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OD WIELKIE] GENETYKI DO NEUROPSYCHOLOGII - ZARYS HISTORII BADAN
NAD POWIAZANIEM MIKROBIOMU Z ZACHOWANIEM CZLOWIEKA

Dominik Czajeczny*, Karolina Kabzinska, Rafal Wojciech Wojciak

Katedra i Zaktad Psychologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wplynelo w sierpniu, zaakceptowano w grudniu 20191.

Streszczenie: Po sukcesie Projektu Poznania Genomu Ludzkiego, w wyniku ktérego oszacowano liczbe genéw u czlowieka na jedynie
30-40 tysiecy, badacze skierowali swoja uwage na ogromna pule dodatkowych genéw obecnych w ciele i na powierzchni ciata cztowieka.
Same tylko jelita sg siedliskiem dla nawet 1000 szczepdw bakterii i innych mikroorganizméw. Mikroorganizmy wspodtzyjace z czlowie-
kiem dostarczajg pule 2-4 milionéw dodatkowych genéw. W 2009 roku postawiono hipotez¢ méwiacg, ze zmiany kompozycji mikro-
biomu wychwytywane sg przez neurony zlokalizowane na catej dlugosci jelita i komunikowane do moézgu, tworzac tzw. 0§ mézgowo-
-jelitows, ktdrej gtéwnym szlakiem jest nerw bledny. Poza wptywem na funkcjonowanie ukladu trawiennego i odpornosciowego, pierwsze
badania prowadzone w obszarze neuropsychologii wskazuja, ze mikrobiom jelitowy powigzany jest takze z funkcjonowaniem osi HPA,
a przez to z regulacja pobudzenia i emocji. Badania sugeruja takze zwigzek z funkcjonowaniem poznawczym. Jak na razie, mechanizmy
tych oddzialywan pozostaja w duzej mierze niepoznane. Historia badan nad mikrobiomem czlowieka obrazuje zlozong nature naszego
funkcjonowania i potrzebe integrowania wiedzy pochodzacej z dziedzin, na pierwszy rzut oka, bardzo odleglych, jak mikrobiologia
i psychologia. Dopoki zwiazki pomiedzy czlowiekiem a jego mikrobiomem nie zostana poznane, nasza wiedza o ludzkiej biologii i zacho-
waniu bedzie niekompletna.

1. Projekt Poznania Ludzkiego Genomu. 2. W poszukiwaniu brakujacych genéw. 3. Projekt Poznania Ludzkiego Mikrobiomu. 4. Poszuki-
wanie struktury w nieskonczonosci. 5. O$ mézgowo-jelitowa, w kierunku neuropsychologii. 6. Podsumowanie

FROM GREAT GENETICS TO NEUROPSYCHOLOGY - OUTLINE OF THE RESEARCH
ON THE ASSOCIATION BETWEEN MICROBIOTA AND HUMAN BEHAVIOUR

Abstract: After the success of the Human Genome Project, which lead to estimating the number of human genes at only about 30-40 thou-
sand, researchers started paying attention to a great number of genes present inside and on the surface of the human body. The gastrointes-
tinal tract alone is a habitat for up to 1000 species of bacteria and other microorganisms. These microorganisms add a pool of 2-4 million
additional genes. In 2009, a hypothesis was proposed that changes in microbiota are sensed by neurons localized along the entire bowel
length, and communicated to the brain, making up the gut-brain axis. The vagus nerve seems to serve as the main communication path.
Besides affecting gastrointestinal tract functions, primary neuropsychological studies show that gut microbiota is linked to HPA activity,
and thus with arousal regulation and emotional functions. Research also suggests a link to cognitive functions. For now, mechanisms of
those connections remain, for the most part, unknown. History of the research on human microbiota shows a complex nature of human
functions and the need for integration of knowledge from, as it may seem, distant branches of science, like microbiology and psychology.
While connections between microbiota and host organism remain unrecognized, our knowledge of human biology will be incomplete.

1. Human Genome Project. 2. In search for the missing genes. 3. Human Microbiome Project. 4. In search for the structure in infinity.
5. Gut-brain axis, towards neuropsychology. 6. Conclusions

Stowa kluczowe: genom czlowieka, mikrobiom jelitowy, psycholgia

Key words: human genome, gut microbiota, psychology

1. Projekt Poznania Ludzkiego Genomu

Gwaltowny rozwdj badan nad mikroorganizmami
zasiedlajacymi przewodd pokarmowy czlowieka i jego
znaczeniem dla calego organizmu jak tez zachowania,
zwigzany byl w duzej mierze z opublikowaniem pierw-
szej kompletnej sekwencji genomu ludzkiego.

W 1964 roku, Vogel [74] opublikowal prace, w ktorej
zawart obliczenia szacujace liczbe genéw u cztowieka.
Bazujac na 6wczesnej wiedzy i czynigc szereg zalo-
zen, uzyskal liczbe rzedu 6,7 miliona genéw. Nawet

wowczas, badacz ten uznat te liczbe za ,,niepokojaco
wysoky”. Wtedy nie bylo jeszcze wiadomo, ze miedzy
genami kodujacymi biatka znajduja si¢ liczne sekwencje
niekodujace (introny), jak tez — powtarzajace sie, two-
rzone przez liczne mutacje punktowe, sekwencje - tzw.
nonsensowne [60]. Korzystajac z coraz bardziej zaawan-
sowanych narzedzi molekularnych, kolejni naukowcy
podejmowali si¢ szacowania liczby genow czlowieka
[1, 6, 26, 28]. Wyniki tych szacunkéw przynosily coraz
nizsze liczby. Raport opublikowany w 1990 roku przez
National Institutes of Health (NIH) oraz Department of

* Autor korespondencyjny: Dominik Czajeczny, Katedra i Zaklad Psychologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcin-
kowskiego w Poznaniu, ul. Bukowska 70, 60-812 Poznan; e-mail: d.czajeczny@gmail.com
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Energy (DE) [3] zawieral juz szacunkowa liczbe genow
wynoszgcg okolo 100 000. W 2000 roku praca Ewinga
z zespolem [26] przewidywala istnienie 35000 genow
kodujacych biatka w genomie cztowieka. Spodziewano
sie, ze dokladng liczbe genéw pozwoli ustali¢ dopiero
wykonanie pelnej sekwencji genomu. To wymagato jed-
nak powolania projektu naukowego na niespotykang
do tamtej pory skale.

Jak opisal Collins z zespolem [19], pierwsze po-
wazne dyskusje na temat mozliwosci ustalenia petnej
sekwencji ludzkiego genomu zostaly zainicjowane
w 1985 roku przez kanclerza Uniwersytetu Kalifornij-
skiego w Santa Cruz — Roberta Sinsheimera. Naukowcy
podaja w artykule [19], ze wigkszo$¢ srodowisk nauko-
wych uznalo wtedy pomyst za szalony, lub w najlep-
szym wypadku - przedwczesny. Projekt nabraf tempa,
kiedy kierownictwo przejal James D. Watson, laureat
Nagrody Nobla z 1962 roku, ktéra przyznano mu za
opisanie struktury DNA.

W 1986 roku, DeLisi z amerykanskiego DE zdecy-
dowat o rozpoczeciu finansowania badan nad sekwen-
cjonowaniem i mapowaniem DNA cztowieka [19].
W 1988 roku U.S. National Research Council of the
U.S. National Academy of Sciences rekomendowata
powolanie Human Genome Project (HGP), wnioskujac
o finansowanie wynoszace okoto 200 milionéw dolaréw
rocznie. Projekt mial trwa¢ 15 lat [19]. W 1990 roku
Kongres utworzyt budzet dla HGP i wyznaczyl termin
realizacji na rok 2005. W pazdzierniku 1989 roku, kilka
tysiecy naukowcow roznych specjalizacji zgromadzito
sie w San Diego, na konferencji ,Human Genome 1”
[29]. Oficjalne rozpoczecie projektu zwigzane bylo
z opublikowaniem w 1990 manifestu Jamesa D. Watsona,
ktory ukazal sie w czasopismie Science [77]. Projekt sta-
nat pod znakiem zapytania w 1998 roku. W dniu 9 maja,
spotka Perkin-Elmer, bedaca wiascicielem Applied Bio-
systems — najwigkszego producenta sprzetu laborato-
ryjnego i odczynnikéw do sekwencjonowania DNA,
oglosita plan zsekwencjonowania ludzkiego genomu
z wykorzystaniem prywatnego finansowania [58]. Jak
opisywal Olson [58], na czele projektu miat stang¢ bio-
log molekularny - Craig Venter. Nowe przedsiewzigcie
nazwano Celera (nazwa wywiedziona zostata od tacin-
skiego stowa acceleratio, oznaczajgcego przyspieszenie).
Spotka twierdzila, ze jest w posiadaniu technologii
umozliwiajacej zrealizowanie celu w okresie 3 lat, przy
ulamku HGP i przy utrzymaniu rygorystycznej kontroli
jako$ci. Wynik miat zosta¢ upubliczniony, z wyjatkiem
»skromnej liczby” sekwencji, ktdre zostalyby opatento-
wane. Jesli zapowiedzi okazalyby sie prawdziwe, zasad-
nos¢ dalszego publicznego finansowania HGP stanetaby
pod znakiem zapytania. Agresywna kampania medialna
Craiga Ventera tworzyta narracje o ,,naukowcu - indy-
widualiscie, ktéry wystepuje przeciwko zabetonowa-
nemu ukladowi pozbawionemu wyobrazni”

Subcommittee on Energy and Environment of the
Committee on Science of the U.S. House of Representa-
tives zorganizowat 17 czerwca 1998 przestuchanie [72],
majace na celu zweryfikowac, czy Celera jest projektem
uzupelniajagcym wobec HGP, czy tez moze potencjalnie
sprawic, ze ten drugi okaze si¢ zbyteczny [58]. Po prze-
stuchaniach, Francis Collins, dyrektor National Human
Genome Research Institute of the National Institutes of
Health, wydal oswiadczenie méwiace, ze zapewnienia
Ventera o upublicznieniu sekwencji przez Celera Cor-
poration nie sg dla spdotki w Zaden sposob wigzace, dla-
tego tez jedyna droga zapewnienia publicznego dostepu
do sekwengcji ludzkiego genomu jest kontynuowanie
prac publicznego projektu. Wypowiedz te okreslono
pdzniej jako prorocza [58]. Wedlug Olsona [58], 3 lata
pdzniej zadne sekwencje odczytane przez przedsiewzie-
cie Ventera nie zostaly opublikowane w banku gendéw.

Jak pisze Collins z zespolem [19], wielu pobocznych
obserwatoréw podnosito glos, ze wlasciwym rozwigza-
niem jest poszukiwanie mozliwosci wspolpracy miedzy
dwoma przedsiewzieciami. Wielokrotnie podejmowane
proby polaczenia wysitkéw, jednak zadna nie byta
zwienczona sukcesem. Mimo, ze wspolpraca okazala si¢
niemozliwa, dzigki negocjacjom, w ktorych brat udziat
m.in. Aristides Patrinos, dyrektor Office of Biological
and Environmental Research in the U.S. Department of
Energy [19], uzgodniono, ze wyniki prac obu zespotow
zostang opublikowane jednoczesnie. Jako date publika-
cji wybrano luty 2001 roku.

Po 11 latach od rozpoczecia HGP i zaledwie 3 latach
od rozpoczecia prywatnej inicjatywy Celera, opubliko-
wana zostala pierwsza pelna sekwencja genomu czto-
wieka. Pierwszy z zespotéw opublikowat efekty miedzy-
narodowej wspolpracy w czasopi$mie Nature [42], drugi
- w Science [73]. Obie pracy okazaly sie wzajemnie uzu-
pelnia¢ swoje wyniki. Sukces pierwszej powaznej proby
wejscia w ,wielka nauke” zachecil badaczy do podejmo-
wania kolejnych projektéw na tak duzg skale [19].

2. W poszukiwaniu brakujacych genow

Od lat 60. XX wieku, do poczatku XXI wieku, szaco-
wana przez naukowcow liczba genow czlowieka syste-
matycznie sie zmniejszala [60]. Zespot HGP, ktorym
kierowal Watson, oszacowal liczbe ludzkich genéw
kodujacych biatka na 30 000-40 000 [42]. Zespot kiero-
wany przez Ventera [73] argumentowal, Ze liczba genéw
u czlowieka moze by¢ nawet nizsza niz 30 000. Analizy
wykonane przez Celera Corporation sugerowaly ist-
nienie 26 588 genéw podpartych mocnymi dowodami,
oraz przewidywaly istnienie okofo 12 000 dodatkowych,
podpartych stabszymi dowodami. Liczby te byty zdecy-
dowanie nizsze niz szacunki, ktére publikowano przed
wykonaniem sekwencji genomu czlowieka [1, 6, 26, 28].
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Wiadomos¢, ze zwigkszenie liczby genéw o 1/3 moze
wystarczy¢, aby prosty nicien (Caenorhabditis elegans,
posiadajacy okoto 20 000 genéw [20]), rozwinat si¢ do
poziomu cztowieka, sprowokowata ozywiong debate
w $rodowiskach naukowych [18]. Jean Michel-Claviere
argumentowal [18], ze tzw. paradoks N-value (brak
zwigzku miedzy masg posiadanego DNA oraz liczbg
genow, a intuicyjng zlozonos$cig organizmu) wynika
z niejasnego definiowania przez réznych badaczy zlo-
zonosci organizmu. Claviere podaje, ze odpowiadajac
na pytanie o ztozonos¢ organizmu, cz¢$¢ badaczy z jego
laboratorium przyjmowata za kryterium réznorodnos¢
komorkows, inni - zlozono$¢ ukladu nerwowego, jesz-
cze inni uwzgledniali kulturowe osiggniecia cztowieka.
W zwigzku z tym, liczba 30000 genéw nie byla dla
wszystkich zaskoczeniem.

Jednak jeszcze przed zakonczeniem HGP, Davies [22]
argumentowal, Ze opisywanie jego rezultatow jako ,,prze-
pisu na stworzenie czlowieka” jest przesadne. Zwrdcit
uwage, ze nasze istnienie jest zalezne od czego$ wie-
cej niz okoto 30000 genéw, ktére udato sie odczytac.
Powierzchnia ciata oraz takze jego wnetrze sg siedliskiem
dla nawet 1000 szczepow bakterii i innych mikroorga-
nizméw. Dostarczajg one dodatkowa pule 2 do 4 milio-
now genow, ktére w wigkszosci nie zostaly scharakte-
ryzowane. To az do 150 razy wiecej, niz zawiera genom
czlowieka. Zdaniem Daviesa, dopoki zwiazki pomiedzy
czlowiekiem a jego mikrobiomem nie zostang poznane,
nasza wiedza o ludzkiej biologii bedzie niekompletna.

Juz w 1985 roku, mikroekolodzy Stanley i Konopka
[67] zwrocili uwage, ze obserwacje mikroskopowe
mikroorganizmdéw pozyskanych z przewodu pokarmo-
wego pozwalajg na ukazanie znacznie wigkszej zlozo-
nosci mikrobiomu jelitowego, niz obrazowat tradycyjny
poglad, uksztaltowany z wykorzystaniem badan posie-
wowych, skupiajacych sie na pojedynczych mikroorga-
nizmach. Ograniczeniem tego drugiego podejscia byty
trudnosci z hodowla wielu mikroorganizméw. Obecnie
szacuje sie, ze nie jesteSmy w stanie hodowa¢ od 20%
do nawet 80% mikroorganizmoéw zasiedlajacych ciato
czlowieka [25, 36]. Niesie to ze soba ryzyko niedoszaco-
wania znaczenia i ztozonosci mikroorganizméw wcho-
dzacych w sktad mikrobiomu.

Obserwacja Stanleya i Konopki dala poczatek ba-
daniom majacym na celu opisanie zlozonosci struk-
tury i interakcji kolonii, ktére zasiedlaja jelita [47].
Dopiero jednak pojawienie si¢ nowoczesnych narze-
dzi metagenomiki, umozliwiajacej badanie genéw uzy-
skanych bezposrednio ze srodowiska, zapoczatkowalo
kompleksowe prace nad préba zrozumienia mikro-
bow wspolistniejacych z czlowiekiem [36, 59]. Poje-
cia ,,mikrobiom”, do okreslenia ekologicznej spotecz-
nosci wszystkich mikroorganizmoéw, ktére dzielg nasza
przestrzen zyciowa, po raz pierwszy uzyl w 2001 roku
Joshua Lederberg [44].

