwierzat réznych
gatunkow patogendw wielolekoopornych, istnieje pilna
potrzeba opracowania takich danych, aby interpretacja
wynikéw antybiograméw byla prawidiowa.

7. Przeciwdzialanie narastaniu opornosci
drobnoustrojow na antybiotyki

Aktualnie, jednym z gléwnych wyzwan mikrobiolo-
gii, w tym réwniez weterynaryjnej jest stale narastajaca
oporno$¢ drobnoustrojéow na antybiotyki. Programy
polityki antybiotykowej (antimicrobial stewardship
programmes) s3 jednym z wielu dzialan podejmo-
wanych w celu przeciwdziatania temu zjawisku. Sto-
sowane s3 one w wielu szpitalach medycyny ludzkiej,
uwzgledniajg szczegdtowe zasady wspdtpracy lekarzy
Klinicystow z zespotem ds. antybiotykoterapii w obre-
bie konkretnych placowek [26]. Programy takie obecnie
jeszcze rzadko stosowane sg w lecznicach i klinikach
weterynaryjnych, w ktorych zwierzeta moga przeby-
waé na leczeniu stacjonarnym [24]. Ponadto, takze
w weterynarii nalezy dazy¢ do racjonalizacji antybio-
tykoterapii. Dzialania majace na celu przeciwdzia-
tanie narastaniu opornosci drobnoustrojow, w tym
takze gronkowcow, na antybiotyki musza obejmowac
zaréwno obszar medycyny ludzkiej, jak i weterynarii,
aby byly w pelni skuteczne powinny by¢ postrzegane
jako problem globalny [3].
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Znaczne kontrowersje zwigzane s3 ze stosowa-
niem w weterynarii antybiotykéw zaliczonych przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (World Health Orga-
nization, WHO) do krytycznie istotnych dla zdrowia
publicznego (Critically Important Antimicrobials,
CIA). Obecnie w weterynarii coraz czgéciej izolowane
sa drobnoustroje wielolekooporne. Obok wielu Gram-
-ujemnych paleczek, sg to takze oporne szczepy gron-
kowcéw. Mechanizm opornosci zwigzany z obecno$cia
genu mecA najczesciej stwierdzany jest wsrdd szczepow
S. pseudintermedius oraz S. aureus [29], ktére na ogol
wykazujg réwniez wielolekoopornos¢ [31]. Wobec
braku opcji terapeutycznych lekarze weterynarii moga
zatem siega¢ po linezolid lub inne $rodki przeciw-
drobnoustrojowe, zaliczane do antybiotykéw krytycznie
istotnych dla zdrowia publicznego. Panuje poglad, ze
antybiotyki z grupy CIA powinny by¢ zarezerwowane
do uzycia wylacznie w medycynie ludzkiej, do leczenia
zakazen wywotywanych przez drobnoustroje wieloleko-
oporne [21]. W Polsce jak dotad problem ten nie zostat
uregulowany krajowymi rekomendacjami dla lekarzy
weterynarii. W racjonalnym stosowaniu antybiotykéw
oraz przeciwdziataniu narastaniu opornosci istotng role
odrywaja takze weterynaryjne laboratoria mikrobiolo-
giczne. W pewnym zakresie maja one wptyw na promo-
wanie §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych z grupy CIA
do leczenia zwierzat, o ile sa uwzgledniane w badaniu
lekowrazliwosci. Jednak ostateczna decyzja o ich stoso-
waniu pozostaje w gestii lekarza weterynarii. Zgodnie
z ogolnymi rekomendacjami opracowane przez eks-
pertow z Miedzynarodowego Stowarzyszenia Chordb
Zakaznych Zwierzat Towarzyszacych (International
Society for Companion Animal Infectious Diseases,
ISCAID), wankomycyna, kabapenemy oraz linezolid
(zaliczane do CIA) nie powinny by¢ stosowane w wete-
rynarii. W wyjatkowych przypadkach dopuszczalne
jest ich uzycie, o ile spelnionych zostanie kilka warun-
kow. Nalezy potwierdzi¢ etiologie zakazenia wyni-
kiem hodowli bakteriologicznej oraz udokumentowac
brak innych opcji terapeutycznych dla wyizolowanego
szczepu. Leki z grupy CIA mozna stosowac u zwierzat
jedynie przy realnej szansie na powodzenie leczenia,
ponadto zalecana jest konsultacja ze specjalista w dzie-
dzinie choréb zakaznych zwierzat oraz antybiotyko-
terapii, ktéra powinna oceni¢ zasadno$¢ terapii oraz
sprecyzowaé dawkowanie oraz czas trwania leczenia
[58]. Krajowe rekomendacje odnosnie racjonalnej anty-
biotykoterapii u zwierzat towarzyszacych cztowiekowi
opracowane w Danii oraz Szwecji, dotyczace mozliwosci
leczenia zakazen wywotywanych przez szczepy MRSP
réwniez nie zalecajg stosowania CIA. Dopuszczalne jest
ich uzycie jedynie w wyjatkowych okolicznosciach i po
spelnienie wymienionych powyzej warunkoéw [5, 50].

Prawne ograniczenia stosowania antybiotykéw doty-
cza obecnie tylko zwierzat hodowlanych. Zgodnie z roz-
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porzadzeniem Unii Europejskiej nr 1831/2003 stosowa-
nie antybiotykéw jako stymulatoréw wzrostu u zwierzat
hodowlanych jest zabronione od roku 2006 [43]. Nie-
ktore kraje europejskie wprowadzajg dalsze ograniczenia
obowigzujace na ich terytoriach. W Danii i Holandii
dotycza one stosowania u zwierzat hodowlanych fluoro-
chinolondéw oraz cefalosporyn trzeciej i czwartej genera-
¢ji. Mozna przypuszczaé, ze szereg dziatan podejmowa-
nych w skali globalnej w celu racjonalnego stosowania
antybiotykéw doprowadzi w przysztosci do ograniczen
lub zakazu stosowania pewnych klas antybiotykow takze
u zwierzat towarzyszacych czlowiekowi.

8. Podsumowanie

Weterynaryjne laboratorium diagnostyczne odgrywa
kluczowa role w rozpoznawaniu czynnikéw wywotuja-
cych choroby zakazne. Wprowadzenie nowoczesnych
metod diagnostyki opartych na analizie materialu
genetycznego lub profilu bialek znacznie skraca czas
potrzebny do wykrycia bakterii oraz ulatwia prawi-
dlowe rozpoznanie patogendéw, co jest szczegolnie
wazne w przypadku izolatow od zwierzat, ktorych
identyfikacja przy uzyciu tradycyjnych metod bioche-
micznych w wielu przypadkach jest trudna lub nawet
niemozliwa. Mimo ciaglego rozwoju metod stosowa-
nych w diagnostyce mikrobiologicznej, laboratoria
weterynaryjne, na ogéot nadal bazujg na tradycyjnych
metodach hodowlanych stosowanych do identyfikacji
izolatéw oraz do badania lekowrazliwosci.

Obecnie zasadniczym wyzwaniem dla weteryna-
ryjnej diagnostyki mikrobiologicznej jest brak ujed-
noliconych metod okreslania lekowrazliwosci drobno-
ustrojow izolowanych od zwierzat oraz brak wartosci
granicznych specyficznych dla poszczegélnych anty-
biotykdéw, gatunkow drobnoustrojéw pochodzacych od
réznych gatunkow zwierzat. Nieodzownym elementem
skutecznego zwalczania chorob zakaznych jest takze
wdrozenie racjonalnej antybiotykoterapii w leczni-
cach oraz klinikach weterynaryjnych. Konieczny jest
ciagly proces szkolen podnoszacy kwalifikacje perso-
nelu zatrudnionego w laboratoriach weterynaryjnych.
Zalecenia dotyczace metodyki badan oraz interpretacji
wynikow, odnoszace si¢ do weterynaryjnej diagnostyki
mikrobiologicznej sg pilnie potrzebne i w najblizszym
czasie prawdopodobnie zostang opracowane przez
Vet-CAST oraz ESGVM.
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Streszczenie: Nowoczesne technologie produkgji bioetanolu wymagaja drozdzy gorzelniczych charakteryzujacych sie termotolerancji,
osmotolerancji i zwiekszonej odpornoéci na metabolity wtorne. Do tej pory nie zaobserwowano w naturze zadnych szczepdw taczacych
wszystkie wyzej wymienione cechy. Od wielu lat prowadzone sa intensywne badania nad poprawa wlasciwosci technologicznych
szczepow przemystowych. Opracowano szereg metod umozliwiajacych genetyczna poprawe drozdzy gorzelniczych. Jedna z najbardziej
obiecujacych i skutecznych metod jest tasowanie genomowe, umozliwiajace tworzenie hybryd, ktorych genom jest wynikiem potaczenia
duzych fragmentéw DNA pochodzacych ze szczepéw o wyraznych réznych cechach fenotypowych. Tasowanie genomowe stwarza wielka
szanse na to, ze nowy szczep bedzie posiadal cenne geny funkcjonalne, facznie z ich kompletnymi operonami, co zwigksza szans¢ na
dtugoterminowe utrzymanie korzystnych cech technologicznych przez uzyskane hybrydy drozdzy gorzelniczych.