3. Projekt Poznania Ludzkiego Mikrobiomu

Podczas miedzynarodowego spotkania naukowego,
ktore odbylo si¢ w Paryzu, w listopadzie 2005 roku,
przedstawiono rekomendacj¢ utworzenia Human
Intestinal Metagenome Initiative (HIMI) [55]. Celem
projektu mialo by¢ bardziej kompletne niz dotych-
czas zdefiniowanie mikrobiomu jelitowego w zdrowiu
i chorobie. Jelita s3 najwieksza nisza w organizmie czlo-
wieka, w ktdrej bytuja mikroorganizmy, oraz stanowia
najwigkszg powierzchnig kontaktu ciata z otoczeniem
[49], stad tez decyzja o rozpoczeciu badan wlasnie od
tej lokalizacji [55]. Rekomendowano takze polaczenie
wysitkow zespolow z réznych osrodkéw badawczych
i utworzenie International Human Microbiome Con-
sortium, ktore zajmie si¢ gromadzeniem wynikow
z laboratoriow w réznych krajach. W wyniku ustalen
poczynionych w toku paryskiego spotkania powotano
takze Human Microbiome Project (HMP), w ramach
NIH Roadmap for Biomedical Research. Celem pro-
gramu bylo szerokie zbadanie mikrobiomu pobranego
z co najmniej 4 lokalizacji ciata (przewodu pokarmo-
wego, ust, pochwy oraz skory) [55]. Koszt projektu
oszacowano na 150 mln dolaréw [12], a $rodki mialy
pochodzi¢ z budzetu NIH [55].

W 2007 roku, Turnbaugh z zespotem [71] opubliko-
wali w czasopi$mie Nature zatozenia HMP, okreslajac
projekt jako logiczne nastepstwo HGP. Wedtug nich,
HMP wynikal z uznania faktu, ze czlowiek jest czes-
cig bardziej zlozonego organizmu (superorganism),
w skiad ktérego wchodzg komoérki somatyczne czlo-
wieka, oraz komdrki mikroorganizméw zasiedlajacych
jego cialo. Szacuje sig, ze te drugie swoja liczebnoscia
10-krotnie przewyzszaja komorki ludzkie [71]. HMP
mialo na celu opisanie tego, jak mikrobiom przyczynia
sie do funkcjonowania organizmu czlowieka, jego nor-
malnej fizjologii oraz stanéw chorobowych.

W 2010 roku, opublikowano wyniki projektu Meta-
HIT (Metagenomics of the Human Intestinal Tract)
[61], finansowanego przez Komisje Europejska. Zespot
kierowany przez Qina wykonal metagenomowe sekwen-
cjonowanie probek katu pobranych od 124 uczestni-
kéw z Europy. Do badania wiaczono osoby o normal-
nym BMI (body-mass index), z nadwaga i otyloscia,
a takze osoby z nieswoistym zapaleniem jelit. Pozy-
skano 3,3 miliona unikalnych genéw, wyodrebnionych
z sekwencji zawierajacych lgcznie 576,7 miliardow
zasad. Znaczna cze$¢ gendw okazala si¢ by¢ wspolna dla
0sob, od ktorych pobrano prébki. Okoto 40% genow
pochodzacych od kazdego uczestnika zostata odnale-
ziona u przynajmniej polowy pozostatych badanych.
Ponad 99% genomu pochodzilo od bakterii, sugerujac
obecno$¢ ponad 1000 szczepow. Reszte stanowily gtow-
nie archeony. Tylko okoto 0,1% genéw byto pochodze-
nia eukariotycznego i wirusowego.
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Wedlug hipotezy zaproponowanej przez Gonzaleza
i wsp. [32], mikrobiom jelitowy jest tacznikiem pomie-
dzy naszym wyposazeniem genetycznym a historig eks-
pozycji srodowiskowych. Nowe metody sekwencjono-
wania DNA, ktore pojawily sie na poczatku XXI wieku,
pozwolily na opisanie funkgji, jakie mikrobiom petni
w funkcjonowaniu czlowieka. Poza oddzialywaniem
lokalnym, w obrebie przewodu pokarmowego, mikro-
biom wplywa takze na szereg proceséw zachodzacych
w ciele czlowieka. Mikrobiom jelitowy bierze udzial
w metabolizmie nierozkladanych przez czlowieka
zwigzkow, jak np. wielocukréow, niektérych aminokwa-
sow i ksenobiotykdow, biosyntezie witamin i isopreno-
idéw [12], oraz modyfikuje wchlanianie skladnikow
mineralnych z pokarmu [66]. Wykazano powigzania
mikrobéw bytujacych w jelitach z otyloscig o choro-
bami metabolicznymi, jak np. cukrzyca typu drugiego
[17, 70]. Mikrobiom jelitowy pelni funkcje ochronne
przed patogenami, konkurujac o skladniki odzywcze
i nisze, w ktérych moglyby sie osiedla¢ szkodliwe dla
czlowieka mikroorganizmy [40]. Bierze udzial w doj-
rzewaniu uktadu odpornosciowego, moze takze ini-
cjowa¢ lub modyfikowaé odpowiedz immunologiczng
organizmu [40, 47]. Najnowsze badania dostarczaja
takze dowodow na powigzania mikrobiomu jelitowego
z funkcjonowaniem osrodkowego ukladu nerwowego
OUN, a przez to z fenotypem zachowania: funkcjono-
waniem poznawczym, osobowoscis, nastrojem, snem
oraz zachowaniami zwigzanymi z odzywianiem [32].
Zmiany skladu mikrobiomu jelitowego obserwowane
s nie tylko w zaburzeniach przewodu pokarmowego
[8, 54], ale takze w zaburzeniach psychicznych [76],
w tym zaburzeniach nastroju, a takze w innych zabu-
rzeniach zwigzanych z obnizeniem funkcjonowania
poznawczego, jak np. encefalopatia cukrzycowa [80]
i choroba Alzheimera [38]. Do opisywania tych zalez-
nosci poszukiwano odpowiedniej ramy teoretycznej,
ktdra ulatwiataby analizy i interpretacje wynikow.

4. Poszukiwanie struktury w nieskonczonosci

Kazdy czlowiek posiada unikalng kompozycje
mikrobiomu, ktéra rozwija si¢ i zmienia w trakcie zycia,
jednoczesnie pozostajac wzglednie stabilng [50, 82].
Postep w poszukiwaniu cech wspolnych mikrobiomu
(czy tez “rdzennego mikrobiomu”) nastapit wraz z opu-
blikowaniem w 2011 roku, w czasopi$mie Nature, kon-
cepcji enterotypow [7].

Zespot kierowany przez Arumugama [7], z probek
kalu pobranych od uczestnikéw z 4 réznych krajow,
wykonal 22 sekwencjonowania metagenomowe. Do
analiz wlaczono takze opublikowane wczes$niej meta-
genomy. Razem pozyskano 39 préobek. Pozwolilo to
na zidentyfikowanie w zebranych danych 3 klastréw,

ktore okreslono mianem enterotypéw. Kazdy z nich
charakteryzuje si¢ dominacja jednego z rodzajow bak-
terii: Bacterioides, Prevotella lub Ruminococcus. Zespot
zidentyfikowal takze identyczne klastry w 2 opubliko-
wanych wczesniej kohortach. Arumugam z zespotem
[7] argumentowali, ze ich odkrycie przemawia za istnie-
niem ograniczonej liczby prawidfowo funkcjonujacych
stanéw mikrobiomu oraz za dyskretng, a nie ciagla,
charakterystyka kompozycji mikrobiomu. We wspom-
nianym badaniu, enterotypy okazaly sie by¢ niezalezne
od indywidualnych zmiennych, jak pte¢, wiek czy BMI.
Mimo tego, udalo sie¢ zidentyfikowac geny istotnie sko-
relowane z wyzej wymienionymi zmiennymi, co moze
wskazywa¢ na diagnostyczng uzytecznos¢ markerdw
mikrobowych. Zespdt podkreslil jednak, ze analiza
strukturalna nie dostarcza zbyt wielu informacji o funk-
cjach, ktore petni mikrobiom.

Glosy krytyki pojawily si¢ bardzo szybko. W tym
samym, 2011 roku, zesp6t kierowany przez Wu [79] opu-
blikowal badanie, w ktérym udalo si¢ zidentyfikowaé
tylko dwa enterotypy, zdominowane przez bakterie ro-
dzaju Bacteroides i Prevotella. Dodatkowo, dane sugero-
waly, Ze sg one powigzane z dietg osob, od ktérych po-
brano probki do analiz. Dieta bogata w biatko zwigzana
byla z enterotypem Bacteroides, dieta bogata w weglo-
wodany wspotwystepowata z enterotypem Prevotella.

Sam Arumugam przedstawil 20 marca 2012 roku, na
Miedzynarodowym Kongresie Ludzkiego Mikrobiomu
w Paryzu [81], nowe dane sugerujace, ze granice miedzy
enterotypami mogg nie by¢ tak wyrazne, jak sugerowaty
pierwsze badania. Zespot, ktory opublikowal oryginalna
prace przedstawiajacg koncepcje enterotypow, pow-
torzyl analizy na znacznie wigkszej grupie skladajacej
sie z 663 0s6b z Danii i Hiszpanii. Z danych wynikato, ze
bakterie rodzaju Methanobrevibacter wchodza w sktad
enterotypu zdominowanego przez rodzaj Ruminococcus,
a granica mi¢dzy tym klastrem, a enterotypem zdomi-
nowanym przez Bacteroides nie jest tak wyrazna. Gra-
nica migdzy wyzej wymienionymi a trzecim enteroty-
pem - zdominowanym przez rodzaj Prevotella, nadal
pozostala wyraznie zarysowana. Podczas konferencji
glos w sprawie zabral takze Dan Knights [81]. Argu-
mentowal, Ze enterotypy moga zupelnie nie istnie¢. Jego
badanie, przeprowadzone na probkach pobranych od
ponad 1200 o0s6b, obrazowalo kontinuum kolonii, roz-
ciagajace si¢ od dominacji rodzaju Bacteroides, do domi-
nacji rodzaju Prevotella. Wedlug Knightsa, stwierdzenie,
ze kolonie bakterii jelitowych tworza wyrazne klastry
jest zbyt mocne i nie ma solidnych dowodéw przema-
wiajacych za nim. Argumentowal, Ze enterotypy nie sa
dyskretne, jak np. grupy krwi, a raczej tworza pewne
gradienty. Podobne argumenty pojawialy sie takze ze
strony innych zespotéw [39, 81]. W 2014 roku Knights
[41] argumentowal takze, zZe chociaz dyskusja o tym,
czy enterotypy maja charakterystyke dyskretna, czy
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tez ciagla, moga wydawac si¢ nieistotna, to okreslenie
struktury mikrobiomu ma ogromne znaczenia dla for-
mulowania pytan badawczych i wybierania metod, ktére
pozwolg zrozumie¢ ztozono$¢ i zmiennos¢ mikrobiomu
jelitowego czlowieka.

5. O$ mozgowo-jelitowa, w kierunku
neuropsychologii

Na calej dlugosci jelita znajduje sie 10® neuronéw
réznych typow, tworzacych zlozone tuki odruchowe,
ktore reguluja funkcjonowanie jelit. Razem okreslane sa
mianem jelitowego ukladu nerwowego (enteric nervous
system, ENS) [33]. Uklad ten jest przedmiotem badan
od dawna, a jego struktura i funkcje w obrebie przewodu
pokarmowego zostaly dos¢ dobrze opisane [27, 33].

Dinan z zespolem [24] wprowadzili w 2013 roku ter-
min ,,psychobiotyk’, definiujac go jako zywy organizm,
ktéry spozywany w adekwatnej ilo$ci przyczynia sie do
poprawy zdrowia pacjentéw z zaburzeniami psychicz-
nymi. Bakterie z rodzaju Bifidobacterium wykazuja zdol-
no$¢ hamowania reakcji zapalnych [62], oraz przywra-
caja balans pomiedzy pro- i przeciwzapalnymi cytokina-
mi u pacjentéw z zespolem jelita drazliwego [56]. Zdol-
no$¢ probiotykéw do wplywania na stany psychiczne
wydaje si¢ jednak wykracza¢ poza dobrze opisany wptyw
na szlaki zapalne [48]. Probiotyki wplywaja na aktyw-
no$¢ osi podwzgorze — przysadka — nadnercza (HPA),
wykazujac dziatanie hamujace wobec uwalniania kor-
tyzolu [23]. W badaniach na szczurach wykazano, ze
terapia probiotykami reguluje aktywno$¢ osi HPA w od-
powiedzi na stres, poprzez obnizenie poziomu kortyko-
steronu, hormonu adrenokortykotropowego, oraz eks-
presji czynnika uwalniajacego kortykotroping w pod-
wzgorzu [2]. Badania Sudo z zespolem [69] sugeruja, ze
ekspozycja na bakterie probiotyczne na wczesnym eta-
pie rozwoju jest niezbedna do prawidtowego rozwoju
i funkcjonowania osi HPA. Probiotyki moga wplywac na
stan psychiczny poprzez zwigkszanie dostepnosci tryp-
tofanu (prekursora serotoniny), zwiekszanie syntezy sero-
toniny oraz redukowanie jej metabolizmu [23, 46]. Maja
zdolno$¢ produkowania neuroaktywnych zwiazkow,
takich jak m.in. kwas gamma-aminomastowy (GABA),
serotonina, katecholaminy oraz acetylocholina [75].

Bakterie probiotyczne maja zdolnos¢ modulowania
przepuszczalnosci jelita [2, 53], oraz bariery krew-mozg
[13]. Stres jest jednym z czynnikéw zwiekszajacych
przepuszczalno$¢ jelita, co umozliwia transfer komen-
salnych, Gram-ujemnych bakterii oraz fragmentéw
cze$ciowo przetrawionego jedzenia i moze uruchamia¢
systemowe reakcje zapalne [5, 78]. W badaniach Bailey’a
z zespolem [9], przeprowadzonych na myszach, wyka-
zano zmniejszenie liczebnosci bakterii rodzaju Bacte-
roides, oraz zwiekszenie liczebnosci bakterii rodzaju

Clostridium po ekspozycji zwierzat na stres. Obser-
wowane zmiany byly najwyrazniejsze, kiedy struktura
mikrobiomu oceniana byta bezposrednio po ekspozy-
cji. Czynnikiem uruchamiajacym reakcje zapalng jest
m.in. transfer lipopolisacharydow (LPS) [4], bedacych
czesécig Sciany komorkowej Gram-ujemnych bakterii.
LPS aktywuja kompleks toll-podobnych receptorow
(TLR2/4)-CD14 bioracych udziat w inicjowaniu reak-
cji zapalnej [4]. Wykazano wplyw LPS na aktywacje
obszaréw centralnego uktadu nerwowego zwigzanych
z kontrolg emocjonalng, w szczegdlnosci ciala migdato-
watego [34]. Badania Maes [51] z zespolem sugeruja, ze
transfer Gram-ujemnych bakterii stymuluje uwalnianie
immunoglobulin typu A oraz M, ktérych podwyzszony
poziom obserwuje sie w surowicy pacjentéw z depresja.
Uzyskane przez nich wyniki wskazuja, ze zwigkszona
przepuszczalno$¢ jelita moze by¢ zaréwno czynnikiem
wyzwalajacym depresje u podatnych oséb, jak i moze
przyczynia¢ si¢ do utrwalania pierwotnej reakcji
zapalnej zwigzanej z wystepowaniem depresji. Zmiany
w ukladzie odpornosciowym i powigzanych systemach
wigzane s3 z etiologia, patofizjologia i wspotwystepo-
walno$cia zaburzen psychiatrycznych, w tym depresji,
schizofrenii oraz choroby afektywnej dwubiegunowe;j
[35, 43]. Zwickszona przepuszczalno$¢ jelita wia-
zana jest rowniez z zaburzeniami, takimi jak choroba
Alzheimera [38], choroba Parkisona [4], zaburzenia
ze spektrum autystycznego [21], zespdt przewlektego
zmeczenia [52], oraz depresja i zaburzenia lekowe [30].
Zdolnos¢ probiotykéw do zmniejszania przepuszczal-
nosci jelita i modulowania reakcji zapalnych moze by¢
jednym z kluczowych mechanizmoéw ich terapeutycz-
nego dziatania w zaburzeniach psychicznych [64].

W 2009 roku, Li z zespoltem [45] zaproponowali
hipoteze mdéwigca, ze zmiany kompozycji mikrobiomu
jelitowego moga by¢ wychwytywane przez komorki
nerwowe ENS i przesytane do OUN za po$rednictwem
szlakow aferentnych. Bravo z zespolem [14] dostar-
czyli w 2011 roku danych wspierajacych wspomniang
hipotezg. W ich badaniu, dlugotrwata suplementacja
bakterii Lactobacillus rhamnosus (JB-1) u myszy, zain-
dukowata zlokalizowane zmiany w ukladzie ekspresji
GABAB1b mRNA (zwigkszenie w obrebie obreczy oraz
kory prelimbicznej, zmniejszenie w obrebie hipokampa,
ciala migdalowatego oraz miejsca sinawego). Suple-
mentacja zmniejszyta nasilenie zachowan zwigzanych
ze stresem i depresjg, regulowanych przez wydzielanie
kortykosteronu. Zaréwno zmiany neurochemiczne, jak
i zmiany w zachowaniu, nie zostaly zaobserwowane
u myszy, u ktérych przecieto nerw btedny. Pozwolilo to
zidentyfikowa¢ nerw bledny jako gléwny szlak komu-
nikacyjny pomiedzy jelitami a mézgiem.