1. Wstep. 2. Drozdze Saccharomyces cerevisiae. 2.1. Genom drozdzy. 2.2. Udzial drozdzy Saccharomyces cerevisiae w procesie produkeji
bioetanolu. 3. Kierunki ulepszania genetycznego. 4. Metody ulepszania genetycznego. 5. Tasowanie genomowe. 5.1. Doskonalenie cech
drozdzy Saccharomyces cerevisiae metoda tasowania genomowego. 6. Podsumowanie

Genome shuffling as an alternative method of improving the properties of distillery yeast

Abstract: Modern technologies of bioethanol production require distillation yeast characterized by thermotolerance, osmotolerance and
increased resistance to secondary metabolites. To date, no strains have been observed in nature which possess all of the above-mentioned
characteristics. For many years, intensive research has been carried out to improve the technological properties of industrial strains.
A number of methods have been developed to allow genetic improvement of distillery yeasts. One of the most promising and effective
methods is genome shuffling, allowing the creation of hybrids whose genome is a combination of large DNA fragments derived from strains
with distinct phenotypic traits. Genome shuftling creates a chance that the new strain will have valuable functional genes, including their
full operons. This, in turn, increases the chance of a long-term maintenance of beneficial technological features by the obtained hybrids.

1. Introduction. 2. Yeast Saccharomyces cerevisiae. 2.1. Yeast genome. 2.2. Role of Saccharomyces cerevisiae yeast in the bioethanol pro-
duction. 3. Pathways of genetic improvement. 4. Methods of genetic improvement. 5. Genome shuffling. 5.1. Improvement of Saccharomyces
cerevisiae yeast strains by genome shuffling method. 6. Conclusion

Slowa kluczowe: tasowanie genomowe, drozdze Saccharomyces cerevisiae, produkcja bioetanolu

Key words:

genome shuflling, yeast, Saccharomyces cerevisiae, bioethanol production

1. Wstep

Wspdlczesne technologie produkeji bioetanolu
oparte s3 na jednoetapowym procesie fermentacji eta-
nolowej, polagczonym z procesem hydrolizy roslinnych
polisacharydow (-SSF), ktdry jest duzo wydajniejszy,
ze wzgledu na uproszczong linie technologiczng oraz
skrocenie facznego czasu hydrolizy i fermentacji [31].
Ze wzgledu na to, ze w procesie SSF mikroorganizmy
i enzymy umieszczane s3 w jednym bioreaktorze,
drozdze gorzelnicze maja mozliwos¢ duzo szybszego
przeksztalcania glukozy w etanol, a ciagte usuwanie
cukréw z podloza zmniejsza hamowanie aktywnosci
enzymoéw [12, 50]. Mimo wielu zalet, technologia SSF
posiada wady, zwigzane z réznicami miedzy optymal-
nymi temperaturami dla dzialania celulaz i wzrostu
komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Optimum

temperaturowe dla enzymoéw wynosi 50-60°C, podczas
gdy zakres temperatur, przy ktorych wzrastaja drozdze
gorzelnicze miesci si¢ w granicach od 30 do 37°C [6,
11, 42]. Prowadzenie hydrolizy w temperaturach wta-
$ciwych dla drozdzy spowalnia jej przebieg, zmniej-
szajac tempo wytwarzania etanolu [56]. Dla wydajnej
konwersji biomasy do etanolu wazne jest, by drozdze
S. cerevisiae byty odporne na pogarszajace si¢ warunki
srodowiska zewnetrznego, w ktorych wzrastajg i meta-
bolizuja [14, 22, 26]. Podczas produkcji bioetanolu
powazng przeszkodg dla drozdzy jest stosowanie brze-
czek fermentacyjnych o wysokiej gestosci, czego kon-
sekwencja jest zwigkszone ci$nienie osmotyczne. Inna
operacja jednostkowy, wykorzystywang w przemysle
gorzelniczym, jest wysokotemperaturowa obrobka
hydrotermiczna, ulatwiajgca dzialanie enzymoéw celulo-
litycznych i hemicelulolitycznych, a przebiegajaca cze-
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sto w temperaturze powyzej 200°C. W takich warun-
kach tworzy sie wiele réznych toksyn jak kwas octowy,
turfural i hydroksyfurfural, ktére wptywaja negatywnie
na fizjologie drozdzy [22].

Od lat trwaja poszukiwania szczepéw drozdzy
o zwiekszonej tolerancji na czynniki stresowe. Najtrud-
niejszym elementem przy konstrukeji takich szczepow
jest polaczenie w jednym mikroorganizmie jednocze-
$nie kilku korzystnych cech. Dotychczas stosowane
metody nie gwarantowaly pozyskanie szczepow dlu-
gotrwale zachowujacych pozytywne cechy. W ostatnich
latach pojawily sie nowe techniki modyfikacji gene-
tycznej drozdzy, umozliwiajgce uzyskanie szczepow
taczacego kilka unikalnych, przydatnych przemystowo
wlasciwosci technologicznych.

2. Drozdze Saccharomyces cerevisiae

Drozdze to jednokomérkowce, ktérych ksztalt uza-
lezniony jest od rodzaju drozdzy, a takze stanu fizjolo-
gicznego komorek. Istotne oddzialywanie na ich ksztalt
majg réwniez radykalne warunki srodowiskowe. Nato-
miast wielkos¢ komorek zalezy od gatunku, stopnia roz-
woju oraz warunkéw hodowli [8].

Sciana komérkowa drozdzy stanowi $rednio 10-25%
s.s. calej masy komorkowej, udzial ten zalezy przede
wszystkim od warunkéw wzrostu. Gtéwnymi skladni-
kami §ciany komorkowej wszystkich grzybow sa polisa-
charydy i glikoproteiny. W obecnosci srodowiska hiper-
tonicznego komorka zaczyna si¢ bardzo gwattownie kur-
czy¢ i dochodzi wtedy do utraty nawet 60% pierwotnej
objetosci [24]. Z kolei w srodowisku hypoosmotycznym,
gdy woda przenika do wnetrza komorki, dochodzi do
jej pecznienia, co moze spowodowac rozerwanie blony
komorkowej i $mier¢ samej komorki [8, 34]. Drozdze
w wiekszo$ci sa organizmami mezofilnymi i najlepiej
wzrastaja w temperaturze 20-28°C, cho¢ sg tez gatunki
psychrofilne (4-15°C) oraz termofilne (powyzej 30°C)
[8]. Komorki drozdzy rosng prawidtowo w obecnosci
wody, gdyz od wody zalezne sg przemiany metaboliczne
i transport sktadnikéw odzywczych. Istotne jest takze
stezenie cukrow i soli rozpuszczonych w wodzie, ktore
w duzej ilosci powodujg obnizenie aktywnosci wody
(a,). Optymalna aktywno$¢ wody odpowiada opty-
malnemu cie$nieniu osmotycznemu, wtedy szybkos¢
wzrostu i aktywno$¢ zyciowa drozdzy jest najwieksza
[8, 29, 43]. Saccharomyces cerevisiae klasyfikowane sa
do drozdzy, ktérych optimum temperaturowe miesci si¢
w zakresie 30-35°C, a nieznaczne odchylenia od mini-
mum i maksimum uzaleznione s3 od poszczegdlnych
szczepow [55]. Zbyt wysoka, jak réwniez zbyt niska
temperatura powoduje uszkodzenie cytoplazmatycznej
blony komérkowej, co w efekcie prowadzi do zaburze-
nia jej przepuszczalnosci [44].
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2.1. Genom drozdzy

Genom drozdzy S. cerevsiae byl w historii genetyki
pierwszym genomem eukariotycznym, ktory zostal
zsekwencjonowany w calosci. Dokladnie 24 kwietnia
1996 roku, dzigki wspotpracy 600 naukowcow z Europy,
Ameryki Pétnocnej i Japonii, oficjalnie przedstawiono
jego pelng sekwencje nukleotydows [15, 19, 32]. Grzyby
jako najprostsze eukarionty maja genomy mniejsze, ale
juz kregowce, maja genomy zdecydowanie wieksze. Jed-
nakze zalezno$¢ ta, nie jest do konca jasna, co opisuje
tzw. paradoks wartosci C (ilos¢ DNA w haploidalnym
genomie). W drugiej potowie XX w. przeprowadzono
badania, ktére wykazaly, ze w genomach organiz-
mow mniej zlozonych, sa duzo lepiej zagospodarowane
przestrzenie, a geny znajduja si¢ bardzo blisko siebie
i stad ich ilos¢ jest wigksza [2]. Genom drozdzy zawiera
wiekszg liczbe genéw, a wérdd nich tylko nieliczne geny
sa nieciagle (poprzerywane odcinkami niekodujgcymi),
posiada takze niewiele powtarzajgcych sie sekwencji
rozproszonych w genomie. Wedlug doniesient nauko-
wych prawie 23% genomu drozdzy jest niemal iden-
tyczne jak genomu ludzkiego [9].