W 2011 roku, zespdt kierowany przez Baily’iego
opublikowal prace, w ktorej opisane zostaly zmiany
kompozycji mikrobiomu jelitowego pod wplywem
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bodzcow zewnetrznych. Ekspozycja myszy na stres
istotnie zmniejszala relatywng liczebno$¢ rodzaju Bac-
teroides, oraz zwiekszala relatywna liczebnosci rodzaju
Clostridium. Zmiany te byly najwyrazniejsze, kiedy
ocena wykonywana byta bezposrednio po zadzialaniu
stresora [9]. Obustronne polaczenie pomiedzy ENS
i OUN okreslone zostalo mianem osi jelitowo-mazgo-
wej (gut-brain axis), lub tez szerzej, osi mikrobiota-
-mozg-jelita (microbiota-gut-brain axis) [16, 30, 57].
Dalsze poznanie tego szlaku komunikacyjnego moze
okazac¢ si¢ kluczowe dla poznania, jak bakterie powia-
zane s3 z zachowaniem czlowieka.

W ostatnich latach pojawiajg si¢ liczne publikacje
eksplorujace zwigzek bakterii bytujacych wjelitach z za-
chowaniem, funkcjami poznawczymi i emocjami, a wigc
obszarem zainteresowania psychiatréw, neurologow,
psychologéw i neuropsychologéw. Wiekszos¢ dostep-
nych danych pochodzi z badan prowadzonych na mode-
lach zwierzecych, w szczegdlnosci gryzoniach. Hodowla
zwierzat w sterylnych warunkach, uniemozliwiajacych
kolonizacje jelit przez mikroorganizmy, oraz badania
prowadzone z wykorzystaniem antybiotykéw, dostar-
czaja waznych informacji o wplywie prawidtowego
mikrobiomu na organizm, jednak maja pewne ograni-
czenia, ktore utrudniajg generalizowanie wnioskdw na
organizm cztowieka. Miedzy innymi, myszy hodowane
w sterylnych warunkach wykazujg zmiany w barierze
krew-mdzg, co moze wplywa¢ na wyniki badan [31].

Hu i wsp. [38] zaobserwowali, ze brak wlasciwej
mikrobioty jelitowej u myszy zwiazany byl z atypo-
wym rozwojem osi podwzgorze-przysadka-nadnercza
(HPA) oraz zwigkszonym poziomem kortykosteronu.
Burokas z zespolem [16] uzyskali istotne obnizenie
poziomu kortykosteronu uwalnianego po ekspozy-
¢ji na stresor w wyniku suplementacji prebiotykow
selektywnie stymulujacych wzrost bakterii w jelitach
(fruktooligosacharydéw oraz kombinacji fruktooligo-
sacharydéw 1 galaktooligosacharydéw). Pogorszenie
funkcjonowania poznawczego (takze u myszy), nasi-
lone zachowania przypominajace zachowania lekowe
oraz zmiany w ukladzie serotoninergicznym u myszy
ze stanem zapalnym uktadu nerwowego wywotanym
hiperamonemig udalo sie zredukowa¢ przez suplemen-
tacje bakterii Lactobacillus helveticus NS8 [46].

Pierwsze doniesienia z badan prowadzonych na
ludziach sugeruja korzystny wptyw probiotykéw i pre-
biotykow na zdrowie cztowieka. Wykazano, ze suple-
mentacja bakterii probiotycznych z rodzaju Bifido-
bacterium i Lactobacillus przez 4 tygodnie istotnie
obniza poznawczg reaktywno$¢ na obnizony nastrdj,
a zwlaszcza tendencje do ruminacji oraz agresywne
mysli, u 0séb bez zaburzen nastroju [68]. Spozywa-
nie przez 3 tygodnie jogurtu zawierajacego probiotyki
poprawialo nastr6j u 0séb z obnizonym nastrojem (bez
zaburzen nastroju) [11].

Schmidt i wsp. [65] uzyskali obnizenie poziomu
wydzielanego kortyzolu u zdrowych oséb, w wyniku
suplementacji prebiotyku - galaktooligosacharydow.
Zespol kierowany przez Jasmohana Bajaja [10], zapre-
zentowal w kwietniu 2017 roku na Miedzynarodowym
Kongresie Watroby (International Liver Congress)
w Amsterdamie badanie, w ktérym jednorazowy
przeszczep flory kalowej od zdrowego dawcy oka-
zal si¢ wywolywac istotnie wigksza poprawe funkeji
poznawczych u pacjentéw z encefalopatia watrobows,
w pordéwnaniu do pacjentéw leczonych wedlug stan-
dardowego protokotu. Zaobserwowano takze zmiany
kompozycji mikrobiomu u pacjentéw po przeszczepie
- zwigkszenie liczebnosci rodzaju Bifodobacterium
i Lactobacillus. Suplementacja probiotykéw pozytyw-
nie wplyneta takze na zdolnosci poznawcze pacjentow
z chorobg Alzheimera w badaniu Akbari z zespotem
[3]. W badaniu polskiego zespotu z 2019 roku [63]
udalo si¢ wykazac wspierajacy efekt szczepu Lactoba-
cillus plantarum 299v wobec terapii SSRI oraz poprawe
funkcjonowania poznawczego u pacjentéw z depresja.

Dane te moga mie¢ istotne znaczenie dla naszego
myslenia o zaburzeniach psychicznych. Kuracje pro-
biotykowe wskazuje sie jako potencjalng terapie uzupet-
niajaca oraz profilaktyke zaburzen nastroju i zaburzen
poznawczych, zwigzanych np. z procesami starzenia si¢
czy chorobami wplywajacymi na aktywnos$¢ mozgu.
Zrozumienie funkcjonowania mikrobiomu jelitowego
moze takze pomdc zwigkszy¢ skutecznos¢ psychofar-
makologii oraz obnizy¢ ryzyko i skutki ubocznie z nig
zwigzane [15].

6. Podsumowanie

Chociaz juz w 1986 roku Linda Hegstrand i Roberta
Hine opublikowaly prace, w ktdrej wykazalty wplyw
mikrobiomu jelitowego na aktywno$¢ chemiczng mézgu
(obserwacja réznic w poziomie histaminy powzgoérzo-
wej u myszy hodowanych w sterylnych warunkach
i konwencjonalnie) [37], dopiero rewolucja zwigzana
z odczytaniem genomu czlowieka i rozwdj technik
sekwencjonowania skierowaly uwage wielu badaczy,
w tym psychologdw i neuronaukowcdw, na dodatkowy
organ — mikrobiom, z ktérym organizm czlowieka zyje
w symbiozie. Kolejne wielkie (i mniejsze) projekty uzu-
pelnialy wiedze o funkcjonowaniu czlowieka i pozwa-
laty na stawianie hipotez, ktdre jeszcze kilkadziesiat lat
wczesniej moglyby wydawac sie lekkomyslne. Pozwolity
takze na poszukiwanie nowych sposobéw na terapie lub
wspomaganie terapii wielu choréb i zaburzen. Historia
badan nad mikrobiomem cztowieka obrazuje zfozona
nature naszego funkcjonowania i potrzebe integrowa-
nia wiedzy pochodzacej z dziedzin, na pierwszy rzut
oka bardzo odlegtych, jak mikrobiologia i psychologia.
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Streszczenie: Czynnikiem etiologicznym krztusca jest paleczka Bordetella pertussis. Pomimo globalnych programéw szczepien, krztusiec
pozostaje endemiczny w wielu krajach i nadal uznawany jest za istotny problem zdrowia publicznego. Szacuje si¢, ze w 2014 roku na catym
$wiecie na krztusiec zachorowato okoto 24 miliony 0séb, z czego 160 700 dzieci ponizej 5 roku zycia zmarto. Dostgpne sa dwa rodzaje
szczepionek przeciw krztu$cowi: calokomérkowe bedace zawiesinami catych inaktywowanych komoérek B. pertussis oraz bezkomorkowe
zawierajgce oczyszczone antygeny tej bakterii. Ze wzgledu na to, iz szczepionki zawierajace cale komérki uznawane sg za bardziej reakto-
genne, szczepionki acelularne s3 obecnie czgéciej stosowane. Od polowy lat 90. obserwowany jest wzrost zapadalnosci na krztusiec w kra-
jach o wysokim poziomie zaszczepienia populacji. Wymienia si¢ kilka czynnikéw, ktére moga by¢ odpowiedzialne za powrét choroby
w populacjach z wysokim odsetkiem 0sdb zaszczepionych, a do najwazniejszych nalezg spadek odpornosci poszczepiennej w czasie oraz
presja selekcyjna stosowanych szczepien.

1. Wstep. 2. Czynniki zjadliwosci Bordetella pertussis. 3. Patogeneza krztu$ca. 4. Obraz kliniczny krztusca. 5. Epidemiologia. 6. Zmiennos¢
genetyczna paleczek Bordetella pertussis. 7. Szczepionki calokomodrkowe 8. Szczepionki bezkomoérkowe. 9. Nowe szczepionki przeciw
krztu$cowi. 10. Podsumowanie

CAUSES OF PERTUSSIS INCIDENCE INCREASE

Abstract: Bordetella pertussis is an etiological factor of whooping cough. Despite global vaccination programs, this disease remains
endemic in many countries and is still recognized as a significant public health problem. It is estimated that in 2014, around 24 million
people worldwide contracted pertussis, of whom 160,700 children under the age of 5 died. Two types of pertussis vaccines are available:
suspensions based on whole, killed, B. pertussis cells and acellular pertussis vaccines containing highly purified bacterial antigens. Due to
concerns of potential neurological side effects of the whole-cell vaccines, less reactogenic acellular vaccines are now more commonly used.
In recent years, many developed countries have reported a resurgence of pertussis disease despite of the high vaccine coverage. Several
causes have been suggested for the re-emergence of pertussis including waning immunity and bacterial adaptation resulting from the
selection pressure of the used vaccinations.

1. Introduction. 2. Virulence factors of Bordetella pertussis. 3. Pathogenesis of pertussis infection. 4. Clinical symptoms of pertussis. 5. Epi-
demiology. 6. Genetic variation in Bordetella pertussis. 7. Whole-cell pertussis vaccines. 8. Acellular pertussis vaccines. 9. Future pertussis
vaccines. 10. Summary

Slowa kluczowe: krztusiec, szczepionki bezkomdrkowe, szczepionki calokomérkowe
Key words: whooping cough, acellular pertussis vaccines, whole-cell pertussis vaccines

1. Wstep pornionych niemowlat. Krztusiec stal si¢ najbardziej

rozpowszechniona chorobg w krajach rozwinietych,

Paleczka Bordetella pertussis wywotuje ostra cho-
robe zakazng drog oddechowych zwang krztuscem. Jest
to bakteryjne zapalenie tchawicy i oskrzeli. Pomimo
dostepnej od ponad 60 lat immunoprofilaktyki, krztu-
siec pozostaje endemiczny w wielu krajach i nadal
uznawany jest za istotny problem zdrowia publicz-
nego. Obecnie zapadalnos¢ na krztusiec jest znacz-
nie nizsza niz w erze przed rozpoczeciem szczepien,
jednak od polowy lat 90. obserwowany jest stabilny
wzrost zapadalnosci w krajach o wysokim poziomie
zaszczepienia populacji. Niepokojacy jest réwniez
fakt wzrostu czestosci hospitalizacji oraz umieralnosci
nieuodpornionych noworodkéw lub nie w petni uod-

ktérej mozna zapobiegal poprzez szczepienia [65].
Swiatowa Organizacja Zdrowia oszacowala, ze pomimo
powszechnych programoéw szczepien, w 2008 r. na $wie-
cie wystapito okoto 16 milionéw przypadkéw krztusca
(95% przypadkow dotyczylo krajow rozwijajacych sie)
powodujac okolo 195 000 zgondw wsrdd dzieci, z czego
wigkszo$¢ dotyczyla dzieci ponizej 5 lat [99]. Wymienia
sie kilka czynnikéw, ktére moga by¢ odpowiedzialne
za powrét choroby w populacjach o wysokim stopniu
zaszczepienia. Sg to m.in. spadek odpornosci poszcze-
piennej w czasie, presja selekcyjna szczepien, przejscie
ze szczepionki calokomorkowej na szczepionke bezko-
morkows, obnizenie poziomu wyszczepialno$ci, spadek

* Autor korespondencyjny: dr n. med. Marta Prygiel, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Pafistwowy Zaklad Higieny, ul. Chocim-
ska 24, 00-791 Warszawa, tel. 22 542 12 14, e-mail: mprygiel@pzh.gov.pl
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skutecznosci szczepionki, zwiekszenie $wiadomosci na
temat krztu$ca, w tym poprawa diagnostyki i lepszy
nadzor epidemiologiczny choroby [65].
Najprawdopodobniej czas trwania poszczepiennej
ochronnej odpowiedzi immunologicznej, skutecznej
w zapobieganiu zachorowaniom na krztusiec, jest
krotszy niz zakladano. Stabngca w miare uptywu czasu
odpowiedz immunologiczna moze wplywa¢ na zwiek-
szong czestos¢ zachorowan u mlodziezy oraz oséb
dorostych. W ten sposéb dochodzi do utworzenia sta-
tego rezerwuaru bakterii, ktdre sg zrodtem zakazen dla
nieuodpornionych noworodkéw lub nie w petni uod-
pornionych niemowlat i matych dzieci, u ktérych cho-
roba czesto przybiera najciezsza postac [38]. Szacuje sie,
ze ochrona po immunizacji szczepionkami catokomor-
kowymi spada o 50% w ciagu 6 do 12 lat po szczepieniu
[43], aimmunizacja trzema dawkami szczepionki bez-
komoérkowej zapewnia ochrone przed zachorowaniem
na okoto 5-6 lat [72]. Ponadto, jedng z podstawowych
przyczyn odpowiedzialnych za skrocenie czasu skutecz-
nej odpowiedzi poszczepiennej moze by¢ pojawienie
sie nowych szczepdw B. pertussis mniej wrazliwych na
dzialanie odpowiedzi odpornosciowej [37]. Induko-
wanie bardziej swoistego spektrum przeciwcial przez
szczepionki bezkomorkowe moze wptywac na przyspie-
szenie powstawania zmian genetycznych w populacji
bakterii B. pertussis. Kolejnym istotnym czynnikiem
majacym potencjalny zwigzek ze wzrostem zachoro-
wan na krztusiec jest pojawianie si¢ paleczek B. per-
tussis w populacjach o wysokim poziomie zaszczepie-
nia [38]. Presja selekcyjna, ktorg stanowi indukowana
droga szczepien ochronna odpowiedz immunologiczna,
moze prowadzi¢ do powstania réznorodnych mutacji,
ktoérych kumulacja moze przejawiaé sie wzrostem zja-
dliwosci lub wytworzeniem mechanizmdéw umozliwia-
jacych unikanie odpowiedzi poszczepiennej. Jednym
z mechanizméw ochronnych moze by¢ utrata zdol-
nosci szczepu do syntezy niektorych antygenow, szcze-
goblnie tych o silnych wlasciwosciach immunogennych.
W takim przypadku, powstajace w wyniku immunizacji
przeciwciala nie pelnig funkcji ochronnych [14].