Plastyczno$¢ genomu drozdzy jest bardzo waznym
warunkiem wplywajacym na dynamiczng adaptacje do
zmian srodowiskowych. Geny, a nawet cate operony, sa
przenoszone jako mobilne jednostki genetyczne przez
wewnatrzkomorkowe i miedzykomorkowe transfery.
Nastepnie geny lub tez operony ulegajg rozlegtym pro-
cesom rekombinacji. W przypadku organizméw euka-
riotycznych powtarzajace si¢ sekwencje odgrywaja
jeszcze istotniejszg role. W genomie eukariotycznym
az 50% stanowia elementy ruchome, ktére mogga dziata¢
jako rekombinacyjne ,,hot-spots” (tzw. gorace miejsca,
bardzo podatne na mutacje), do ktérych sekwencje
chetniej si¢ przylaczaja [38]. Dzieki temu mozliwe jest
zapewnienie skuteczno$ci opisywanej w tym artykule
metody tasowania genomowego.

2.2. Udzial drozdzy Saccharomyces cerevisiae
w procesie produkgji bioetanolu

Fermentacja glukozy do etanolu i dwutlenku wegla
przez drozdze odbywa sie¢ na szlaku fruktozobisfosfo-
ranowym, w ktérym metabolizowana jest jedna cza-
steczka glukozy, powstaja dwie czasteczki pirogronianu,
przeksztalcane w nastepnym etapie do aldehydu octo-
wego, ulegajacego redukeji do etanolu. Dochodzi takze
do wydzielenia ditlenku wegla. Powstajace w wyniku
glikolizy dwa mole ATP sg wykorzystywane do pro-
cesOw biosyntezy sktadnikéw komoérek drozdzy, ktéra
obejmuje szereg bioreakcji wymagajacych energii [16,
44]. Stad tez, produkcja etanolu jest w istotny sposob
polaczona ze wzrostem komorek drozdzy. Bez ciag-
fego wykorzystania czasteczek ATP przez drozdze do
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ich wzrostu, glikoliza zostaje natychmiast zatrzymana,
poniewaz kumulacja wewngtrzkomorkowa czasteczek
ATP powoduje hamowanie dziatania fosfofruktokinazy
(PFK), jednego z najwazniejszych enzymdw regulacyj-
nych procesu glikolizy [3].

Maksymalne stezenie etanolu jest zalezne od odpor-
noéci drozdzy na powstaly produkt, a wraz ze wzrostem
stezenia etanolu szybko$¢ fermentacji zawsze ulega zna-
czacemu spowolnieniu. Toksyczne dzialanie etanolu
wplywa na procesy metaboliczne, a jego najsilniejsze
dzialanie przypada na etap rozmnazania komorek
drozdzy. Odpornos¢ drozdzy na etanol zalezy przede
wszystkim od sktadu chemicznego ich btony cytoplaz-
matycznej, co z kolei wynika z obecnosci lub braku
tlenu w $rodowisku [10, 23].

Gléwnymi cechami drozdzy gorzelniczych S. cere-
visiae jest zdolno$¢ do przeprowadzenia szybkiej
i dynamicznej fermentacji etanolowej, a takze odpor-
no$¢ na 10-15% stezenia etanolu oraz wysoka zdol-
no$¢ fermentowania cukrow z grupy heksoz (glukoza,
maltoza, sacharoza, galaktoza). Drozdze najefektyw-
niej fermentuja w temperaturze 30-33°C przy sto-
sunkowo niskim pH. Sa odporne na dziatanie takich
kwaséw organicznych, jak kwas winowy, jabtkowy czy
cytrynowy i innych kwaséw nielotnych. Natomiast
kwasy lotne, takie jak octowy, sa dla drozdzy toksyczne
[13, 27, 30, 39].

3. Kierunki ulepszania genetycznego

Istnieje bardzo wiele czynnikéw fizycznych, che-
micznych i biologicznych $rodowiska zewnetrznego,
ktdére w istotny sposob wplywaja na wzrost i metabo-
lizm komérek drozdzy S. cerevisiae [22, 47]. Do najwaz-
niejszych zmian srodowiskowych, nazywanych czgsto
stresami Srodowiskowymi, ktére determinujg dzialanie
mikroorganizmdéw podczas procesu fermentacji eta-
nolowej naleza: podwyzszenie temperatury procesu,
zwigzane z zastosowaniem technologii SSF (stres tem-
peraturowy), zwiekszenie ci$nienia osmotycznego, ze
wzgledu na wysoki poziom cukru (stres osmotyczny),
zwiekszenie stezenia etanolu, co jeszcze bardziej pogle-
bia stres osmotyczny i powoduje hamowanie wzrostu
drozdzy, zwigkszenie stezenia toksycznych zwiazkow
chemicznych, takich jak: furfural, hydroksyfurfural
oraz kwas octowy, zwigkszenie toksycznosci powstajg-
cej w wyniku peroksydacji lipidéw oraz produkeji rod-
nikéw nadtlenkowych i zwigzkéw aldehydowych (stres
oksydacyjny) a takze stres mechaniczny, wynikajacy
z dzialania urzadzen stosowanych podczas procesu fer-
mentacji, prowadzacy do uszkodzen komorek drozdzy
[22]. Wzgledna odpornos¢ S. cerevisiae na pojawiajace
sie stresy $srodowiskowe, jest powodem najczestszego
wyboru tego gatunku mikroorganizméw do proceséw
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fermentacyjnych [37]. Jednakze, konieczne jest pozna-
wanie mechanizméw odpowiedzi komérek drozdzy
gorzelniczych na stresy srodowiskowe oraz podejmo-
wanie proby maksymalnego zredukowania negatyw-
nych skutkow, co bezposrednio faczy si¢ z usprawnia-
niem przebiegu procesu produkgji bioetanolu.

Drozdze gorzelnicze wykazuja duza zdolno$¢ do
rozkladu glukozy i w konsekwencji do wytwarzania
bioetanolu, zaréwno w przypadku surowcéw skro-
biowych, jak i lignocelulozowych. Istotny problem
stanowi jednak brak zdolnosci do biosyntezy enzy-
mow niezbednych do przeksztalcania polisacharydéw.
W przypadku polimeréw skrobiowych bardzo wazne
s3 enzymy amylolityczne, natomiast do hydrolizy bio-
masy lignocelulozowej kluczowe jest dzialanie enzy-
mow celulolitycznych i hemicelulolitycznych. Obecnie
szeroka perspektywe stanowig rekombinanty drozdzy
S. cerevisiae, ktore dzigki swoim nowo nabytym wiasci-
wosciom, w sposob bezposredni przeksztalcaja skrobie
i celuloze do glukozy 25, 60].

Drozdze gorzelnicze S. cerevisiae stosowane w pro-
cesie fermentacji etanolowej nie sg zdolne do fermen-
tacji pentoz [52]. Nie posiadajg takze wystarczajacej
aktywnosci celulolitycznej, hemicelulolitycznej i amy-
lolitycznej [55]. Pierwsze proby opracowania metod
inzynierii metabolizmu cukréw prostych u droz-
dzy zostaly podjete w latach 70. dwudziestego wieku
[17]. Zasadniczym celem jest wytworzenie zdolnosci
szczepow produkujacych etanol do rozktadu pentoz.
Jednym z gtéwnych kierunkéw w tym zakresie, jest
metoda polegajaca na wprowadzeniu do komoérek droz-
dzy genéw metabolizmu ksylozy i arabinozy z innych
organizméw. Pomimo tego, ze drozdze S. cerevisiae nie
maja zdolnosci metabolizmu ksylozy, to na podlozu
z ksyluloza w warunkach ograniczonego natleniania
wytwarzajg nieznaczne ilosci etanolu. Ksyluloza jest
poddawana reakcjom utleniania i redukcji, a przed-
tem jest fosforylowana przez ksylulokinaze (XKS1) do
ksylulozo-5-fosforanu. W nastepstwie, podczas reakeji
szlaku pentozo-fosforanowego zostaje przeksztalcona
do intermediatéw glikolizy, co w ostateczno$ci moze
prowadzi¢ do wyprodukowania etanolu [40, 51].

4. Metody ulepszania genetycznego

W ostatnich kilkudziesieciu latach najczesciej sto-
sowanymi metodami ulepszania genetycznego szcze-
pow byly metody klasyczne, jak mutagenizacja i fuzja
protoplastow, a takze metody inzynierii genetycznej
wykorzystujace technologie rekombinacji DNA in vitro
- klonowanie genoéw [18, 33, 58]. Klasyczne metody
doskonalenia drobnoustrojéow sg znane od poczatku
istnienia przemystu biotechnologicznego, a jednak ich
zakres mozliwosci modyfikacyjnych jest ograniczony.



TASOWANIE GENOMOWE JAKO ALTERNATYWNA METODA ULEPSZANTIA WEASCTWOSCI TECHNOLOGICZNYCH DROZDZY

Z kolei inzynieria genetyczna stwarza duzo wigksza
szanse na uzyskanie szczepéw o nowych wlasciwo-
sciach [36]. Odpowiedz komorek S. cerevisiae na stresy
srodowiskowe jest kontrolowana przez system wielo-
genowy, ktéry rozmieszczony jest w genomie drozdzy
w wielu loci. Wiele z tych genéw nie jest dostatecz-
nie scharakteryzowana fenotypowo i malo jest danych
na temat ich organizacji, stad klasyczne metody inzy-
nierii genetycznej s3 mato przydatne podczas oddziaty-
wania na tolerancj¢ komoérkows. Dlatego tez istotnym
narzedziem doskonalenia przemystowych szczepéw
mikroorganizméw stala si¢ inzyniera kombinato-
ryczna i nalezgca do niej metoda tasowania genomo-
wego. Technika ta pozwala na ukierunkowang ewolucje
calych organizméw poprzez rekurencyjne rekombina-
cje na poziomie genomu [7].

Wraz z rozwojem technik inzynierii biologii mole-
kularnej oraz inzynierii genetycznej, coraz prostsze
jest bezposrednie wprowadzanie zmian do materiatu
genetycznego, a ocena efektow tych zmian nabiera zna-
czenia. Analizg efektéw zmian genetycznych postuguje
sie inzyniera metaboliczna [18]. Zostala opisana jako
»ukierunkowana poprawa tworzenia produktéow lub
wlasciwoséci komoérkowych poprzez modyfikacje spe-
cyficznych reakcji biochemicznych lub wprowadzenie
nowych, z wykorzystaniem technologii rekombinacji
DNA” [49]. Inzynieria metaboliczna uwzglednia cate
systemy komodrkowe oraz wszelkie manipulacje gene-
tyczne zmieniajace ogdlna wydajnos¢ bioprocesdw, co
odrdznia ja od prostych metod inzynierii genetycznej
[5]. Inzynieria metaboliczna jest interdyscyplinarna
dziedzing, ktéra wykorzystuje zasady inzynierii reakcji
chemicznych, informatyki, biochemii i biologii mole-
kularnej w celu modyfikacji szlakéw metabolicznych
i uzyskania maksymalnego strumienia wybranego
metabolitu [28]. Zastosowanie inzynierii metabolicznej
dla poprawy fenotypéw wynika z pojawienia si¢ bar-
dziej wszechstronnych narzedzi genetycznych, a takze
ze wzbogaconej wiedzy o komoérce mikroorganizméw.
Mimo niezwyklych rezultatow, jakie zostaly osiggniete
poprzez zastosowanie inzynierii metabolicznej, braki
dotyczace szczegdtowej wiedzy na temat relacji geno-
typ-fenotyp ograniczaja wykorzystywanie tej metody
[21]. Za to coraz cze$ciej pojawiajg sie doniesienia
naukowe sugerujace laczenie inzynierii metabolicznej
z tasowaniem genomowym. Podejscie tasowania geno-
mowego ma potencjal do ulatwienia dzialan inzynierii
metabolicznej i stanowi jej alternatywe, prowadzac do
szybkiego uzyskania pozadanych fenotypdw i generowa-
nia ulepszonych szczepdéw przemystowych [21, 48, 53].
Technika ta moze by¢ zintegrowana z inzynierig meta-
boliczna w celu promowania zdolnosci ewolucyjnych
ztozonego fenotypu. Metody, takie jak tasowanie geno-
mowe powinny by¢ wlaczone jako integralne czesci
narzedzi nowoczesnej inzynierii metabolicznej [21].
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5. Tasowanie genomowe

Tasowanie genomowe (genome shuffling) nalezy do
narzedzi inzynierii kombinatorycznej. Po raz pierwszy
metoda ta zostala zaprezentowana w 2002 roku przez
zespot Willema P.C. Stemmera. Badacze ci, koncen-
trowali si¢ przede wszystkim na poprawie szczepdw
poprzez tasowanie DNA oraz ewolucje ukierunko-
wang. Technika tasowania DNA to metoda in vitro
homologicznej rekombinacji puli wybranych genéw
zmutowanych przez losowa fragmentacje i ponowna
tanncuchowg reakcje polimerazy. Dzigki tasowaniu
DNA, udalo si¢ uzyska¢ ukierunkowana ewolucje
kilku genodw, dlatego tez jako podobna strategie zapro-
ponowano wiasnie tasowanie genomowe [21]. Proces
ten taczy w sobie zalet¢ krzyzowania wielu rodzicow,
umozliwionego przez tasowanie DNA, a takze rekombi-
nacji calych genomow, zwigzanej z konwencjonalnymi
hodowlami lub tez fuzjg protoplastéw [1]. Dzigki taso-
waniu mozliwa jest jednoczesna zmiana genetyczna
w réznych pozycjach catego genomu, oparta na pla-
stycznoéci genomu, bez konieczno$ci zdobywania
danych na temat jego sekwencji [21, 38]. Ze wzgledu
na jednoczesne zmiany w réznych pozycjach genomu,
tasowanie umozliwia zgromadzenie pozytywnych
mutacji oraz eliminacje tych zbednych, a zatem daje
mozliwos¢ pozyskania mikroorganizméw najlepiej
dopasowanych do wybranych warunkéw hodowli [54].

Tasowanie genomowe bazuje na wytwarzaniu ge-
netycznej oraz fenotypowej réznorodnosci w popula-
cji w nastgpstwie badan przesiewowych oraz selekcji
ulepszonych fenotypow [21]. Podczas gdy klasyczne
metody ulepszania mikroorganizméw pomagaja jedy-
nie wybra¢ mutanty do nastgpnych rund, tasowanie
genomowe wykorzystuje znacznie wieksza propor-
cje réznorodnosci obecnej w danej populacji [48].
Dotychczas stosowane metody ulepszania mikro-
organizmow nie gwarantowaly pozyskania szczepdw,
ktoére dlugotrwale zachowywalyby pozadane cechy.
Tasowanie pozwala na Igczenie calych genomoéw, co
stwarza szanse na to, ze nowy szczep bedzie posiadal
cenne geny funkcjonalne tacznie z ich kompletnymi
operonami, zawierajagcymi obok genéw funkcjonalnych
takze geny regulujace ich ekspresje. Daje to mozliwosé
diugotrwalego utrzymania pozadanego fenotypu przez
powstale hybrydy. Naukowcy z grupy W.C.P. Stemmera,
dokonali pordéwnania efektéw ulepszania szczepow
dokonanych metodami klasycznymi i metoda taso-
wania genomowego. Autorzy stwierdzili, ze 20 rund
klasycznych metod poprawy szczepu, przy wykorzy-
staniu ok. miliona testéw, wykonywanych przez okres
20 lat, pozwolilo na uzyskanie 6-krotnie wickszej
produkcji naturalnych wtérnych metabolitéw przez
szczepy. Natomiast w przypadku tasowania, juz dwie
rundy byly wystarczajace do osiagniecia podobnych
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wynikow, w ciggu jednego roku i przy uzyciu tylko
24 tys. testow [61].

Technika tasowania jest szczegolnie odpowiednia
dla poprawy wielu cech fenotypowych, ktére sg trudne
do zmodyfikowania poprzez metody tradycyjne, ze
wzgledu na brak informacji na temat zestawu gendw,
ktore muszg zosta¢ zmodyfikowane, by mdoc wywolaé
korzystny wptyw zmian [4]. W poréwnaniu z innymi
technikami inzynierii genetycznej, tasowanie geno-
mowe jest duzo wygodniejsze i latwiejsze do realizo-
wania. Zastosowanie tej metody nie wymaga drogich
urzadzen i materialow, stad tez jej koszt nie jest wysoki.
Ponadto, z uwagi na relatywnie prosta i precyzyjna
mozliwos¢ wykonania, tasowanie moze by¢ upowszech-
nione w wielu laboratoriach badawczych [21].

Tasowanie genomowe to technika oparta na fuzji
protoplastow stosowanej do modyfikacji cech fenotypo-
wych juz od péznych lat 70. dwudziestego wieku. Pro-
toplasty pochodzace z réznych szczepdw z sukcesem
sg taczone, co wskazuje na bardzo szerokie zastosowa-
nie techniki w inzynierii komorki [21, 38]. Pomimo
tego, ze metoda tasowania genomowego pochodzi
od fuzji protoplastow, to w istotny sposdb rdzni sie
od niej. Jak juz wspomniano, konwencjonalna fuzja
odbywa si¢ pomiedzy dwiema komoérkami o réznych
cechach genetycznych i w konsekwencji mozna uzy-
ska¢ silne rekombinanty z cechami pochodzacym od
obu rodzicow. Efekt rekombinacji wynika z potaczenia
tylko dwojga rodzicéw z jednego pokolenia. Tasowanie
genomowe umozliwia kombinacje pomiedzy wieloma
rodzicami z kazdego pokolenia, a takze kilka powtarza-
jacych sie rund fuzji genomu. Mozliwe jest takze tacze-
nie genoméw pochodzacych od organizméw naleza-
cych do odleglych grup taksonomicznych i przylaczenie
do genomu danej komorki fragmentdéw wyizolowanego
DNA. Takie podejscie zdecydowanie zwieksza rézno-
rodno$¢ genetyczng potomstwa i znaczaco podwyzsza
szanse na uzyskanie wysokiej wydajnosci szczepu.