2. Czynniki zjadliwo$ci Bordetella pertussis

Wiasciwosci chorobotworcze pateczek B. pertussis
wynikaja ze zdolnosci syntezy szeregu czynnikow zjad-
liwosci, ktére umozliwiaja bakteriom kolonizacje, nam-
nazanie, niszczenie komoérek nablonka rzeskowego
ukladu oddechowego oraz hamowanie odpowiedzi
immunologicznej gospodarza. Do najwazniejszych czyn-
nikow zjadliwosci B. pertussis naleza: toksyna krztus-
cowa Ptx (Pertussis toxin), hemaglutynina widkien-
kowa FHA (Filamentous Hemagglutinin Adhesin),
fimbrie Fim (Fimbriae) i aglutynogeny, pertaktyna

Prn (Pertactin), cyklaza adenylowa ACT (Adenylate
Cyclase Toxin), cytotoksyna tchawicza TCT (Tracheal
CytoToxin), toksyna dermonekrotyczna DNT (Dermo-
Necrotic Toxin), biatko BrkA (Bordetella resistance to
killing A), lipopolisacharyd, czynnik kolonizacji tcha-
wicy oraz skladniki systemu sekrecji typu III. Ekspresja
wiegkszosci czynnikow zjadliwosci (poza cytotoksyna
tchawiczg) zalezna jest od warunkéw srodowiska [59].
Pod wplywem bodzcow fizycznych lub chemicznych
bakterie moga zmienia¢ swoj sktad antygenowy na jeden
z trzech fenotypdw: niewirulentny - Bvg-, wirulentny
- Bvg' oraz posredni - Bvg' (Bvg intermediate). Proces
ten zachodzi przy udziale systemu regulacji BvgAS (Bor-
detella virulence genes Activator/Sensor). W skiad sys-
temu regulacji wchodzg wystepujace w btonie komor-
kowej bialko sensorowe BvgS oraz cytoplazmatyczny
regulator odpowiedzi BvgA. Wrazliwe na czynniki
zewnetrzne biatko sensorowe zostaje ufosforylowane,
nastepnie przenosi grupe fosforanowa na biatko regula-
torowe BvgA, ktore przytacza si¢ do promotorow genow
regulowanych i uruchamia ich transkrypcje. W zalez-
nosci od stezenia wewnatrzkomoérkowego fosforylowa-
nych bialek regulatorowych (BvgA-P) dochodzi do eks-
presji réznych genéw, ktére determinujg wystepowanie
réznych fenotypow B. pertussis [44]. Przy wysokim ste-
zeniu BvgA-P dochodzi do aktywacji genéw vag (viru-
lence-activated genes) klasy 1 oraz 2 i w konsekwencji
syntezy wigkszosci poznanych czynnikéw zjadliwosci.
Bakterie przyjmuja wowczas fenotyp Bvg* i sa zdolne do
kolonizacji i infekcji drog oddechowych. W warunkach
laboratoryjnych czynnikiem indukujacym faze Bvg* jest
temperatura 37°C [44]. W fazie Bvg™ nastepuje aktywa-
cja transkrypcji gendéw vrg (virulence-repressed genes).
Bakterie syntetyzuja wowczas charakterystyczne dla
fenotypu Bvg~ biatka blonowe o nieznanej funkcji [56].
Stabo poznana jest tzw. posrednia faza fenotypu Bvg),
w ktorej bakterie wytwarzaja produkty genéw klasy 2
i3 tj. odpowiednio, wspodlne z fazg wirulentng adhezyny
oraz specyficzne tylko dla fenotypu posredniego, biatka
o niepoznanej funkcji [44].

3. Patogeneza krztusca

Paleczka B. pertussis pokonuje bariere w postaci blo-
ny Sluzowej gérnych drég oddechowych gospodarza
poprzez silne przyleganie do komdrek nablonka odde-
chowego za pomocg adhezyn, gléwnie toksyny krztus-
cowej i hemaglutyniny wlékienkowej ale rowniez za po-
mocg bialek fimbrialnych, pertaktyny i BrkA [40]. Bak-
terie najczesciej sa wchianiane przez komorki nabton-
kowe i nie przenikaja do komorek nizszych warstw, ani
do krwioobiegu, do ktérego dostajg sie toksyny powo-
dujace objawy chorobowe. Toksyna krztuscowa, cyklaza
adenylowa i BrkA maja znaczacy wplyw na funkcje
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ukladu odpornosciowego gospodarza [75]. Cyklaza
adenylowa indukuje wytwarzanie wysokich poziomdw
cyklicznego AMP (cAMP) zaburzajac funkcje komorek
ukladu odpornosciowego. Toksyna krztuscowa hamuje
chemotaksje komorek fagocytujacych w miejscu zapale-
nia, a BrkA chroni pateczki B. pertussis przed odpowie-
dzig ze strony ukfadu dopelniacza. Cytotoksyna tcha-
wicza i toksyna dermonekrotyczna sg prawdopodobnie
zaangazowane w uszkodzenie komdrek nabtonka tcha-
wicy, ktore jest bardzo charakterystyczne dla tej cho-
roby [75]. Utrzymywanie si¢ objawéw chorobowych
przez dluzszy czas prawdopodobnie wynika ze zdol-
nosci pateczek B. pertussis do interakcji z komdrkami
ukladu odpornosciowego gospodarza. Bakterie hamuja
dziatanie ukladu dopelniacza i fagocytéw oraz powo-
duja supresje odpowiedzi komoérek T i B [58].

4. Obraz kliniczny krztusca

Bakteria wywolujaca chorobe przenoszona jest
droga kropelkowa poprzez kaszel lub kichanie. Krztu-
siec jest wysoce zakazng jednostka chorobowa. Wskaz-
nik transmisji wsréd wrazliwych domownikéw wynosi
az 90%, a w szkolach waha si¢ pomiedzy 50-80%.
Krztusiec moze wystagpi¢ w kazdym wieku, chociaz
najbardziej podatne sa niemowleta w ciggu pierwszych
kilku tygodni lub miesiecy zycia, wtedy tez $miertelnos¢
z powodu krztusca jest najwyzsza. Przez wiele lat uwa-
zano, ze zachorowanie na t¢ chorobe zapewnia odpor-
no$¢ na cale zycie. Przed wprowadzeniem powszech-
nych szczepien ochronnych, okolo 20% wszystkich
zachorowan dotyczylo niemowlat ponizej 1 roku zycia
oraz blisko 60% dzieci w wieku od 1 do 4 lat. Kolejna
grupe chorujacych stanowily osoby starsze narazone na
kontakt z chorymi dzie¢mi [75].

Krztusiec objawia si¢ charakterystycznym kaszlem
napadowym utrzymujacym sie nawet do kilku tygodni.
Przebieg choroby sklada sie z trzech charakterystycz-
nych etapow: fazy kataralnej (niezytowej), w ktdrej naj-
czesciej dochodzi do zakazenia, fazy paroksyzmalnej
oraz okresu rekonwalescencji. Okres inkubacji wynosi
na ogot od 7 do 10 dni i przebiega z poczatkowymi
objawami zakazenia gérnych drog oddechowych,
z towarzyszacym zwykle niezytem nosa, bolem gardta
oraz stanem podgoraczkowym. Kaszel, poczatkowo
przerywany, postepuje w ciaggu 1 lub 2 tygodni prze-
ksztalcajac sie w napadowy. Czestotliwo$¢ i nasilenie
kaszlu zwieksza si¢, a nastepnie napady stopniowo uste-
puja, przewaznie w okresie od 2 do 6 tygodni. Kaszel
najczesciej pojawia sie¢ w nocy, towarzysza mu dusz-
nosci oraz wymioty. Napadowy kaszel, ktory wystepuje
seriami charakteryzuje sie glosnym $wistem krtanio-
wym przypominajacym ,pianie koguta” (whooping).
Niekiedy moze dochodzi¢ nawet do wylewow krwi do

spojowek i do powstania wybroczyn na twarzy chorego.
U niemowlagt moze wystepowaé bezdech. Krztusiec
przy nieodpowiednim leczeniu moze doprowadzi¢ do
szeregu powiklan, w tym zapalenia ucha $rodkowego,
zapalenia mozgu oraz zapalenia pluc. Wczesne roz-
poznanie i rozpoczecie leczenia krztusca majg istotne
znaczenie w zapobieganiu $mierci u dzieci ponizej
5 roku zycia [97]. Najczg$ciej stosowana formg leczenia
krztudca jest antybiotykoterapia. W przypadku dzieci
niezaszczepionych lub nie w pelni uodpornionych, cho-
roba moze przybiera¢ cigzki przebieg i wymagana jest
hospitalizacja chorych. U dzieci z nietypowym, tagod-
niejszym przebiegiem choroby o wczesniej przebytej
infekcji mogag $wiadczy¢ jedynie wyniki badan serolo-
gicznych [100]. Przed rozpowszechnieniem szczepien
przeciwko krztu$cowi sadzono, ze tylko male dzieci
s3 podatne na krztusiec. Obecnie wiadomo, ze dorosli
réwniez sg narazeni na zakazenie, ale czesto przecho-
dza bezobjawowa infekcje [75]. Wiekszos¢ pacjentow
z pelnoobjawowym obrazem choroby wykazuje pewien
stopien niedodmy lub odoskrzelowego zapalenia ptuc,
ktore moze uposledzi¢ funkcje uktadu oddechowego na
tyle powaznie, Ze moze nawet doprowadzi¢ do $mierci.
Obserwuje si¢ agregacje leukocytéw w malych tetnicach
plucnych, zylach i naczyniach limfatycznych. Badania
immunohistochemiczne potwierdzaja obecno$¢ bak-
terii w rzeskach komorek nablonka migawkowego tcha-
wicy, oskrzeli i oskrzelikow oraz w makrofagach [75].
Te obserwacje sugerujg, ze zapalenie ptuc zwiazane
z krztuscem spowodowane jest przez nadmierng odpo-
wiedz immunologiczng organizmu. Z komplikacji neu-
rologicznych najczesciej wystepuje ostra encefalopatia
krztuscowa objawiajaca si¢ zaburzeniami §wiadomosci,
wynikajaca zwykle z niedotlenienia lub krwawienia
$rdédczaszkowego zwigzanego z napadowym kaszlem.
Wedtug Centrum Kontroli i Zapobiegania Choréb
(CDC - Centers for Disease Control and Prevention)
encefalopatia wystepuje u 0,4% dzieci w wieku poni-
zej 12 miesiecy hospitalizowanych z powodu krztusca.
U okolo jednej trzeciej dzieci z encefalopatig krztuscowa
dochodzi do trwalego uszkodzenia mézgu [75].

5. Epidemiologia

Krztusiec jest choroba endemiczng, ktérej wybuchy
epidemii wystepuja co 2 do 5 (zwykle 3 do 4) lat [35].
Pierwsza odnotowana epidemia krztusca, opisana przez
Guillaume de Baillou, wydarzyla si¢ latem 1578 roku
w Paryzu i spowodowala wiele zgonéw wsrdd nie-
mowlat i malych dzieci. Nie obserwuje si¢ sezono-
wosci wystepowania zachorowan [75]. Wprowadzenie
powszechnych szczepien przeciw krztuscowi u dzieci
nie wplynelo na zmiane cyklicznosci epidemii [14].
Szczepienia przyczynily sie do kontroli choroby lecz nie
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Ryc. 1. Liczba przypadkéw krztusca w Polsce w latach 1954-2018, na podstawie: [52, 57].

do opanowania rozprzestrzeniania si¢ drobnoustroju
w populacji [16]. Jednak poézniejsze analizy przepro-
wadzone w Wielkiej Brytanii wykazaly wydluzenie
okreséw pomiedzy wybuchami kolejnych epidemii
w okresie stosowania szczepionek calokomoérkowych
[75]. Niemniej jednak oczywiste jest, ze B.pertussis
wystepuje endemicznie w populacji pomimo powszech-
nych programoéw szczepien.

Przed wprowadzeniem powszechnych szczepien
ochronnych, krztusiec byl jedng z gléwnych przyczyn
$miertelno$ci wérdd dzieci. Dla przyktadu, w Stanach
Zjednoczonych odnotowywano w tym czasie $rednio
az 270000 przypadkow zachorowan na krztusiec rocz-
nie, ktére doprowadzaly do okoto 10000 zgondéw [16].
Wdrozenie calokomorkowej szczepionki przeciw krztus-
cowi przyniosto ogromne korzysci, w tym szybki spa-
dek zachorowalnoéci i umieralnosci z powodu krztusca.
Czestos¢ wystepowania choroby byta od 10 do 100 razy
nizsza w krajach, w ktérych poziom zaszczepienia wyno-
sit okoto 95%. W wigkszosci krajow liczba przypadkow
krztusca spadla ze 100 przypadkéw na 100 000 miesz-
kancow w okresie przed wprowadzeniem szczepien do
mniej niz 1 przypadku na 100 000 mieszkancéw po ich
wprowadzeniu. Globalnie liczba wszystkich przypadkéow
krztusca spadfa z 3 mln zachorowan w 1974 roku do
100 000 - 200 000 zachorowan w latach 1993-1997 [52].

Rejestracje zachorowan na krztusiec w Polsce wpro-
wadzono w 1919 roku. W latach 1920-1938 Polska nale-
zala do panstw o najnizszej zapadalnosci na te chorobe,

ktora wynosita 20-40 przypadkéw na 100 000 miesz-
kanicow. Okres po I Wojnie Swiatowej mozna podzieli¢
na trzy etapy: faz¢ epidemii krztusca w latach 1952-1960,
okres ciaglego spadku zachorowan wlatach 1961-1989
i ponownego wzrostu liczby zgtaszanych przypadkow
w latach dziewieédziesigtych. W szczytowym okresie
epidemii w 1960 roku, zapadalno$¢ wynosita 325,5
na 100000 mieszkancéw, z najwieksza liczbg zglo-
szonych przypadkéw wynoszaca 95968. Najwyzsza
umieralno$¢ odnotowano w 1950 roku i wynosita 6,3
na 100 000 mieszkancow (1580 zgondw). Powszechne
szczepienia przeciw krztuscowi wprowadzono w Polsce
w 1960 roku. W latach 1982-1992 osiaggnieto pra-
wie 100% spadek sredniej zapadalno$ci na krztusiec
w stosunku do okresu 1950-1960 [52]. Najnizsza za-
padalno$¢ odnotowano w 1989 roku i wynosita ona
0,28 na 100 000 mieszkancéw. W 1992 roku zapadal-
no$¢ po raz pierwszy od 10 lat byla wyzsza niz 1 na
100 000 mieszkancow, a w 1998 roku wyniosta 7,4 [52].
Odnotowany w 1997 roku wzrost zachorowan na krztu-
siec byl zaskoczeniem, gdyz program obowigzkowych
szczepien przeciw krztuscowi krajowa szczepionka
DTP (Diphtheria-Tetanus-Pertussis) stosowano nie-
zmiennie od 1960 roku, a $redni poziom zaszczepienia
w latach 1985-2000 nie zmienit sie i przekraczat 95%
[52]. Co wigcej w Polsce w latach 90. nie doszlo do
zmian w diagnostyce choroby ani w systemie nadzoru
epidemiologicznego, ktére mogtyby wplyna¢ na zawy-
zenie rejestrowanej liczby przypadkéw. Powyzszy trend
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wzrostu zachorowan na krztusiec utrzymuje sie do dzi-
siaj. W 2016 1. w Polsce liczba zachorowan na krztu-
siec byta najwigksza w ciagu ostatnich 20 lat. Wedtug
danych Zaktadu Epidemiologii Choréb Zakaznych
i Nadzoru NIZP-PZH, w 2016 roku zarejestrowano
6856 zachorowan na krztusiec (zapadalno$¢ 17,84)
pomimo, iz okolo 97,2% dzieci otrzymato podstawowe
szczepienie przeciw krztuscowi [57, 90].

6. Zmiennos¢ genetyczna paleczek
Bordetella pertussis

Hipoteza dotyczaca zmian genetycznych zachodzg-
cych w populacji bakterii B. pertussis pod wpltywem
presji selekcyjnej w postaci odpowiedzi immunolo-
gicznej indukowanej drogg powszechnie stosowanych
szczepien przeciw krztuscowi zostala po raz pierwszy
przedstawiona przez zespot prof. E Mooi [67]. Sze-
reg badan polimorfizmu sekwencji genéw koduja-
cych czynniki wirulencji wéréd klinicznych izolatow
B. pertussis przeprowadzonych przez zespoly badawcze
z wielu krajow wykazalo, ze obecnie krazace izolaty sa
antygenowo odmienne od szczepéw stosowanych do
produkgji szczepionek calokomédrkowych [12, 29, 69,
94]. Szczepy B.pertussis antygenowo odmienne od
szczepow wchodzacych w sktad szczepionek moga by¢
potencjalnie mniej wrazliwe na dziatanie odpowiedzi
odpornosciowej indukowanej drogg szczepien. Adapta-
cja B. pertussis do rozprzestrzeniana si¢ w populacjach
o wysokim poziomie zaszczepienia moze wplywac na
obnizenie efektywnosci szczepien oraz wzrost zacho-
rowan na krztusiec [38, 64]. Rozbieznos¢ antygenowa
pomiedzy szczepami szczepionkowymi a izolatami
klinicznymi B. pertussis jest zjawiskiem obecnie obser-
wowanym globalnie [64]. Szereg badan wykonanych
na modelu mysim wykazalo, ze szczepionki przeciw
krztu$cowi byly mniej efektywne w eliminacji szczepow
posiadajacych antygeny nieszczepionkowe (7, 49, 51].

Do tej pory opisano 13 alleli genu podjednostki
S1 toksyny krztu$cowej: ptxAl-ptxAl3, kodujgcych
6 wariantéw biatka [65, 70]. Dla genu ptxC, koduja-
cego podjednostke S3 toksyny krztuscowej, dotychczas
opisano trzy allele — ptxC1, ptxC2, ptxC3, kodujace trzy
warianty biatka [70]. Gen kodujacy pertaktyne charak-
teryzuje sie wysokim polimorfizmem. Dotychczas opi-
sano 13 alleli (prn1-prnl13), kodujacych 13 wariantow
biatka Prn [65]. Szes¢ alleli (tcfA1-tcfA6), kodujacych
6 wariantéw biatka TcfA, zidentyfikowano dla genu
tcfA [64]. Dla genu fim2 dotychczas opisano 2 allele
- fim2-1 oraz fim2-2, kodujace 2 warianty biatka [65].
Z kolei dla genu fim3 zidentyfikowano 6 alleli (fim3-1-
fim3-6), kodujacych cztery warianty bialka [65]. Naj-
wigkszg zmiennos$¢ odnotowano w regionie promotora
toksyny krztuscowej, dla ktérego do tej pory opisano

17 réznych typow (ptxP1-ptxP17) [65]. Polimorfizm
promotora genu toksyny krztuscowej (ptxP) moze by¢
szczegolnie istotny dla adaptacji paleczek B. pertussis.
Badania przeprowadzone przez zespdt E Mooi [66]
wykazaly, ze izolaty B. pertussis posiadajace allel ptxP3
wytwarzajg niemal dwukrotnie wigcej toksyny krztus-
cowej w poréwnaniu do izolatéw posiadajacych allel
ptxP11iw zwigzku z tym sg bardziej wirulentne.

W wielu krajach o wysokim poziomie zaszczepienia
populacji przeciw krztuscowi zaobserwowano ostatnio
pojawienie sie izolatow B. pertussis, ktore utracilty zdol-
no$¢ wytwarzania niektérych antygenéw. Pojawienie
sie mutantow charakteryzujacych si¢ brakiem syntezy
immunogenéw szczepionkowych moze by¢ efektem
naturalnej ewolucji B. pertussis lub moze by¢ mecha-
nizmem adaptacyjnym umozliwiajacym zwiekszone
krazenie paleczek B. pertussis wsrdd osob zaszczepio-
nych przeciw krztuscowi. Utrata zdolnosci wytwarzania
immunogendw szczepionkowych wydaje sie by¢ szcze-
golnie istotna w adaptacji pateczek B. pertussis do odpo-
wiedzi indukowanej przez szczepionki bezkomoérkowe
wywolujace waski zakres odpowiedzi immunologicz-
nej. Istniejg przypuszczenia, ze pojawienie si¢ izolatow
B. pertussis niewytwarzajacych antygendw szczepionko-
wych moze by¢ wynikiem zastgpienia szczepionek cato-
komorkowych szczepionkami bezkomoérkowymi [64].

Wéréd mutantéw B. pertussis niewytwarzajacych
poszczegolnych antygenéw dominujg izolaty niewytwa-
rzajace pertaktyny (Prn-). Szczepy (Prn-) wyizolowano
we Francji, Finlandii, Holandii, Belgii, Danii, Norwegii,
Szwecji, Wielkiej Brytanii, Wloszech, w Polsce, Izraelu,
Kanadzie, USA, Australii oraz Japonii [76]. Przeprowa-
dzone badania molekularne wykazaly, ze brak syntezy
pertaktyny nie byl wynikiem ekspansji pojedynczego
klonu lecz byt skutkiem powstania niezaleznych muta-
cji. Opisano szereg mechanizméw takich jak: insercja
IS481 lub IS1002 w gen kodujacy Prn, delecja catego
genu prn lub jego fragmentow, pojawienie si¢ kodonu
STOP w miejscu powodujacym przedwczesne zakon-
czenie syntezy biatka, insercja guaniny do homopo-
limerycznego fragmentu poly(G) prowadzaca do od-
wracalnego przesuniecia ramki odczytu w mechaniz-
mie zmienno$ci fazowej, inwersja cze¢$ci promotora
prn, tranzycja G> A w pozycji —162 uniemozliwiajaca
transkrypcje genu prn, a takze dotychczas niezidenty-
fikowane mutacje wystepujace poza promotorem oraz
rejonem kodujgcym genu prn [76].

Whplyw utraty mozliwosci syntezy pertaktyny na trans-
misje i patogeneze paleczek B. pertussis oraz na sku-
tecznos¢ szczepien przeciw krztuscowi nie zostal do
konca poznany. Badania przeprowadzone przez zespot
Bodilis i Guiso [6] wykazaly, ze infekcje wywotywane
przez izolaty niewytwarzajace pertaktyny u noworodkow
oraz dzieci ponizej 6 miesigca zycia przebiegaly z typo-
wym kaszlem napadowym. Dotychczas przeprowadzone
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badani wskazujg, Ze szczepy niewytwarzajace pertaktyny
nie wykazujg obnizenia zdolnosci do adhezji i zakazania
komorek ssakow [25]. Wysoki odsetek tego typu izola-
tow sugeruje, ze brak syntezy pertaktyny nie wptywa
negatywnie na przezywalnos¢ bakterii w populacjach
o wysokim poziomie zaszczepienia przeciw krztuscowi.
Dynamiczny wzrost czgstosci izolacji szczepéw o feno-
typie (Prn~) wskazuje, ze izolaty te zachowaly zdolnos¢
transmisji wéréd ludzi. Badania na modelu mysim
wykazaly, ze izolaty, ktore nie wytwarzajg pertaktyny
s3 zdolne do przedtuzenia infekcji w pordwnaniu ze
szczepami wytwarzajacymi Prn, co moglyby zapewni¢
selektywna przewage szczepom (Prn~) [39].

Do chwili obecnej opisano 3 szczepy niewytwarza-
jace toksyny krztuscowej (Ptx"), z ktérych jeden nie
wytwarzal réowniez pertaktyny (Prn-). Dwa szczepy
(Ptx") zostaly wyizolowane we Francji, a szczep (Ptx;
Prn”) w USA [9, 39, 96]. Mutacja odpowiedzialna za
brak syntezy toksyny krztuscowej zostala poznana
jedynie u dwdch szczepdéw i byta zwigzana z delecjg
operonu ptx-ptl obejmujacego geny kodujace 5 podjed-
nostek toksyny krztuscowej oraz geny odpowiedzialne
za jej sekrecje [9, 96]. Wykazano, ze izolaty (Ptx") nie
utracity zdolnosci do indukowania apoptozy makrofa-
gow oraz do wnikania do komoérek nabtonka tchawicy
czlowieka [9, 39]. W badaniu na modelu mysim wyka-
zano, ze mutanty (Ptx") byty niezdolne do namnazania
sie w plucach myszy i wywotania efektu letalnego myszy
zakazonych drogg donosowg [9].

Na $wiecie zidentyfikowano dotychczas 2 szczepy
B. pertussis niewytwarzajace wtokienkowej hemaglu-
tyniny (FHA"). Obydwa mutanty zostaly wyizolowane
we Francji, jeden pochodzil z okresu przed wprowa-
dzeniem szczepien przeciw krztuscowi a drugi, nie-
wytwarzajacy rowniez pertaktyny, po wprowadzeniu
szczepionek bezkomoérkowych [39]. U pierwszego
z tych szczepow zidentyfikowano kodon STOP w genie
kodujacym wtokienkowa hemaglutynine natomiast
brak ekspresji FHA przez drugi szczep byt zwigzany
z pojawieniem sie sekwencji insercyjnej w genie fhaB
[39]. Badania przeprowadzone przez zespot Hegerle
i wsp. [39] wykazaly, ze oba szczepy (FHA") byty cyto-
toksyczne wobec makrofagéw oraz letalne dla myszy po
eksperymentalnym zakazaniu donosowym.

Do tej pory opisano 3 izolaty niewytwarzajace Fim
21 Fim 3, z ktérych dwa pochodzily z Japonii a jeden
z Kanady i zostaly wyizolowane w okresie powszech-
nego stosowania szczepionek bezkomoérkowych [63,
87]. Nie wiadomo czy fenotyp (Fim") byl wynikiem
czasowego wylaczenia ekspresji genéw w mechanizmie
zmiennosci fazowej czy wynikat z mutacji skutkujacych
inaktywacja ekspresji genow fim2 i fim3.

Dotychczas zidentyfikowane izolaty B. pertussis nie-
wytwarzajace czynnika kolonizacji tchawicy pochodzity
z Belgii, Wielkiej Brytanii, Holandii, Polski i USA (74,

76, 93]. Przeprowadzone badania wykazaly, ze poja-
wienie sie izolatéw (TcfA~) byto spowodowane wysta-
pieniem niezaleznych mutacji w niepowigzanych epi-
demiologicznie genomach szczepéw B. pertussis [93].
Opisano 2 typy mutacji odpowiedzialnych za wystapie-
nie fenotypu (TcfA") - delecje genu fcfA oraz insercje/
delecje pojedynczego nukleotydu G w obrebie homo-
polimerycznej sekwencji poly(G) skutkujgcg przesu-
nieciem ramki odczytu genu tcfA i przedwczesnym
zakonczeniem syntezy biatka [93].

7. Szczepionki calokomorkowe

Szczepionki calokomodrkowe przeciw krztuscowi
(wP — whole cell Pertussis) sa zawiesinami caltych in-
aktywowanych komorek B. pertussis. Po raz pierwszy
zostaly zarejestrowane w 1914 r. w Stanach Zjednoczo-
nych (w Massachusetts Public Health Biological Labo-
ratories). W 1943 r. komponent krztu§cowy zostal sko-
jarzony z toksoidem bloniczym i tezcowym w postaci
szczepionki DTP, ktora w 1948 r. zostala zarejestrowana
w Stanach Zjednoczonych [75].

W latach 30. w Stanach Zjednoczonych prowadzono
intensywne badania nad szczepionkami przeciw krztus-
cowi. Przetestowano rézne metody wytwarzania szcze-
pionek m.in. zastosowanie przemytych lub nieprzemy-
tych zawiesin inaktywowanych bakterii, szczepionki
otrzymane metodg frakcjonowania, szczepionki odtok-
sycznione, a takze szczepionki wzbogacone o ,,czynniki
toksyczne” oraz szczepionki zawierajace w skladzie inne
bakterie z ukladu oddechowego czlowieka [75].

Wykazano, ze skuteczno$¢ kliniczna szczepionek
byta zalezna od liczby komorek B. pertussis zawartych
w dawce szczepionki. W celu poprawy skutecznosci
szczepionek zwigkszono liczbe komoérek B. pertussis
w pojedynczej dawce, zastosowano wystandaryzowane
podloza hodowlane, bedace w I fazie wzrostu bakterie
oraz delikatniejsze metody ich inaktywacji [75].

Ze wzgledu na brak laboratoryjnych testow skutecz-
noéci szczepionek przeciw krztu$cowi, efektywnosé
pierwszych szczepionek byla oceniana na podstawie
wynikéw badan klinicznych [16]. Jedno z pierwszych
badan klinicznych oceny szczepionki catokomérkowe;j
zostalo przeprowadzone przez Madsena podczas wybu-
chu dwoch epidemii krztusca w 1923 i 1924 roku na
Wyspach Owczych [55, 75]. Zastosowana w badaniu
szczepionka, przygotowana przez Dunski Instytut Sero-
terapeutyczny w Kopenhadze, skladata si¢ z 48-godzin-
nej hodowli B.pertussis prowadzonej na podlozu
Bordet-Gengou, zawieszonej w roztworze soli zawiera-
jacej fenol, o stezeniu 10° komoérek/ml. Przeprowadzone
badanie wykazalo, ze zastosowana szczepionka z reguly
chronita przed zachorowaniem, a u oséb u ktérych
wystapila choroba, tagodzita jej objawy [55, 75].
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Niezwykle zastuzone w badaniach nad krztuscem
oraz szczepionkami przeciw krztuscowi byly Pearl
Kendrick i Grace Eldering. Badania rozpoczete w 1932 1.
w Grand Rapids, w stanie Michigan, w USA dopro-
wadzily do opracowania i ulepszenia metody hodowli
pateczek B. pertussis, wprowadzenia sposobu inakty-
wacji bakterii za pomocg tiomersalu oraz opracowa-
nia szczepionki przeciw krztuscowi [47]. Poczatkowo
produkowaly one autogenne szczepionki przeciw
krztu$cowi dla miejscowych lekarzy, a ich bezpieczen-
stwo sprawdzaly wstrzykujac je we wlasne ramiona
[47, 85]. Kendrick i Eldering przeprowadzity pierwsze
na duzg skale badanie kliniczne szczepionki przeciw
krztuscowi [85]. W badaniu terenowym przeprowa-
dzonym w latach 1934-1935 uczestniczylo 1592 dzieci
(712 zaszczepionych i 880 z grupy kontrolnej). Bada-
nie wykazalo, ze tylko 4 z 712 zaszczepionych dzieci
zachorowalo na krztusiec i tylko na fagodng postac
choroby, natomiast w grupie nie poddanej immuni-
zacji, 45 dzieci zachorowato na krztusiec o cigzkim
przebiegu [47]. W 1938 r. Departament ds. Produktow
Biologicznych zastosowal opracowana przez Kendrick
i Eldering technologie do produkcji szczepionki prze-
ciw krztuscowi na skale masowa dla dzieci w Michigan,
a do 1940 r. szczepionka zostala uzyta do powszechnych
szczepien dzieci w calych Stanach Zjednoczonych [85].
W 1947 r. Kendrick i Eldering opracowaly test do oceny
efektywnosci szczepionek calokomoérkowych przeciw
krztu$cowi przeprowadzany na myszach immunizowa-
nych a nastgpnie zakazanych domézgowo zjadliwym
szczepem B. pertussis (tzw. test Kendrick) [48]. Test
ten w sposob powtarzalny mierzy aktywnos¢ szcze-
pionki skorelowang ze skuteczno$cig ochronng u ludzi
i w wielu laboratoriach nadal jest stosowany.

Szczepionki przeciw krztuscowi produkowane
w Stanach Zjednoczonych réznity sie miedzy soba pod
wzgledem metod produkcji i generowaly rézne poziomy
przeciwcial ochronnych [23], nie mniej jednak po ich
wprowadzeniu nastapit szybki spadek zachorowalnosci
i $miertelnosci z powodu krztusca. Podczas gdy wiek-
szo$¢ szczepionek DTwP byla bardzo skuteczna (na
poziomie 80-98%) [73], kilka zarejestrowanych tego
typu szczepionek indukowato niska ochrone. Szcze-
pionka DTwP produkowana przez Connaught Labo-
ratories (obecnie Sanofi Pasteur, Toronto), stosowana
w Kanadzie w latach 1985-1998, charakteryzowala si¢
skuteczno$cia na poziomie 49-61%. Szczepionka ta uzy-
skala niskie wskazniki oceny skutecznosci po trzech
dawkach réwniez w Szwecji (na poziomie 48%) oraz we
Wiloszech (na poziomie 36%) [36]. Stosowanie tej szcze-
pionki uznano za gtéwny czynnik odpowiedzialny za po-
wrot zachorowan na krztusiec w Kanadzie w latach 90.
[71]. Powrét choroby w Szwecji w latach 70. prawdo-
podobnie byl zwigzany z wczes$niejszymi zmianami
w procesie produkcji szwedzkiej szczepionki DTwP

[92]. Z kolei prawie natychmiastowy wzrost zachoro-
wan na krztusiec w Szwecji po zaprzestaniu szczepien
wskazuje na wysoka skutecznos¢ szczepionek DTwP
w ograniczaniu zachorowan [80].

Pomimo, ze wyniki niektorych badan szczepionek
wP przeprowadzonych w Europie wykazaly zaskaku-
jaco niskie wskazniki oceny skutecznosci [41, 62], to
jednak wiekszos$¢ badan wykazata wysoka efektywnosé
ochronna szczepionek wP [19, 68]. Ogolnokrajowe
badania przeprowadzone w Wielkiej Brytanii w latach
1989-1990, wykazaly wskazniki skutecznosci catoko-
morkowej szczepionki Wellcome (podawanej w 3, 5
i 10 miesigcu zycia) na poziomie 87% i 93%, odpo-
wiednio w okresach epidemicznych i nieepidemicznych
[78]. Skutecznos¢ szczepionki spadata wraz z uptywem
czasu od momentu immunizacji, ale utrzymywata si¢
na wysokim poziomie do 8 roku zycia. W 1994 r. prze-
prowadzono powtérne badanie w celu sprawdzenia czy
skutecznos¢ szczepionki Wellcome nie ulegta zmianie
w zwigzku ze zmiang schematu immunizacji na poda-
nie w 2, 3 i 4 miesiagcu zycia, bez pdzniejszej dawki
przypominajacej. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze skuteczno$¢ nie ulegla zmianie i wynosita 94% dla
dzieci w wieku od 6 miesigcy do 5 lat [95].