Efektywno$¢ tasowania genomowego jest wyzsza niz
konwencjonalnych metod, takich jak mutagenizacja czy
fuzja protoplastow, gdyz technika ta przyspiesza proces
poprawy wlasciwosci szczepow poprzez rekursywna
fuzje protoplastow pomiedzy szczepami wielu rodzi-
cOw. Jezeli zaangazowana jest wieksza liczba szczepdw
rodzicielskich, wtedy mozna uzyska¢ proporcjonalnie
wiecej hybryd. Konieczne jest wskazanie, ze kluczows
zaletg tasowania jest wzmacnianie réznorodnosci gene-
tycznej populacji potomstwa. Wazny jest tez fakt, ze
metoda tasowania genomowego nie ogranicza si¢ tylko
do mikroorganizmow, ktore maja ,,klarowne” podloze
genetyczne. Mimo Zze, konwencjonalna technologia
rekombinacji genu pozwala na kombinacje miedzy
wieloma rodzicami, to odnosi si¢ tylko do fragmentdw
DNA, a nie do catych genoméw. Wprawdzie fenotyp
komorkowy jest przejawem globalnego poziomu eks-
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presji genu, zapotrzebowania metabolicznego czy stre-
sow komorki, to jednak profil komdrkowy zalezy od
ekspresji duzej liczby gendw, ktdre sa stabo poznane
i bardzo szeroko rozmieszczone w genomie. Tasowa-
nie jako strategia inzynierii calych genomdw, majaca
mozliwosci wykorzystywania mikroorganizméw bez
znajomosci podioza genetycznego, jest duzo bardziej
skuteczna [21, 41]. Biorgc pod uwage, ze tasowa-
nie genomowe opiera si¢ na naturalnej rekombinacji
homologicznej, otrzymana zmutowana populacja, nie
jest uwazana za organizmy zmodyfikowane genetycz-
nie. Ulepszone ta metodg szczepy moga by¢ stosowane
m.in. do produkgji bioetanolu [21, 38, 46, 59].
Biblioteka szczepow rodzicielskich jest konstruo-
wana na bazie skriningu szczepéw wyjsciowych (dzi-
kich) lub mutantéw w oparciu o réznice fenotypowe.
Tworzenie biblioteki ma tez na celu generowanie wiek-
szej liczby genotypow. Pozadane szczepy w kolejnym
etapie ulegaja rekursywnej fuzji protoplastow. Gtéwna
ideg selekcji szczepdw rodzicielskich jest wlasnie
wytworzenie réznorodnosci fenotypowej oraz geno-
typowej. Brak doboru odpowiedniej selekcji powo-
duje, ze nie zostaje uzyskany pozadany fenotyp. Do
pierwszego etapu tasowania powinny by¢ stosowane
zaréwno szczepy dzikie z wysoka wydajnoscig, jak
i populacje o zwigkszonej réznorodnosci. Konstrukcja
biblioteki szczepdw rodzicielskich bazuje na klasycz-
nym podejéciu, takim jak mutagenizacja, ktora jest
wiodacg metoda aktywowania zréznicowanej popula-
cji [21]. W tym procesie szczep dziki poddawany jest
jednej lub kilku rundom mutagenizacji, przy udziale
mutagenu. Tasowanie genomowe wykorzystuje rézno-
rodno$¢ wérdd populacji juz istniejacych i pozwala na
tzw. krzyzowanie wsteczne (potomka z rodzicem), aby
wyeliminowa¢ nieistotne lub szkodliwe zmiany genow,
ktére moga gromadzi¢ sie w trakcie przebiegu losowej
mutagenizacji [41]. Selekcja szczepdw rodzicielskich
jest skoncentrowana na docelowym fenotypie, takim
jak produktywnos¢ metabolitéw czy odpornos$¢ na
czynniki $rodowiska zewnetrznego. Czesto zdarza sig,
ze szczepy o zwigkszonej produktywnosci czy wiek-
szej tolerancji na warunki $rodowiska, charakteryzuja
sie ostabionym wzrostem [21]. Nastepnym etapem
tasowania genomowego jest fuzja protoplastow, ktora
umozliwia homologiczng rekombinacje¢ genomow [41].
Konwencjonalna fuzja protoplastow jest bardzo efek-
tywng metoda, powodujgca wysoka czestotliwo$¢ trans-
feru genu i wydajnos¢ rekombinacji. Jednak odnosi si¢
to tylko do sytuacji, gdy mamy dwoje rodzicow, bo
gdy fuzja odbywa si¢ miedzy wieloma rodzicami, jej
wydajnos¢ jest niska. Problem ten rozwigzuje tasowa-
nie genomowe zawierajagce metode rekursywnej fuzji
protoplastow pomiedzy wieloma réznymi szczepami
rodzicielskimi w kazdym pokoleniu, ktéra zapewnia
wymiane informacji w obrebie populacji. Juz po dwdch
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rundach fuzji mozna uzyska¢ szczep charakteryzu-
jacy sie kilkoma ulepszonymi cechami fenotypowymi
[21]. Wysoka wydajno$¢ rekurencyjnej fuzji protopla-
stow jest istotg sukcesu tasowania genomowego [57].
Ostatnim etapem tasowania genomowego jest wybor
pozadanego fenotypu z wykorzystaniem metody skri-
ningu. Jest to jeden z wazniejszych krokéw calej pro-
cedury tasowania. Klasyczne metody skriningu bazuja
na charakterystyce fizykochemicznej i biochemicznej,
a takze na markerach genetycznych [11]. Coraz bardziej
ekspansywny jest takze rozwoj wysokowydajnej proce-
dury skriningu dla zwigkszenia sukcesu uzyskania ulep-
szonego fenotypu. Decydujace zmiany w procedurze
badan przesiewowych, a takze technologie analityczne
takie jak HPLC czy spektroskopia mas, dajg szans¢ na
przetestowanie obszernych bibliotek szczepéw i sukces
w izolacji pozadanych fenotypow [21].

5.1. Doskonalenie cech drozdzy Saccharomyces
cerevisiae metoda tasowania genomowego

Doniesienia naukowe wskazujg na poprawe cech
tenotypowych szczepow drozdzy gorzelniczych S. cere-
visiae, uzyskanych metodg tasowania genomowego.
W swoich publikacjach wielu naukowcow opisuje, ze
juz po dwodch rundach tasowania udato im sie pozy-
ska¢ szczepy z pozadanymi wlasciwosciami technolo-
gicznymi. Steensels i wsp. zoobserwowali, Ze metoda
tasowania genomowego jest bardzo szybka, z uwagi
na to, ze dwie rundy pozwalaja na uzyskanie efektu,
ktérego osiagniecie jeszcze kilka lat temu, wyma-
galo co najmniej dwdch dekad badan i ogromnego
nakladu finansowego [48]. Zheng i wsp. po dwoch
rundach tasowania genomowego pozyskali szczep
drozdzy S. cerevisiae odznaczajgcy si¢ o 21,6% wigksza
aktywnoscig fermentacyjna. Wykazali, ze w jednym
ulepszonym szczepie znajduje sie kilka pozadanych
technologicznie cech, w tym odporno$¢ na obecnosé
toksycznego metabolitu jakim jest kwas octowy [62].
Gong i wsp. po przeprowadzeniu tasowania genomo-
wego, wyizolowali ponad 200 ulepszonych szczepdéw
S. cerevisiae, ktére po wstepnej selekcji ograniczyli do
21 szczepow, produkujacych wigkszg ilos¢ etanolu niz
szczepy rodzicielskie, a sp$rod nich wybrali dwa wyka-
zaly termotolerancje¢ w temp. 43°C [20]. Podobne prace
badawcze prowadzit Orosco i wsp. Autorzy Ci zastoso-
wali tasowanie genomowe, aby zwiekszy¢ odpornosci
drozdzy S.cerevisiae na podwyzszong temperature
i zawarto$¢ etanolu. Po przeprowadzeniu kilku rund
tasowania, uzyskali szczep, ktory w temp. 42°C i przy
18% stezeniu etanolu charakteryzowal si¢ o ponad 10%
wyzsza aktywnoscig fermntacyjng niz przemystowy
szczep wyjsciowy [35]. Z kolei Shi i wspét. wykonali
trzy rundy tasowania i otrzymali bardzo cenny szczep
drozdzy S. cerevisiae, ktory potrafit w temp. 45°C i przy
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20% stezeniu etanolu wyprodukowaé 10% (w/v) eta-
nolu [45]. Jak dowodzg przytoczone powyzej wyniki
badan, mozliwe jest uzyskanie nowych hybryd drozdzy
gorzelniczych, posiadajacych istotne z punktu widzenia
przemystu gorzelniczego cechy. Jednakze do osiggnie-
cia pelnego sukcesu tej metody, konieczna jest weryfi-
kacja cech uzytkowych nowego, ulepszonego szczepu
drozdzy, wymagajaca podjecia badan nad stabilnoscia
zaréwno fenotypu jak i genotypu.