Dowody na skuteczno$¢ szczepionki wP wynikaja
réwniez z obserwacji, ze zglaszana zapadalno$¢ na
krztusiec jest odwrotnie proporcjonalna do poziomu
wyszczepialnoéci. Badanie przeprowadzone w Anglii
i Walii wykazalo, ze w regionach z niska akceptacja
szczepien przeciw krztuscowi (<30%) odnotowano
0 59% wyzsza czestos¢ wystepowania krztusca wsrod
dzieci niz na obszarach o duzej (>50%) akceptacji
szczepien [75]. W Stanach Zjednoczonych, gdzie szcze-
pienia zaczety by¢ stosowane rutynowo pod koniec
lat 40. XX wieku, krajowy nadzér wykazat ponad 95%
spadek liczby zachorowan na krztusiec [13]. Dodat-
kowymi dowodami na skuteczno$¢ szczepionki wP sa
wybuchy epidemii krztu$ca w populacjach nieimmu-
nizowanych [14, 73].

Szczepionki zawierajace cate komorki B. pertussis od
dawna uznawane sg za jedne z bardziej reaktogennych
szczepionek. Reakcje miejscowe w postaci zaczerwie-
nienia, obrz¢ku i bolu w miejscu wstrzykniecia wyste-
puja u okoto potowy dzieci poddanych szczepieniu
DTwP. Reakgcje te wystepuja pieciokrotnie czgsciej po
szczepionce DTwP w poréwnaniu do szczepionki DT.
Podobnie, fagodne reakcje ukladowe, takie jak gorgczka,
drazliwos¢ i sennos¢ s znacznie czestsze po DTwP niz
po DT. Okoto 30% dzieci, ktore otrzymaty szczepionke
wP dos$wiadczyto niewielkiej goraczki po szczepieniu,
ale tylko mniej niz 1% o temperaturze powyzej 40,5°C
[18]. Przez pewien czas istnialo powazne podejrzenie,
ze szczepionki calokomoérkowe moga by¢ przyczy-
nowo zwigzane z wystapieniem encefalopatii u dzieci,
zespolem naglej smierci niemowlat (SIDS - Sudden
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Infant Death Syndrome), czy zespotem hipotoniczno-
-hiporeaktywnym (HHE - Hypotonic Hyporesponsive
Episode) [42]. Przeprowadzona metaanaliza wykazata
jednak brak zwigzku miedzy szczepionka wP a ryzkiem
wystgpienia powaznych zespoléw chorobowych [42].

Obawy zwigzane z bezpieczenstwem szczepionki
DTwP nasilily sie w latach 70. i 80. XX wieku. W zwiaz-
ku z brakiem zaufania do szczepien oraz w pola-
czeniu z obnizajacymi si¢ wskaznikami zachorowal-
nosci, w wielu krajach zaprzestano stosowania szcze-
pionki calokomoérkowej [16, 30], co doprowadzilo
do wzrostu liczby zachorowan na krztusiec [14, 50].
W innych krajach, takich jak Wielka Brytania, Wlochy,
Irlandia, Niemcy Zachodnie, Rosja i Australia odno-
towano obnizenie poziomu zaszczepienia z powodu
braku zgody rodzicéw na szczepienie [30]. W zwiazku
z negatywnym rozglosem wokot zdarzen niepozada-
nych wyszczepialnos¢ spadta z okoto 75% do prawie
25%, co skutkowato wystapieniem powaznych epidemii
krztusca [16]. Poczawszy od 1975 roku, po zaprzesta-
niu powszechnych szczepien w Japonii, nastapit kolejny
wybuch epidemii krztusca, w wyniku ktorego setki
dzieci zmarlo [46]. Podobnie byto w Anglii i Walii
[16]. W Szwecji, gdzie szczepienie przeciw krztus-
cowi zostalo zawieszone w 1979 r., czestos¢ wystepo-
wania krztu$ca wzrosla ponad czterokrotnie w okresie
1980-1985 i doszto do powaznych epidemiamii w ko-
lejnych latach [80].

Szczepionki calokomérkowe produkowane sg lokal-
nie w wielu regionach $wiata. Ich produkcja jest stosun-
kowo niedroga dlatego sa dostepne na calym $wiecie
i dominujg w krajach o niskim i $rednim dochodzie,
gdzie stosowane s3 w formie skojarzonej z antygenem
bloniczym i tezcowym. Wykorzystywane sg takze szcze-
pionki w postaci pigcioskladnikowej zawierajace takze
antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby
typu B (wzw B) oraz polisacharyd szczepu Haemophi-
lus influenzae typu b. Szczepionki DTwP sg standardem
opieki w Afryce, w wiekszosci krajow Azji i wielu kra-
jach Ameryki Lacinskiej [75]. Wedtug danych WHO,
64% krajow na $wiecie nadal stosuje szczepionki wP
przeciw krztuscowi, w tym 96% krajow Afryki i 100%
krajow w regionie Azji Poludniowo-Wschodnie;j.
Polska jest jedynym krajem europejskim, w ktoérym
nadal stosuje si¢ szczepionke DTwP do szczepienia
podstawowego niemowlat [75].

W wytycznych WHO z wrzesnia 2015 r. zalecono,
aby kraje, ktére obecnie stosujg szczepionki catokomor-
kowe nadal je stosowaty, poniewaz dane z nadzoru epi-
demiologicznego sugeruja, ze stosowanie szczepionek
bezkomoérkowych moze spowodowaé powrdt krztusca.
Przejscie ze szczepionki calokomoérkowej na bezko-
morkowg moze zostaé rozwazone tylko w przypadku
zapewnienia szczepien przypominajacych oraz szcze-
pien kobiet w cigzy [99].

8. Szczepionki bezkomorkowe

Poznanie patogenezy paleczek B. pertussis pozwolilo
na produkcje szczepionek bezkomdrkowych (aP - acel-
lular Pertussis) zawierajgcych oczyszczone antygeny
B. pertussis. Obecne szczepionki aP oparte sa na rznych
kombinacjach pieciu gléwnych antygenéw B. pertussis
takich jak toksyna krztuscowa, wldkienkowa hema-
glutynina, pertaktyna oraz dwa biatka fimbrii (Fim 2
i Fim 3). Pierwsze szczepionki aP, opracowane przez
Sato 1 wspotpracownikéw w Japonii, zawieraly trakto-
wang formaldehydem FHA oraz inaktywowang forma-
ling Ptx (JNIH 6) i produkowane byty przez japonskie
firmy farmaceutyczne Takeda i Biken [82]. Przedmio-
tem badan byfa réwniez szczepionka monowalentna
zawierajgca jedynie toksyne krztuscowa (JNIH 7).
Szczepionki te podawane byly dzieciom w wieku 2 lat
i starszym. Skuteczno$¢ szczepionki JNIH 6 zostalta
oszacowana na poziomie 78-92%, w zaleznosci od
liczby podanych dawek i wieku szczepionych dzieci
[82]. Obie szczepionki zostaly przetestowane réwniez
w Szwecji. Skuteczno$¢ po 2 dawkach u niemowlat
wynosita 69% dla szczepionki dwuskladnikowej (FHA
i Ptx) i 54% dla szczepionki jednoskladnikowej (Ptx)
[1]. W 1981 r. szczepionka aP zostala wprowadzona
w Japonii do rutynowych szczepien przeciw krztus-
cowi [30]. W 1992 r. Amerykariska Agencja Zywnosci
i Lekow (FDA - Food & Drug Administration) zatwier-
dzila szczepionki aP do stosowania w ramach szczepie-
nia przypominajacego [13], a w 1996 1. szczepionki te
zostaly wlaczone do kalendarza szczepient do uodpor-
nienia podstawowego niemowlat [83].

Pozytywne wyniki badan skutecznosci japonskich
szczepionek aP zachecily inne uprzemystowione kraje
do badan nad opracowaniem nowych szczepionek
bezkomoérkowych. Opracowano wiele szczepionek aP,
ktore roznily sie od siebie pod wzgledem liczby i steze-
nia poszczegdlnych antygendw, metod ich oczyszczania,
stosowanych adiuwantéw i substancji pomocniczych.
W latach 90. przeprowadzono wiele badan klinicz-
nych oceny skutecznos$ci i bezpieczenstwa szczepio-
nek bezkomorkowych. Byly to jedne z najwiekszych
i najdrozszych badan klinicznych w historii szczepien.
Trudno jednak poréwnywaé uzyskane wyniki mie-
dzy sobg, poniewaz w badaniach zastosowano rdézne
metodologie badawcze obejmujace rézne schematy
immunizacji i dawki oraz stosowano rézne definicje
przypadku krztusca. Jako szczepionki odniesienia
zastosowano charakteryzujace sie r6zna skutecznoscia
szczepionki calokomoérkowe [33]. W styczniu 1991 r.
WHO powolata grupe ekspertéw w celu opracowania
definicji przypadku krztusca do stosowania w bada-
niach klinicznych. Wedlug definicji WHO, aby stwier-
dzi¢, ze przyczyna choroby jest krztusiec, kaszel musi
trwac co najmniej 21 dni, a nastepnie choroba powinna
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zostac potwierdzona w badaniach laboratoryjnych np.
w wyniku pozytywnej hodowli pateczek B. pertussis lub
znacznego wzrostu przeciwcial IgG lub IgA przeciwko
Ptx, FHA lub Fim-2 oraz Fim-3 [98].

Ze wzgledu na to, ze test domozgowego zakazania
myszy (test Kendrick) nie sprawdzil si¢ w przypadku
oceny skutecznosci szczepionek bezkomorkowych,
rozpoczeto prace nad optymalizacjg metody do oceny
skutecznosci szczepionek aP in vitro [35]. Proby dono-
sowego zakazania myszy prowadzone przez zespol
Nicole Guiso daly obiecujace wyniki [34], jednak szer-
sze zastosowanie okazal si¢ mie¢ test ELISA stuzacy do
pomiaru u immunizowanych myszy poziomu przeciw-
cial swoistych dla poszczegdlnych antygenow zawartych
W szczepionce.

Szczepionki DTaP poczatkowo stosowane byly tylko
do szczepien przypominajacych u dzieci, a nastgpnie
zostaly wprowadzone do schematéw szczepien pod-
stawowych [24]. Zalecenia Doradczego Komitetu
ds. Szczepien (USA) (ACIP - Advisory Committee on
Immunisation Practices) dotyczace stosowania szcze-
pionek DTaP jako czwartej i pigtej dawki przypomi-
najacej wprowadzono w 1992 r. [13]. Z kolei, w 2006 1.
wprowadzono dawke przypominajaca szczepionki dTap
o zmniejszonej ilosci antygendw bloniczego i krztusco-
wego dla nastolatkdéw [10]. W 2011 r. ACIP wprowadzit
zalecenia immunizacji szczepionka dTap wszystkich
kobiet w cigzy w celu ochrony noworodkéw przed
krztu$cem [75].

W wigkszosci krajow rozwinietych, szczepionki
calokomorkowe zostaly wyparte przez szczepionki
bezkomorkowe. Szczepionki DTaP catkowicie zastapily
szczepionki DTwP w Stanach Zjednoczonych, Kana-
dzie, Australii, Nowej Zelandii, w Europie (z wyjat-
kiem Polski) oraz w niektdérych krajach Azji i Ameryki
Lacinskiej i s3 powszechnie stosowane w sektorze pry-
watnym na calym swiecie. Z krajow afrykanskich tylko
Mauritius i kraje poludniowej czesci Afryki uzywaja
szczepionek bezkomoérkowych. W kazdym kraju sche-
mat szczepien przeciw krztuscowi obejmuje trzy dawki
szczepionki w pierwszych 6 miesigcach zycia. W czesci
krajow stosowana jest dawka przypominajaca w dru-
gim roku zycia, a tylko w nielicznych krajach stosuje si¢
kolejng dawke przypominajaca dla dzieci w wieku od
4 do 6 lat [75]. W 2006 roku na calym $wiecie wypro-
dukowano ponad 500 milionéw dawek szczepionek
zawierajacych w swoim skfadzie skladnik krztus-
cowy, z czego ponad 100 milionéw dawek pochodzito
z dwoch najwigkszych koncernéw farmaceutycznych
— Sanofi Pasteur i GSK [75].

W Polsce, do uodpornienia podstawowego niemow-
lat i matych dzieci nadal stosuje si¢ szczepionke DTwP.
Szczepionka bezkomorkowa jest dostepna w Polsce od
1998 roku i refundowana jest do szczepienia podstawo-
wego niemowlat jedynie dla wczesniakéw i noworod-

kéw urodzonych z niskg masg urodzeniows tj. ponizej
2500 gramow. Pomimo braku refundacji szacuje sie,
ze obecnie ponad polowa polskich rodzicéw wybiera
odpflatne szczepionki ze sktadnikiem aP [89]. W 2004 r.
do szczepien obowigzkowych w Programie Szczepien
Ochronnych wprowadzono dawke przypominajaca
szczepionki aP dla dzieci w 6 roku zycia, a w 20161r.
wprowadzono kolejng dawke przypominajacg dla
nastolatkéw w wieku 14lat. Istniejg zalecenia doty-
czace szczepien przeciw krztuscowi personelu oddzia-
6w neonatologicznych i pediatrycznych, kobiet w ciazy,
nastolatkéw w wieku 19 lat, oséb w wysokim stopniu
narazonych na zakazenie oraz oséb dorostych co 10 lat.
Schemat szczepien przeciw krztuscowi w Polsce obej-
muje podawanie kolejnych dawek szczepionki DTwP
lub DTaP dzieciom w wieku 2, 3-4, 5-6, 16-18 miesiecy
oraz szczepionki DTaP w 6 roku zycia. Szczepionki
przeciw krztuscowi bezkomorkowe i catokomoérkowe
charakteryzujg si¢ réznymi profilami bezpieczenstwa.
W przypadku szczepionek DTaP obserwowanych jest
mniej niepozadanych reakcji miejscowych, takich jak
zaczerwienienie, obrzek, bol w miejscu wstrzyknie-
cia oraz mniej reakcji ogolnoustrojowych, takich jak
goraczka i uporczywy placz [18].

9. Nowe szczepionki przeciw krztuscowi

W celu uzyskania lepszej kontroli nad zachoro-
waniami na krztusiec niezbedne jest udoskonalanie
obecnie stosowanych szczepionek lub opracowanie
nowych szczepionek w celu wydluzenia czasu trwania
odpornoéci poszczepiennej. Zaproponowano rdzne
podejscia w tym: nowa formulacje obecnie istnieja-
cych szczepionek bezkomdrkowych poprzez doda-
nie nowych adiuwantéw wzmacniajacych odpowiedz
zalezng od Th1 lub Th17, wlaczenie nowych antygenow
paleczek B. pertussis zawierajacych wigcej natywnych
struktur bez modyfikacji chemicznych, a takze opra-
cowanie szczepionek opartych na pecherzykach btony
zewnetrznej lub zywych, atenuowanych bakteriach [21].

W5rdéd badanych potencjalnych nowych antygenéw
szczepionkowych sg m.in. eksponowane na powierzchni
paleczek B. pertussis unikalne wysoce immunogenne
biatka IRP1-3 i AfuA, ktére sg zaangazowane w wychwyt
zelaza. Wiaczenie biatka IRP1-3 i rekombinowanej
formy biatka AfuA do eksperymentalnej szczepionki
powodowalo skuteczniejsza ochrong myszy w poréw-
naniu do szczepionki niezawierajacej tych biatek [3].
Innym potencjalnym antygenem szczepionkowym jest
rekombinowana forma cyklazy adenylowej pozbawiona
aktywnosci enzymatycznej. Badania na modelu mysim
wykazaly, ze immunizacja rekombinowang formg ACT
powodowata wzrost ochrony przed donosowym zakaza-
niem paleczkami B. pertussis i indukowanie odpowiedzi
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immunologicznej zaréwno o profilu Th1, jak i Th2 [17].
Przedmiotem badan jest rowniez biatko btony komor-
kowej BipA oraz bialko BrkA. Immunizacja myszy
rekombinowanym biatkiem BipA aktywowala przeciw-
ciala opsonizujace i znacznie ograniczyta kolonizacje
pluc myszy przez palteczki B. pertussis [20]. Badania na
modelu mysim wykazaly, ze samo podanie bedacego
autotransporterem bialka BrkA nie chroni znaczaco
myszy przed zakazaniem B. pertussis, ale dodanie go
do obecnych w szczepionkach antygenéw Ptx i FHA
zwieksza znacznie ochrone przed kolonizacja pluc
pateczkami B. pertussis podanymi droga donosowa.
Wykazano réwniez, ze genetycznie odtoksyczniona
toksyna krztu$cowa jest bardziej immunogenna niz
chemicznie unieczynniona, co przektada si¢ na uzy-
skanie wyzszego miana przeciwcial neutralizujacych
oraz silniejszej odpowiedzi Th1/Th17 [84].