6. Podsumowanie

Tasowanie genomowe to jedna z nowych tech-
nik, ktéra wykorzystuje juz istniejaca réznorodnosé
w znacznie wigkszym stopniu. Coraz szersze sg zatem
perspektywy uzyskania pozadanych szczepéw drozdzy
gorzelniczych o zwigkszonej odpornosci na stresy sro-
dowiskowe. Istotne jest takze to, ze wigkszos¢ metod
ulepszania wlasciwosci szczepu nie wyklucza sie wza-
jemnie, lecz mozna je laczy¢, zeby stworzy¢ jeszcze
wieksze zmiennosci, a takze zminimalizowaé wady
poszczegolnych technik. Mozna to zaobserwowaé
chocby przy polaczeniu losowej mutagenizacji z wie-
lokrotnymi rundami tasowania genomowego, co jest
bardzo przysztosciowym rozwigzaniem, w odniesie-
niu do rekombinacji zaréwno oczekiwanych mutacji,
jak i do zlikwidowania szkodliwych mutacji. Taso-
wanie genomowe to technika szybka, wygodna i ma
ogromny potencjal pozyskiwania pozadanych cech
fenotypowych. Stad tez, metoda ta znajduje coraz to
szersze zastosowanie w innowacyjnych badaniach nad
cechami technologicznymi drozdzy S. cerevisiae stoso-
wanych w produkeji bioetanolu.
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Ponizej w punktach, w formie skrétowej przedstawiono omawiane sprawy na wirtualnych zebraniach Prezy-
dium ZG PTM oraz spotkaniach z udzialem czlonkéw Prezydium.

1. PTM otrzymalo dofinansowanie z MNiSW na Dziatalnos¢ Upowszechniajaca Nauke zwigzang z moderni-
zacja w latach 2018-2019 czasopism PTM: Polish Journal of Microbiology i Postepéw Mikrobiologii na kwote
65200 zI. Otrzymane $rodki beda przeznaczone zgodnie z zadaniami okres§lonymi w zaakceptowanym przez
MNiSW wniosku na:

a) zakup puli numeréw DOI dla publikowanych artykutéw PJM

b) zakup puli numeréw DOI dla publikowanych artykutéw PM

¢) wdrozenie nowoczesnej platformy publikacji czasopisma PJM

d) profesjonalne thumaczenie artykuléw z jezyka polskiego na angielski dla PM

2. Podpisano umowe z firmg z Lublina na ttumaczenie na jezyk angielski prawie 500 stron maszynopiséw prac
sktadanych do Postepow Mikrobiologii do zeszytéw 3 i4 w 2018 r.

3. Ztozono wniosek do Biblioteki Narodowej i otrzymano numer ISSN dla wydawanej tylko on-line wersji Postgpy
Mikrobiologii. Docelowo chcemy, aby wersja on-line w duzej mierze zawierata publikacje w jezyku angielskim.
Powinna wtedy poprawic¢ si¢ cytowalno$¢ publikacji kwartalnika oraz wzrosna¢ jego Impact Factor.

4. W toku sg prace zwigzane z tworzeniem anglojezycznej strony czasopisma Postgpy Mikrobiologii.

5. Przekazano pelnomocnictwo radcom prawnym do reprezentowania ZG PTM w obszarze uaktualnienia danych
w KRS dotyczacych czasopism PTM - Polish Journal of Microbiology oraz Postepy Mikrobiologii.

6. Zakonczyly sie dziatania zwigzane z wprowadzeniem nowego Statutu PTM. Zostal on wpisany do Krajowego
Rejestru Sadowego. Nowy Statut PTM z dnia 23.09.2017 1. jest dostepny na stronie internetowej PTM.

7. W oparciu o nowy Statut PTM z dnia 23.09.2017 r. zostala uporzadkowana lista cztonkéw PTM. W dniu
21.06.2018 r. wystalismy zawiadomienie o zamiarze skreslenia z listy cztonkéw PTM (droga listowna
- 22 osoby, droga elektroniczng — 73 osoby) do czlonkéw zalegajacych z oplatg za skladki cztonkowskie.
Ostatecznie Uchwalg nr 29-2018 zostato ponad 80 0s6b usunietych z grona cztonkéw PTM za nieptacenie
sktadek cztonkowskich.

8. Dnia 16 lipca 2018 r. odbylo sie internetowe glosowanie 5 Uchwal Prezydium ZG PTM. Uchwalg nr 28-2018
przyjeto 12 nowych cztonkéw zwyczajnych PTM.

9. W dniach 7-8 wrzesnia w Warszawie odbylo si¢ spotkanie ,45 FEMS” zorganizowane po raz pierwszy
w naszym kraju przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw. Na nasze zaproszenie przyjechali przedstawiciele
35 europejskich towarzystw mikrobiologicznych reprezentujacych: Armenskie Towarzystwo Mikrobiologiczne;
Stowarzyszenie na rzecz Mikrobiologii Ogolnej i Stosowanej; Austriackie Towarzystwo Molekularnych Nauk
Przyrodniczych i Biotechnologii; Bialoruskie Pozarzagdowe Towarzystwo Mikrobiologéw; Belgijskie Towa-
rzystwo Mikrobiologiczne, Brytyjskie Towarzystwo Mykologiczne; Brytyjskie Towarzystwo Fykologiczne;
Bulgarskie Towarzystwo Mikrobiologiczne (Unia Naukowcéw w Bulgarii); Chorwackie Towarzystwo Mikro-
biologiczne; Dunskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Estonskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Finskie
Towarzystwo Biochemiczne, Biofizyczne i Mikrobiologiczne; Francuskie Towarzystwo Mikrobiologiczne;
Niemieckie Towarzystwo Higieny i Mikrobiologii; Miedzynarodowe Stowarzyszenie Biodeterioracji i Bio-
degradacji; Miedzyregionalne Rosyjskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Wloskie Towarzystwo Mikrobiologii
Klinicznej; Wloskie Stowarzyszenie Przemystu Rolno-Spozywczego i Mikrobiologii Srodowiskowej; Wtoskie
Towarzystwo Mikrobiologii Ogélnej i Biotechnologii Mikrobiologicznej; Lotewskie 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 Krolewskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Serbskie Towarzystwo Mikrobiologiczne;
Stowenskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Towarzystwo Mikrobiologii Stosowanej; Towarzystwo Wiru-
sologiczne (z Niemiec); Towarzystwo Mikrobiologéw Ukrainy; Towarzystwo Mikrobiokosmosu; Hiszpan-
skie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Szwajcarskie Towarzystwo Mikrobiologiczne; Tureckie Towarzystwo
Mikrobiologiczne.

Na spotkanie przyjechal réwniez caly zarzad FEMS - Prezydent FEMS: prof. Bauke Oudega z Holandii oraz
7 dyrektoréw FEMS wraz z 12 pracownikami FEMS.

Obrady odbywaly sie¢ w hotelu Sofitel Victoria w Warszawie i wspierane byly przez dwdjke wolontariuszy
- czlonkéw PTM, dr Anne Pietruczuk-Padzik i mgr Karoline Stepien z Warszawskiego Uniwersytetu Medycz-
nego. Logistycznie FEMS Council przygotowywany byt i nadzorowany przez firme Global Congress Sp. z 0.0.,
a w trakcie obrad pomoc zapewnialy 2 Panie z tej firmy. Uczestnicy FEMS Council powitani zostali na
~Welcome reception” i pozegnani kolacja w restauracji AleGloria na Placu Trzech Krzyzy. W wolnym czasie
uczestnicy mieli zorganizowany spacer po Staréwce Warszawy z przewodnikami.

Koszty obrad ,45 FEMS Council” pokrywane bylty przez zarzad FEMS, natomiast imprezy towarzyszace
finansowane byly w Y przez zarzad FEMS, natomiast % przez PTM i % przez firme Global Congress
Sp. z 0.0. Materialy promujgce Warszawe i 3 przewodnikéw udostepnita nieodptatnie firma Warsaw Convention
Bureau z Urzedu m. st. Warszawy, za co bardzo dziekujemy.

Otrzymalem szereg e-maili z podzigkowaniami za bardzo udane spotkanie w Warszawie, za §wietng organi-
zacje, dobre hotele i jedzenie, a takze za mozliwo$¢ zobaczenia Warszawy. Wielu uczestnikéw FEMS Council
byto po raz pierwszy nie tylko w Warszawie, ale takze w Polsce.

W polowie wrzesnia zostal ztozony do MNiSW wniosek na Dziatalno$¢ Upowszechniajgca Nauke zwigzang
z planowang konferencja: MAKRO-kierunki w MIKRO-biologii - Konferencja z okazji 70-lecia Oddziatu
Warszawskiego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Konferencja odbywac si¢ bedzie 27 wrzesnia 2019 .
na terenie Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Przewodniczacym Komitetu Organizacyjnego jest
Pan dr Tomasz Jagielski Przewodniczacy Oddzialu Warszawskiego PTM.

Przypominamy, uchwale Prezydium ZG PTM z dnia 30.08.2017:

»Wprowadza si¢ mozliwo$¢ ponownego przystapienia do PTM osobom skreslonym z listy cztonkow zwy-
czajnych z powodu nieplacenia skladek cztonkowskich, po rocznym okresie karencji, od 01.10.2018 r”
Uchwala dotyczy 0séb, ktére z powodu dtugoletnich zalegtosci w oplacaniu sktadek zostaly usuniete z grona
cztonkéw PTM po Nadzwyczajnym Walnym Zebraniu Delegatow PTM, ktére odbylo si¢ we wrzesniu ub. r.
w Krakowie.

Osoby, ktore zostaly skreslone po 1.10.2017 r. moga przystapi¢ ponownie do PTM zgodnie ze Statutem PTM
z dnia 23.09.2016 r., paragraf 16.

Prezydium ZG PTM wraz z Komisja Konkursowa przygotowalo materialy (w tym Regulamin Konkursu)
zwigzane z konkursem o Nagrode Naukowa PTM im. prof. Edmunda. Mikulaszka. W Uchwale nr 32-2018
Prezydium ZG PTM podjeto decyzje w sprawie przyjecia Regulaminu i materialéw towarzyszacych, dotycza-
cych Nagrody Naukowej PTM im. Prof. Edmunda Mikulaszka.

Nagroda w 2018 r. dotyczy czlonkéw PTM, autorow publikacji, ktore ukazaly si¢ drukiem w latach 2016-
2017. Wszystkie informacje o konkursie znajduja si¢ ponizej oraz na stronie internetowej PTM.

Termin sktadania wnioskéw: 31.10.2018 r.
Ogloszenie wynikéow konkursu: 15.12.2018 r.
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MATERIALY ZWIAZANE Z KONKURSEM
O NAGRODE NAUKOWA PTM IM. PROFE. EDMUNDA MIKULASZKA

Nagroda Naukowa Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw im. prof. Edmunda Mikulaszka

Pan Profesor Edmund Mikulaszek byt wybitnym mikrobiologiem polskim. Urodzit si¢ 21 wrzesnia 1895 roku
we Lwowie. Studiowal medycyng na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie, gdzie uzyskat
dyplom doktora wszech nauk lekarskich, a nastepnie stopienn naukowy docenta mikrobiologii i serologii. Byt m.in.
kierownikiem Katedry Mikrobiologii Lwowskiego Instytutu Weterynaryjnego, filii Panstwowego Zaktadu Higieny
we Lwowie i Sanitarno-Epidemiologicznego Laboratorium Frontu. Po wojnie zorganizowal i objat kierownictwo
Zaktadu Mikrobiologii Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Warszawskiego, a nastepnie Akademii Medycznej
w Warszawie. Przewodniczyl m.in. Komitetowi Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk, Radzie Naukowej Woj-
skowego Instytutu Higieny i Epidemiologii oraz podkomisji surowic i szczepionek Komisji Farmakopei Polskiej.
Oglosit ok. 200 prac z dziedziny mikrobiologii, immunologii i immunochemii, wigkszo$¢ w czasopismach zagra-
nicznych. Wielokrotnie reprezentowat nauke polska na kongresach i konferencjach miedzynarodowych, wyszkolit
wielu samodzielnych pracownikéw naukowych. W okresie miedzywojennym za udzial w wojnie w 1920 roku
zostal odznaczony medalem i Zlotym Krzyzem Zastugi, za udziat w II wojnie — Krzyzem Grunwaldu III klasy,
po wojnie — Krzyzem Oficerskim i Komandorskim z Gwiazda Orderu Odrodzenia Polski. Nad wyraz skromny,
prawy, sumienny, zyczliwy ludziom, o duzej kulturze osobistej, bez reszty oddany nauce, darzony powszechnym
szacunkiem $rodowiska. Zmarl po cigzkiej chorobie 26 sierpnia 1978 roku, w wieku 83 lat, pochowany zostal
z asystg wojskowa na Powazkach (Med Dosw Mikrobiol 1993, 45, 529-531).

Przez spadkobiercéw Profesora zostata ufundowana Nagroda Jego Imienia przyznawana przez Polskie Towa-
rzystwo Mikrobiologdw.

Nagroda jest przyznawana co dwa lata za prace doswiadczalne z zakresu szeroko pojetej mikrobiologii, wyko-
nane przez mlodych pracownikéw nauki, cztonkéw PTM, ktorzy w chwili wnioskowania o nagrode nie prze-
kroczyli 35 roku zycia i nie byli w tym okresie samodzielnymi pracownikami naukowymi. Wspoétautorami prac
moga by¢ profesorowie lub doktorzy habilitowani bez prawa wyrdznienia nagroda pieni¢zna, natomiast z prawem
do wyrédznienia okolicznosciowym dyplomem. Prace powinny by¢ wykonane w pracowniach na terenie kraju.
Wspolautorami prac przedstawionych do Nagrody nie moga by¢ autorzy zagraniczni.

Prace do Nagrody sa zglaszane przez autora bezposrednio zainteresowanego.

Przewidziane sg nagrody pieniezne w wysokosci:

I stopnia - 5.000 zt
II stopnia - 3.000 zt

IIT stopnia — 2.000 zt

Komisja konkursowa sktada si¢ z 7 0sdb: przewodniczacego, 2 redaktoréw naczelnych czasopism PTM - Postepy
Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology oraz 4 cztonkéw.

Nagrody im. prof. Mikulaszka bedg wreczane na najblizszym Zjezdzie PTM, a Laureat Nagrody zobowiazany
jest do prezentacji nagrodzonej pracy na tym Zjezdzie. Zarzad Gléwny PTM moze podja¢ decyzje o innej formie
wreczenia nagrody.

Szczegotowe informacje dotyczace zasad Konkursu przedstawia Regulamin Nagrody Naukowej PTM

im. prof. Edmunda Mikulaszka zamieszczony na stronie internetowej PTM: www.microbiology.pl

Sklad Komisji w edycji Konkursu w 2018 r.:

— prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba — Przewodniczaca Komisji
prof. dr hab. Elzbieta Anna Trafny — Redaktor Naczelny Polish Journal of Microbiology
— prof. dr hab. Jacek Bielecki — Redaktor Naczelny Postepy Mikrobiologii
prof. dr hab. Matgorzata Bulanda — Czlonek Komisji
prof. dr hab. Wiestaw Kaca - Czlonek Komisji
dr hab. prof. nadzw. UL Beata Anna Sadowska — Czlonek Komisji
dr hab. prof. nadzw. PG Beata Krawczyk- Czlonek Komisji
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REGULAMIN
Nagrody Naukowej im. prof. Edmunda Mikulaszka ustanowionej
przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologow

. Nagroda jest przyznawana, co dwa lata za prace do$wiadczalne z zakresu szeroko pojetej mikrobiologii,

wykonane przez mtodych pracownikéw nauki, bedacych w roku ukazania sie publikacji oraz aktualnie czton-
kami PTM, ktorzy w chwili wnioskowania o nagrodg¢ nie przekroczyli 35 roku Zycia i nie byli w tym okresie
samodzielnymi pracownikami naukowymi.

. Nagrode przyznaje si¢ za prace doswiadczalng lub cykl prac doswiadczalnych $cidle ze soba tematycznie

powiazanych, opublikowanych w okresie dwoch lat poprzedzajacych rok przyznawania nagréod.

. Prace powinny by¢ wykonane w pracowniach na terenie kraju i mie¢ afiliacje polskiej instytucji naukowej,

wspolautorami nie moga by¢ autorzy zagraniczni.

. Autor wnioskujacy o nagrode (wzor — Zal. 1) powinien mie¢ decydujacy wkiad w wykonanie i przygotowanie prac:

a) w przypadku kiedy jest jeden wnioskodawca - przy 2 wspoétautorach co najmniej 60%, przy trzech i wiecej
wspotautorach, co najmniej 40%. Ponadto powinien by¢ pierwszym autorem — w pojedynczej publikacji
zgtaszanej do nagrody lub w wiekszos$ci publikacji zglaszanego cyklu (wzor - Zat. 2).

b) w przypadku kiedy jest dwoch wnioskodawcow - kiedy sg dwoma wspdtautorami tej samej publikacji,
a ich wklad wynosi po 50%; kiedy jest 3 autoréw to wktad kazdego z wnioskodawcdéw wynosi co najmniej
40%. Ponadto w przypadku pracy z 3 autorami jeden z wnioskodawcédw powinien by¢ pierwszym autorem
(wzbr - Zat. 2).