W badaniach na modelu mysim wykazano, ze peche-
rzyki blony zewnetrznej (OMV - Outer Membrane
Vesicles) zawierajace powierzchniowe biatka anty-
genowe paleczek B. pertussis s bezpieczne i wysoce
immunogenne [8]. Profil bezpieczenstwa szczepionek
OMYV jest poréwnywalny do szczepionek aP i znacznie
lepszy od szczepionek wP [81]. Fernandez i wsp. [27]
wykazali, ze preparat proteoliposomowy pochodzacy
z B. pertussis indukuje ochron¢ u 90% myszy przed
letalng infekcja B. pertussis i z czasem powoduje catko-
witg eliminacje bakterii podanych droga domdzgowa
i donosowa. Szczepionka OMV indukuje odpowiedz
immunologiczng o mieszanym profilu Th1/Th17 i Th2
z silng odpowiedzig humoralng [8]. Ponadto wykazano,
ze szczepionka OMV chroni przed zréznicowanymi
genetycznie izolatami B. pertussis takze tymi, ktore nie
wytwarzajg pertaktyny [11]. Innym podejsciem jest
zastosowanie pecherzykow blony zewnetrznej zawie-
rajacych antygeny powierzchniowe, takie jak Prn i Ptx.
Roberts i wspolpracownicy wykazali, ze donosowe
lub $rédotrzewnowe podawanie pecherzykow blony
zewnetrznej indukuje ochrone przed zakazeniem krztu-
$cem u myszy [79].

W obecnie zarejestrowanych szczepionkach bez-
komorkowych, jako adiuwanty powszechnie stoso-
wane s3 zwigzki glinu w postaci wodorotlenku glinu
i fosforanu glinu. Ich rola polega na zwiekszaniu efek-
tywnos$ci odpowiedzi immunologicznej indukowanej
przez zawarte w szczepionce antygeny przez m.in.
wywotywanie efektu depot w miejscu wstrzykniecia,
aktywacje ukfadu dopelniacza, stymulacje makrofa-
gow oraz wzmacnianie aktywnoséci odpowiedzi limfo-
cytéw szlaku Th2. Ze wzgledu na fakt, ze kluczowq role
w skutecznej eliminacji paleczek B. pertussis odgrywa
odpowiedz typu Thl, rozpoczeto badania nad adiu-
wantami nowej generacji, wzmacniajagcymi aktywnosé
limfocytéw Th1 [53]. Badania przeprowadzone przez
Polewicz i wsp. [77] wykazaly, ze zastosowanie jako

adiuwantow krotkich, jednoniciowych, syntetycznych
czasteczek DNA zawierajacych wyspy CpG, indukuje
wyzsze poziomy przeciwcial IgG2a i IgA oraz wzmac-
nia odpowiedz typu Th1l u myszy. Ponadto, pomagaja
one przetamac supresje pierwotnej odpowiedzi na tok-
syne krztu§cowa u niemowlat posiadajacych przeciw-
ciala pochodzenia matczynego [77]. Motywy CpG ze
wzgledu na ich obfito$¢ w genomach drobnoustrojow,
ale rzadko$¢ w genomach kregowcow, uwazane sg za
wzory czasteczkowe zwigzane z patogenami PAMP
(Pathogen Associated Molecular Patterns) i sg selek-
tywnie rozpoznawane przez mechanizmy nieswoistej
odpowiedzi wrodzonej i uruchamiajg proces zwalcza-
nia infekcji. W innych badaniach testowano lipopro-
teing z B. pertussis [22], adiuwant emulsyjny MF59
[2], syntetyczny peptyd regulujacy mechanizmy wro-
dzonej odpornosci [32], monofosforylolipid A oraz
wiele innych czasteczek immunostymulujacych [4, 31,
86]. Wszystkie powyzej testowane adiuwanty, poprzez
podobienstwo do struktur charakterystycznych dla
drobnoustrojéw chorobotworczych, rozpoznawane sa
dzieki specyficznym receptorom znajdujacych si¢ na
powierzchni leukocytéw. Do takich receptorow zalicza
sie receptory Toll-like (TLR), ktére m.in. inicjuja nabyta
odpowiedz immunologiczng przez aktywacje komorek
dendrytycznych [5].

Najbardziej zaawansowana w badaniach jest szcze-
pionka BPZE1 zawierajaca zywe, atenuowane komorki
bakteryjne. Substancja czynng szczepionki jest szczep
B. pertussis pozbawiony toksycznosci poprzez gene-
tyczng inaktywacje trzech toksyn tj. toksyny krztus-
cowej, toksyny dermonekrotycznej i cytotoksyny
tchawiczej [61]. Wykazano, ze zdolno$¢ do koloniza-
cji pluc myszy przez szczep BPZE1 jest podobna do
zdolno$ci szczepu macierzystego. W przeciwienstwie
do zjadliwego szczepu rodzicielskiego, szczep BPZE1
nie indukuje zmian w plucach u myszy po podaniu
donosowym [54, 61]. Stabilno$¢ genetyczng szczepu
BPZE1 oceniano po kilku pasazach in vitro i in vivo
[28]. Bezpieczenstwo szczepionki BPZE1 zostalo
potwierdzone w kilku badaniach przedklinicznych
[53]. Badania na modelu mysim dowodza, ze jedna
dawka szczepionki chroni przed kolonizacja bak-
terii w plucach [60]. Wykazano, ze pojedyncze poda-
nie szczepionki BPZE1 indukuje poziom przeciwcial
poréwnywalny do poziomu obserwowanego po dwdch
dawkach szczepionki aP [61]. Szczepionka BPZE1
podana donosowo indukuje zaréwno $luzéwkows, jak
i ogoélnoustrojowa odpowiedz immunologiczng, ktora
wzbudza szybka i szersza odpornosé¢ w poréwnaniu do
szczepionek podawanych domigsniowo. Wykazano, ze
indukowana przez szczepionke BPZE1 ochrona przed
kolonizacjg ptuc po zakazaniu B. pertussis jest dlugo-
trwala i znacznie silniejsza w poréwnaniu do ochrony
wzbudzanej przez szczepionke bezkomodrkowsg [28].
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Co wigcej, szczepionka ta zapewnia szybsza ochrong
przed zachorowaniem w pordéwnaniu do szczepionek
aP [53]. Wykazano, ze skuteczno$¢ szczepionki BPZE1
w indukowaniu przeciwcial przeciwko antygenom
B. pertussis, a takze w wytwarzaniu swoistego anty-
genowo IFN-y zalezy od uzytej dawki [60]. Okazato
sie, Ze szczepionka BPZE1 zapewnia ochrone réwniez
przed bakteriami Bordetella bronchiseptica [45]. Bada-
nia przeprowadzone na modelu pawiana wykazaly, ze
szczep BPZE1 przejsciowo kolonizuje jame nosowo-
-gardlowg [54]. Donosowa droga podania szczepionki
stymuluje miejscowa odporno$¢ na poziomie blony
Sluzéwkowej, co zapobiega kolonizacji przez bakterie
B. pertussis. W efekcie, szczepionka BPZE1 zapewnia
ochrong nie tylko przed zachorowaniem, ale tez przed
kolonizacja. Ochrona ta jest bardzo podobna do odpor-
nosci po naturalnej infekcji. Wykazano, ze kolonizacja
przez zjadliwy szczep pluc pawianéw zaszczepionych
szczepionka BPZE1 zostala zmniejszona o 99,998%
w pordéwnaniu z nieszczepionymi pawianami [54].
Obecnie stosowane szczepionki aP i wP nie eliminujg
nosicielstwa. Otrzymane wyniki sg o tyle obiecujace, ze
BPZE1 moze zapobiega¢ kolonizacji, a co za tym idzie
blokowa¢ transmisje B. pertussis w populacji. Badanie
przedkliniczne wykazalo, ze BPZE1 sprzyja induko-
wanej chemokinami CCL migracji komoérek dendry-
tycznych i stymuluje odpowiedz typu Th1/Th17 [26].
W badaniach na myszach dowiedziono, ze szczepionka
BPZE1 stymuluje odpowiedzi przeciwcial poréowny-
walne do szczepionek acelularnych [61]. Szczepionka
BPZE1 w swoich wlasciwosciach immunologicznych
zblizona jest do wlasciwosci szczepionki calokomor-
kowej, a swoim bezpieczenstwem przypomina szcze-
pionke aP [53]. Myszy immunizowane zywym, atenu-
owanym szczepem byly chronione przez co najmniej
1 rok po immunizacji co sugeruje, ze szczepionka ta
moze zapewnia¢ réwniez ochrone dlugoterminowag
[88]. Badanie kliniczne fazy I przeprowadzone na doro-
stych mezczyznach wykazalo, ze szczepionka BPZE1
jest bezpieczna i immunogenna [91]. Obecnie trwaja
badania kliniczne fazy II szczepionki BPZE1 [89].

10. Podsumowanie

Od potowy XX wieku szczepionki wywarly znaczacy
wplyw na zdrowie publiczne, kontrolujgc rozprzestrze-
nianie si¢ wielu choréb zakaznych na calym s$wiecie.
Prowadzone masowo szczepienia ukierunkowaly pro-
ces zmiennoéci bakterii B. pertussis na wyeliminowanie
z populacji szczepionkowych wariantéw tego drobno-
ustroju. Poczatkowo do produkeji szczepionek przeciw
krztu$cowi stosowano od kilku do kilkunastu szczepdw
na biezgco izolowanych od chorych [52]. Wydaje sig,
ze gdyby proces wytwarzania szczepionek opierat si¢

na ww. strategii, czesto$¢ izolacji szczepdw B. pertussis
o wcze$niej niespotykanych genotypach bytaby zdecy-
dowanie nizsza. Mozna przypuszczaé, ze stosowanie
szczepionek bezkomorkowych indukujacych bardziej
swoiste spektrum przeciwcial moze nasila¢ ekspansje
szczepéw coraz bardziej odmiennych antygenowo.
Stabilno$¢ ewolucyjna skladnika zakaznego wydaje si¢
by¢ wazna szczegolnie wérdd choréb kontrolowanych
za pomocy szczepien. W przypadku gdy szczepionki
oparte beda o izolaty cechujgce sie najwyzsza zjadli-
woscig, z populacji eliminowane beda drobnoustroje
charakteryzujace si¢ najwyzszym zagrozeniem cho-
robotwoérczym. Z kolei, jesli stosowane szczepionki
oparte beda o antygeny szczepdw o nie w pelni okres-
lonej lub mniejszej zjadliwosci, w populacji moga roz-
przestrzeniac sie szczepy potencjalnie bardziej zjadliwe.
W zwigzku z niekorzystnymi zmianami w epidemiologii
krztusca w krajach, ktére od dziesigcioleci utrzymywaty
wysoki poziom zaszczepienia, rozpoczeto proby nad
optymalizacjg strategii ograniczenia zachorowan m.in.
wprowadzono zalecenia do powszechnych szczepien
mlodziezy i 0s6b dorostych, kobiet w ciazy, czy osob
majacych bliski kontakt z noworodkami [99]. Wiado-
mym jest, Ze kontrola zachorowan na krztusiec nie jest
mozliwa przez podawanie szczepionek wylacznie dzie-
ciom, poniewaz nastepuje spadek odpornosci w miare
uplywu czasu od podania ostatniej dawki szczepionki.
Szczepienia zapobiegaja rozwojowi choroby, a nie zaka-
zeniu, a osoby doroste biorg udzial w transmisji zakazen
[15]. Rosnaca liczba zachorowan sttumila entuzjazm
wynikajacy z powszechnego wprowadzenia szczepionek
bezkomoérkowych, jako bezpieczniejszej alternatywy.
Szczepionki calokomoérkowe, poza Polska, nie sg juz
stosowane w Europie, a im dluzszy okres czasu uptynat
od ich wycofania z programoéw szczepien, tym bardziej
problem wzrostu liczby zachorowan zaczat si¢ nasilac.
Nalezy réwniez podkresli¢, ze realna skala zachorowan
moze by¢ zdecydowanie wyzsza, poniewaz diagnostyka
obejmuje przypadki o typowych objawach klinicznych.
Najprawdopodobniej w starszych grupach wiekowych,
gdzie choroba przybiera fagodniejszy przebieg, pozo-
staje ona niezdiagnozowana [15].
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Streszczenie: Najczestszym czynnikiem etiologicznym zakazen ukladu moczowego (ZUM) sg szczepy UPEC (Uropathogenic Escherichia
coli), bedace przyczyng 75-95% przypadkéw ZUM. W patomechanizmie ZUM ogromna rol¢ odgrywaja czynniki wirulencji bakterii UPEC,
jak réwniez zdolno$¢ do tworzenia biofilmu. Gléwna przeszkoda do wzrostu mikroorganizméw jest niedobor zelaza, dlatego tez szczepy
UPEC wytwarzaja siderofory jak rowniez receptory sideroforow, ktére umozliwiaja skuteczny wychwyt i transport zelaza do komorki bakte-
ryjnej. Ponadto, w celu modulacji odpowiedzi immunologicznej i szlakow metabolicznych gospodarza szczepy UPEC produkuja nastepujace
toksyny, tj. a-hemolizyne (HlyA), cytotoksyczny czynnik nekrotyzujacy (CNEF-1) i toksyne autotransportujacg (VAT, Vat-like/Vat-ExEc).
Kolejnym nowo poznanym czynnikiem wirulencji jest genotoksyna, tj. biatko Usp wywolujace fragmentacje DNA i apoptoze komorek.
Z kolei, biatko Ag43 umozliwia bakteriom UPEC adhezj¢ do komoérek ukladu moczowego czy agregacje i formowanie biofilmu. Nalezy
podkresli¢, ze wszystkie wymienione wyzej czynniki wirulencji jak réwniez zdolnos¢ do tworzenia biofilmu, ulatwiajg szczepom UPEC
kolonizacje i rozprzestrzenianie w uktadzie moczowym. Podsumowujac, bakterie UPEC posiadajg caly arsenat czynnikéw wirulencji, ktore
umozliwiajg przetrwanie nawet w tak niesprzyjajacym srodowisku, jakim jest uktad moczowy, co ostatecznie prowadzi do rozwoju ZUM.

1. Wstep. 2. System wychwytu zelaza - siderofory, receptory sideroforéw. 3. Toksyny. 3.1. a-hemolizyna HlyA. 3.2. Cytotoksyczny czynnik
nekrotyzujacy 1. 3.3. Toksyna VAT. 4. Biatko Usp. 5. Biatko Ag43. 6. Biofilm bakteryjny. 7. Podsumowanie

THE ROLE AND IMPORTANCE OF SELECTED VIRULENCE FACTORS
DETERMINING THE PATHOGENICITY OF UROPATHOGENIC ESCHERICHIA COLI STRAINS

Abstract: The most frequent etiologic agents of the urinary tract infections (UTIs) are UPEC strains (Uropathogenic Escherichia coli),
which are responsible for 75-95% of UTIs. The virulence factors of UPEC bacteria, as well as their ability to form biofilm, play a significant
role in the pathogenicity of UTIs. Limiting iron availability is a major host defense against the growth of microorganisms within hosts.
That is why UPEC strains produce various types of siderophores as well as siderophore receptors, which facilitate the uptake and transport
of iron to the bacterial cell. Moreover, in order to modulate an inflammatory response and host signaling pathways, UPEC strains produce
the following toxins: a-hemolysin (HIyA), cytotoxic necrotizing factor 1 (CNF-1) and vacuolating autotransporter toxin (VAT, Vat-like/
Vat-ExEc). Moreover, Usp is a novel genotoxin of UPEC strains which provokes DNA fragmentation and cell apoptosis. Furthermore,
the presence of protein Ag43 enhances adhesion of UPEC within the urinary tract, aggregation and biofilm formation. It is important to
underline that all of the virulence factors mentioned above and the ability to form biofilm facilitate and enable UPEC colonization and
dissemination in the urinary tract. In conclusion, UPEC harbors an arsenal of virulence factors which promote persistence within the
adverse settings of the host urinary tract and finally lead to the development of UTL

1. Introduction. 2. Iron acquisition system — siderophores, siderophore receptors. 3. Toxins. 3.1. a-hemolysin HlyA. 3.2. Cytotoxic necrotiz-
ing factor 1. 3.3. Toxin Vat. 4. Protein Usp. 5. Protein Ag43. 6. Bacterial biofilm. 7. Summary

Stowa kluczowe: Ag43, biofilm, system pobierania zelaza, toksyny, Usp

Key words:

Ag43, biofilm, iron acquisition system, toxins, Usp

1. Wstep

Pozajelitowe patogenne szczepy Escherichia coli
ExPEC (extraintestinal patogenic E. coli) charaktery-
zujg si¢ roznorodnymi genotypami, jak i fenotypami,
a w ich obrebie wyrdznia sie, m.in. grupe uropatogen-
nych szczepdw Escherichia coli (uropathogenic E. coli,
UPEC) odpowiedzialnych za 75-95% przypadkow
zakazen ukladu moczowego (ZUM), zaréwno u dzieci,

jak i oséb dorostych [4, 6, 10, 33, 34]. UPEC moga
kolonizowa¢ nabtonek ukladu moczowego cztowieka,
lecz o ich chorobotworczosci i zdolnosci do przezycia
w okreslonym srodowisku decyduja posiadane czynniki
wirulencji i/lub nabyte przez bakterie cechy opornosci
na antybiotyki [4, 10, 60].