. Wspolautorami prac moga by¢ profesorowie lub doktorzy habilitowani bez prawa wyrdznienia nagroda pie-

niezna, natomiast z prawem do wyréznienia okoliczno$ciowym dyplomem. Wklad autora wnioskujacego
winien by¢ potwierdzony o$wiadczeniami wspdtautoréw (wzor — Zat. 2).

. Zarzad Gtéwny PTM podejmuje Uchwale o kolejnej edycji Konkursu o Nagrode Naukowa im. prof. Edmunda

Mikulaszka i oglasza na stronie internetowej PTM miejsce oraz termin zglaszania prac do Konkursu.

. Prace do Nagrody sa zgtaszane przez autora bezposrednio zainteresowanego droga e-mailowg do Przewodni-

czacej 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

. Warunkiem przyjecia pracy/cyklu prac do Nagrody jest zlozenie:

a) wniosku zawierajacego dane dotyczace autora zgloszonego do nagrody pienieznej lub autoréw (wzoér — Zat. 1),
b) odbitek publikacji,

¢) o$wiadczenia wspdtautoréw o wyrazeniu zgody na zlozenie wniosku (wzor — Zat. 2).

. Postepowanie kwalifikacyjne bedzie przeprowadzone w ciagu 6 tygodni od uptywu terminu zglaszania prac.

Etapy postepowania Komisji Konkursowej:

- Przewodniczacy Komisji Konkursowej dokonuje wstepnej oceny wnioskow, sprawdza w biurze PTM okres
przynaleznos$ci kandydata do PTM, nastepnie wnioski spelniajace warunki formalne przekazuje droga
e-mailowg pozostalym cztonkom komisji celem wytypowania najlepszych prac.

- Kazdy z cztonkéw Komisji ustala wedtug wlasnej oceny ranking nadestanych wnioskéw. Ocena wnioskow
jest dokonywana na podstawie regulaminu pracy komisji oceniajacej. Suma przyznanych przez wszystkich
oceniajacych punktéw decyduje ostatecznie o rankingu wnioskéw. W przypadku uzyskania jednakowej
liczby punktéw decyzje o przyznaniu Nagrody podejmuje przewodniczgcy Komisji Konkursowe;j.

- Czlonek Komisji Konkursowej nie uczestniczy w ocenie pracy, w ktérej on sam lub jego bezposredni pod-
wladni sg wspolautorami. W takim przypadku sume punktéw przyznanych wnioskowi przez pozostatych
cztonkow Komisji powieksza sie o $rednig tych ocen.

Przewidziane s3 nagrody pieniezne w wysokosci:

I stopnia - 5.000 zt
IT stopnia - 3.000 zt

III stopnia — 2.000 zi

W przypadku podania kilku oséb do nagrody, gratyfikacja finansowa bedzie dzielona réwno pomiedzy

wspolautorow.

Ustalenia Komisji Konkursowej przekazywane sg do Zarzadu Gléwnego PTM, ktory podejmuje stosowna

Uchwate.

Nagrody Naukowe PTM im. prof. E. Mikulaszka sg wreczane na najblizszym Zjezdzie PTM, a Laureat Nagrody

zobowigzany jest do prezentacji nagrodzonej pracy/cyklu prac na tym zjezdzie. Zarzad Gléwny PTM moze

podjac decyzj¢ o innej formie wreczenia Nagrody.
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13. Ztozenie Wniosku o Nagrode Naukowa PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka jest rGwnoznaczne z wyraze-
niem zgody na przetwarzanie danych w celu udzialu w Konkursie o Nagrode Naukowg im. prof. Edmunda
Mikulaszka.

Regulamin zatwierdzono Uchwala nr 32-2018 Prezydium Zarzagdu Gléwnego PTM dnia 16.07.2018 r.

Zalacznik 1
do REGULAMINU Nagrody Naukowej im. prof. Edmunda Mikulaszka
ustanowionej przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologow

Whniosek
o Nagrode Naukowa PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka

Dane autora wnioskujacego o nagrode pieniezna [w przypadku kilku autoréw (np. 2) nalezy wypetnic¢ kilka wnio-
skow (2) i zalgczy( kilka (2) oswiadczer osobno dla kazdego z wnioskujgcych wspétautorow].

Uwagi:
* niepotrzebne skresli¢

Oswiadczam, Ze w roku opublikowania pracy/prac bylem czlonkiem PTM i jestem nim obecnie.

Obowiazek infromacyjny

Administratorem Pani/Pana danych osobowych podanych w zwigzku z ubieganiem si¢ o0 Nagrode Naukowa
PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka jest Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw z siedzibg w Warszawie, adres:
ul. Stefana Banacha 1B, 02-097, Warszawa, KRS 0000006649 (dalej: PTM). Pani/Pana dane osobowe bedg prze-
twarzane na podstawie: art. 6 ust. 1 lit. a Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679
z dnia 27 kwietnia 2016 r.; (RODO) tj. Pani/Pana zgody na przetwarzanie danych osobowych, pod ktéra rozu-
miane jest zfozenie ww. wniosku jak rowniez na podstawie art. 6 ust. 1 lit f RODO, tj. jest to niezbedne do celow
wynikajgcych z prawnie uzasadnionych interesow realizowanych przez administratora jakim jest obrona przed
ewentualnymi roszczeniami.

Pani/Pana dane osobowe beda przetwarzane w celu rozpatrzenia wniosku i udziale w Konkursie o Nagrode
Naukowg im. prof. Edmunda Mikulaszka. Podanie danych jest dobrowolne lecz ich niepodnie uniemozliwi udziat
w konkursie. Pani/Pana dane beda udostgpniane uprawnionym na podstawie przepiséw prawa organom panstwo-
wym. Pani/Pana dane beda rowniez przekazane podmiotom przetwarzajacym takim jak podmioty $§wiadczace
na naszg rzecz ustugi IT.

Pani/Pana dane osobowe beda przetwarzane do dnia rozstrzygniecia Konkursu o Nagrode Naukowg im. prof.
Edmunda Mikulaszka, a nastepnie przez okres niezbedny do ustalenia, dochodzenia lub obrony roszczen (tj. przez
czas przedawnienia tych roszczen). Przystuguje Pani/Panu prawo dostepu do swoich danych osobowych, zada-
nia ich sprostowania lub usuniecia. Ponadto przystuguje Pani/Panu prawo do zZadania ograniczenia przetwarza-
nia, prawo sprzeciwu wobec ich przetwarzania oraz prawo do przenoszenia danych. W kazdym momencie moze
Pani/Pan wycofa¢ wyrazong zgode, w takim wypadku udzial w konkursie bedzie jednak niemozliwy. Przystuguje
Pani/Panu réwniez prawo wniesienia skargi do Prezesa Urzedu Ochrony Danych Osobowych.
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Zalacznik 2
do REGULAMINU Nagrody Naukowej im. prof. Edmunda Mikulaszka
ustanowionej przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologow

Oswiadczenie
OSWIAACZAIM, ZE€ AULOT . . . . vt vttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
mial decydujacy wklad (Regulamin Nagrody) zgodnie z opisem indywidualnego wkladu ww. autora w jej/ich

wspolautorstwo w wykonanie i przygotowanie nizej wymienionej pracy/prac:

1. (Autorzy, tytut artykutu, nazwa czasopisma, rok, tom, strony.
Opis indywidualnego wkiadu oraz oszacowany % udziatu w danej publikacji wnioskujgcego o nagrodg)

2. (Autorzy, tytut artykutu, nazwa czasopisma, rok, tom, strony.
Opis indywidualnego wkiadu oraz oszacowany % udziatu w danej publikacji wnioskujgcego o nagrodg)

3. (Autorzy, tytut artykutu. nazwa czasopisma. rok, tom, strony.
Opis indywidualnego wkiadu oraz oszacowany % udziatu w danej publikacji wnioskujgcego o nagrodg)

i wyrazam zgode na zgloszenie jej/ich do Nagrody PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka.

Warszawa 18.09.2018r.

SEKRETARZ
Polsklego Towarzystwa Mikrabiclogdw

ﬁ /f{/:«' 5//

dr n. farm. Agnieszka/f. Laudy
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20 September 2018

Dear Stefan,
RE: FEMS Council 2018, Warsaw

| 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. | received many positive comments about the meeting
and the location from attendees. | hope that you enjoyed the event as much as we did. | particularly
enjoyed the social programme, enabling me to see much of Warsaw on my first visit to the city. |
would also like to pass on my thanks to the volunteers who contributed to the smooth running of

everything.

| 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 | look forward to returning

one day.

Warm regards

a4 77
Bauke Oudega

President, Federation of European Microbiological Societies

BUILDING

Registered Charity No. 1072117 | Company Limited by Guarantee No. 03565643 | VAT Number: GB 450 2703 83
Registered in England | FEMS, Moneypenny House, Ellice Way, Wrexham Technology Park, Wrexham LL13 7YT

cc Catherine Cotton, CEO
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