UPEC sg niezwykle zroznicowane pod wzgledem
prezentowanych czynnikéw wirulencji. Potencjal in-
wazyjny tego patotypu zwigzany jest z wytwarzaniem

* Autor korespondencyjny: dr n. med. Sylwia Joanna Chmielewska, Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej i Inzynierii Nanobiomedycz-
nej, Wydzial Lekarski z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku,
ul. Mickiewicza 2C, 15-222 Bialystok; tel. 695 348 868; e-mail: sylwia.chmielewska@umb.edu.pl
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réznych typéw adhezyn i inwazyn umozliwiajacych
bakteriom przyleganie do komorek gospodarza, toksyn
modulujacych odpowiedz immunologiczng i szlaki
metaboliczne oraz sideroforéw niezbednych do asy-
milacji zelaza [4, 38]. Ponadto ogromng role w pato-
mechanizmie ZUM odgrywa zdolno$¢ tworzenia bio-
filmu przez szczepy UPEC. Biofilm stanowi bowiem
skuteczng bariere dla stosowanych antybiotykow, co
niejednokrotnie prowadzi do niepowodzen terapeu-
tycznych oraz przyczynia si¢ do przewleklych i nawra-
cajacych standw zapalnych uktadu moczowego [41].

Geny kodujace czynniki wirulencji szczepéw UPEC
umiejscowione s3 na ruchomych elementach genetycz-
nych przenoszonych drogg horyzontalnego transferu
genéw (horizontal gene transfer, HGT). Zmieniajace
sie srodowisko stymuluje powstawanie nowych kombi-
nacji gendéw czynnikow wirulencji powodujac rozprze-
strzenianie si¢ nieobserwowanych dotad patogennych
klonéw E. coli, wyrdzniajacych sie wieksza zjadliwos$cig
i ekspansywnoscig [4]. Dlatego tez kompleksowa wie-
dza na temat determinant wirulencji szczepéw UPEC,
tj. sideroforéw, receptoréw sideroforéw, toksyn, geno-
toksyn, biatek Usp i Ag43, czy tez zdolnosci do two-
rzenia biofilmu umozliwi lepsze poznanie patome-
chanizmu ZUM, co w przysziosci moze postuzy¢ do
opracowania nowych strategii zapobiegania i leczenia
zakazen wywotanych przez UPEC [55].

2. System wychwytu Zelaza - siderofory,
receptory sideroforow

Zelazo to niezbedny element wielu proceséw ko-
morkowych, m.in. zasadniczy kofaktor enzymow zaan-
gazowanych w pierwotny i wtdérny metabolizm komor-
kowy zaréwno u organizmoéw eukariotycznych, jak
i prokariotycznych [7, 63].

Pomimo, ze w organizmie wystepuje znaczna ilo§¢
zelaza, to przewazajaca czes$¢ jest zwigzana z biatkami,
takimi jak: hemoglobina, transferryna, laktoferyna lub
ferrytyna, co znacznie ogranicza dostepnos¢ tego pier-
wiastka dla drobnoustrojéw chorobotwérczych. Skut-
kuje to zahamowaniem wzrostu bakterii i uniemozli-
wia dalszy rozwdj zakazenia [7, 15, 51, 63]. Szacuje sie,
iz stezenie wolnego zelaza we krwi wynosi zaledwie
107*-10"* M, podczas gdy w tkankach wartos$¢ ta waha
sie od 107 do 107 Nalezy zaznaczy¢, iz przytoczone
warto$ci sg zdecydowanie nizsze od poziomu zelaza
wymaganego do prawidlowego przebiegu procesow
metabolicznych i podzialéw komoérkowych bakterii tj.
10°-10°M [51, 63]. Niedobor zelaza to gléwna prze-
szkoda do wzrostu drobnoustrojow, dlatego tez bakterie
wyksztalcily réznorodne mechanizmy umozliwiajace
pozyskanie tego pierwiastka z organizmu gospodarza.
Jednym z nich jest tzw. system wychwytu zelaza wyko-

rzystujacy siderofory, takie jak: enterobaktyna (ent),
salmochelina (iro), jersiniabaktyna (irp, ybt) i aero-
baktyna (iuc), majace zdolno$¢ do chelatowania zelaza
organicznego ze srodowiska [2, 7, 56, 63]. Siderofory
mozna podzieli¢ na pie¢ gtéwnych klas, tj. katecholany,
fenolany, siderofory typu kwasu hydroksamowego,
a-hydroksykarboksylany oraz siderofory typu miesza-
nego. Zgodnie z tg klasyfikacjg enterobaktyna i salmo-
chelina zaliczane s do katecholandw, z kolei jersinia-
baktyna do fenolandw, a aerobaktyna do sideroforéow
typu mieszanego [51].

Wirdéd szczepéw UPEC moga wystepowaé rézne
kombinacje wspomnianych sideroforéw, z czego nie-
ktore szczepy wytwarzajg wszystkie cztery [57]. Ko-
morka bakteryjna za posrednictwem sideroforéw jest
w stanie wigza¢ zelazo i z powodzeniem konkurowac
z biatkami gospodarza o dostep do tego pierwiastka [7,
63]. Z kolei receptory blony zewnetrznej dla sideroforow
ulatwiaja transport kompleksu zelazo-siderofor przez
blone zewnetrzng bakterii do cytozolu, w ktérym to
zelazo jest uwalniane. Wsrdd szczepéw UPEC znanych
jest wiele receptoréw dla sideroforéw, m.in. IroN (recep-
tor dla salmocheliny), IutA (receptor dla aerobaktyny),
FyuA (receptor dla jersiniabaktyny), Iha (receptor dla
enterobaktyny) [3]. Dla przykladu szczep E. coli CFT073
koduje az 14 receptoréw blony zewnetrznej dla siderofo-
réw oraz 4 systemy biosyntezy i transportu sideroforéw,
jak réwniez szereg przepuszczalnych TonB zaleznych
receptordw zaangazowanych w wychwyt zelaza [20].
Co interesujace, badania doswiadczalne wykazaly, iz
w mysim modelu zakazen gérnych drég moczowych,
delecja genéw dla TonB receptoréw w szczepach UPEC
skutkowata ostabienien kolonizacji przez drobnoustroje
w okresie 48 godzin od zakazenia [36].

Powszechnym sideroforem wystepujacym w szcze-
pach UPEC jest enterobaktyna [48, 63]. Niemniej jed-
nak, produkcja enterobaktyny nie jest unikalna dla
E. coli i zostala opisana réwniez wérdd innych izolatow
ZUM, tj. Klebsiella spp., Enterobacter spp. i Citrobacter
spp. [48]. Enterobaktyna charakteryzuje si¢ powino-
wactwem do jonéw zelaza rzedu K, ~ 10~ i konkuruje
z transferryng o wigzanie tego pierwiastka w organiz-
mie gospodarza, dlatego tez szczepy UPEC syntetyzu-
jace enterobaktyne wykazuja zdolno$¢ do kolonizacji
miejsc ubogich w zelazo, takich jak drogi moczowe
(48, 63]. Z kolei w organizmie gospodarza aktywo-
wane neutrofile uwalniajg biatko lipokaline 2, zwana
roéwniez lipokaling neutrofilows, zwigzang z zelatynaza
wykazujaca zdolno$¢ do wigzania si¢ z enterobaktyna
i uniemozliwiajacg tym samym jej polaczenie z zela-
zem. Lipokalina 2 wykazuje, wiec wlasciwosci bakterio-
statyczne, zmniejszajac konkurencyjny wychwyt Fe®*
przez szczepy UPEC, co hamuje ich namnazanie [63].

Kolejnym sideroforem jest salmochelina, po raz
pierwszy wykryta u szczepu Salmonella spp., skad tez
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wywodzi sie jej nazwa [51]. Salmochelina powstaje
w wyniku glikozylacji enterobaktyny przez glukozylo-
transferaze (48, 63]. Tego typu modyfikacja enterobak-
tyny zakodowana w klastrze genéw iroBCDEN zloka-
lizowanym na plazmidzie ColV], ColBM lub wyspie
patogennosci (PAI, pathogenicity island), zapobiega
jej rozpoznaniu przez lipokaling 2 [4, 51, 63]. Ze
wzgledu na fakt, iz kompleks Zelazo-salmochelina nie
jest rozpoznawany przez receptor dla enterobaktyny
bakterie wyksztalcily kolejny receptor, tj. IroN, ktdrego
gltéwna rolg jest wigzanie i transport do cytoplazmy
ww. kompleksdw, co umozliwia efektywne wykorzysty-
wanie zelaza przez szczepy UPEC [4, 63]. Co wigcej,
biatku IroN przypisuje si¢ zasadniczg role w inwazji
in vitro komorek nabtonka drég moczowych przez
szczepy ExPEC [18].

Jersiniabaktyna to kolejny siderofor umozliwiajacy
pozyskiwanie Fe** z ustroju gospodarza, kodowany na
PAI Jersiniabaktyna po raz pierwszy zostala wykryta
u bakterii Yersinia pestis, zas w chwili obecnej opisana
zostala jako istotna determinanta wirulencji takich
drobnoustrojow jak: Y. pseudotuberculosis, Y. enteroco-
litica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Citro-
bacter spp. i kilka patotypow E. coli [48, 51, 62]. Jed-
nym z wazniejszych gendw obecnych na PAI jest gen
fyuA kodujacy 71 kDa biatko blony zewnetrznej pet-
nigce role receptora dla kompleksu Fe’*-jersiniabak-
tyna. Ponadto wyniki badan przeprowadzonych przez
Hancock i wsp. [24] wskazujg, ze FyuA odgrywa istotna
role w tworzeniu biofilmu przez patogenne szczepy
w $rodowisku ubogim w zelazo, takim jak ludzki mocz.
Badania szczepu E. coli VR50, mutanta fyuA, wykazaty
bowiem az 92% redukcje zdolnosci tworzenia biofilmu
w poréwnaniu do szczepu dzikiego.

Podczas gdy enterobaktyna jest wytwarzana i wyko-
rzystywana niemal przez wszystkie szczepy E. coli, to
aerobaktyna, salmochelina i jersiniabaktyna oraz recep-
tory dla tych sideroforéw wystepuja gtéwnie u szcze-
pow patogennych. Istnieje wiele dowodéw potwierdza-
jacych istotng role systemu wychwytu zelaza u bakterii
odpowiedzialnych za zakazenia drég moczowych.
U pacjentéw z nawracajgcym ZUM wsréd wyizolo-
wanych szczepdéw E. coli zaobserwowano zwiekszong
synteze salmochelin i jersiniabaktyny. Podobnie UPEC
odpowiedzialne za zapalenie pecherza moczowego
u kobiet kodowaly wiekszo$¢ z opisanych elementow
systemow wychwytu zelaza tgcznie z lokus dla biosyn-
tezy i transportu jersiniabaktyny [20, 63].

W badaniach nad szczepionkami zapobiegajacymi
niepowiklanym ZUM przez szczepy UPEC to wlasnie
receptory dla sideroforéw zlokalizowane na blonie
zewnetrznej bakterii sg gléwnym przedmiotem zain-
teresowan wakcynologow. Okazalo si¢ bowiem, ze
szczepionki zawierajace biatka bedace elementem sys-
temu wychwytu zelaza stanowig skuteczng ochrone

przez zakazeniem szczepami UPEC w modelu ekspe-
rymentalnym [3, 7].

Alteri i wsp. [1] przeprowadzili badania z wykorzy-
staniem bioinformatyki, genomiki, transkryptomiki
i proteomiki oceniajace przydatno$¢, m.in. Tha, IreA,
IutA IroN w szczepionkach. Podczas donosowej immu-
nizacji myszy dwa, z czterech badanych receptorow
dla siderofordw, tj. IreA, IutA, indukowaty odpowiedz
immunologiczng, zaréwno ukladows, jak i miejscows,
tj. blony sluzowej obejmujaca wytwarzanie przeciw-
cial klasy IgM, IgG i IgA, co zapobiegalo kolonizacji
pecherza moczowego przez szczepy E. coli. Sposrod
5379 biatek pochodzacych ze szczepu E. coli CFT073
odpowiedzialnego za odmiedniczkowe zapalenie nerek
(OZN), tylko sze$¢ spelnialo wszystkie kryteria okres-
lono jako PASivE (pathogen-specific, antigenic, sur-
face-exposed, and in vivo expressed). Obejmowaly one:
wysoka specyficzno$¢ majaca na celu unikniecie kie-
rowania odpowiedzi immunologicznej na komensalne
szczepy E. coli, antygenowos¢, ekspozycje powierzch-
niowa w celu fatwego rozpoznania przez uktad odpor-
no$ciowy gospodarza oraz ekspresje in vivo [3, 7, 8].

Brumbaugh i wsp. [7] zidentyfikowali czwarty anty-
gen mozliwy do zastosowania w szczepionkach, m.in.
fyuA, zapewniajacy skuteczng i dlugotrwata odpowiedz
humoralng chronigcg przed zakazeniami UPEC.

Nalezy réwniez podkresli¢ wazng role receptora
blony zewnetrznej dla salmocheliny, tj. IroN w zapo-
bieganiu ZUM. Podskérna immunizacja myszy zde-
naturowang forma IroN skutkowala znaczacym wzro-
stem wytwarzania specyficznych przeciwcial w klasie
IgG, jednakze nie wywotywala istotnej uktadowej, jak
i sluzéwkowej odpowiedzi przeciwcial w klasie IgA.
W modelu dos$wiadczalnym immunizacja z wyko-
rzystaniem receptora IroN zapewniala ochrone przed
zakazeniem UPEC w nerkach myszy, jakkolwiek nie
zaobserwowano skutecznej ochrony przed zakazeniem
w pecherzu moczowym. Nie jest jednak wykluczone,
ze dalsze badania skupiajace si¢ na zastosowaniu, m.in.
adjuwantéw lub innej alternatywnej drogi podania
szczepionki, umozliwig w przysztosci w pelni skuteczne
wykorzystanie IroN w zapobieganiu zakazeniom szcze-
pami UPEC [8].

Podsumowujac systemy biosyntezy i transportu
sideroforéw oraz receptory OM dla sideroforéw umoz-
liwiaja UPEC wychwyt zelaza, co ulatwia kolonizacje
i utrzymywanie si¢ w drogach moczowych [57].

3. Toksyny
3.1. a-hemolizyna HIlyA
Okoto 15% komensalnych szczepéw E. coli koduje

a-hemolizyne HIlyA. W przypadku UPEC obec-
no$¢ tej toksyny stwierdza si¢ u 31-48% szczepow
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odpowiedzialnych za zapalenie p¢cherza moczowego
oraz u 78% szczepow zwigzanych z OZN [13]. Nalezy
réwniez podkresli¢, ze w przypadku produkeiji tej tok-
syny przez UPEC obserwuje si¢ pogorszenie stanu kli-
nicznego pacjentéw z ZUM [29, 47, 54, 56].

Nazwa tej toksyny wywodzi si¢ od zdolnosci do
przeprowadzania lizy erytrocytéw. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze HlyA wykazuje aktywnos¢ cytotoksyczna
wzgledem innych komérek, np.: monocytéw, granulo-
cytow, komorek $rddblonka oraz komorek nablonka
kanalikéw nerkowych myszy i naczelnych [47, 54].
W temperaturze 37°C, w ciagu zaledwie 12 sekund, tok-
syna HlyA wiaze si¢ z blong krwinek czerwonych, co
jest procesem nieodwracalnym i nieograniczonym [54].
Przypuszcza sie, ze wigzanie HlyA do komoérek doce-
lowych moze by¢ niezalezne od receptora, ze wzgledu
na zdolnos¢ faczenia sie tej toksyny ze sztucznymi bto-
nami. Jednak kwestia obecnosci, czy tez braku swo-
istych receptoréw HIyA na powierzchni réznorodnych
komorek wcigz pozostaje nierozstrzygnieta [5, 54],

HlyA to zalezna od wapnia toksyna (calcium-depen-
dent toxin) o wielkosci 110-kDa, nalezy do tzw. rodziny
RTX (repeats-in-toxin family) wykazujacych zdolnos¢
do tworzenia pordéw o szerokoséci 1-3nm w komor-
kach gospodarza, co moze prowadzi¢ do lizy komorek
i ostatecznie niszczenia komorek nablonkowych drég
moczowych [6, 47]. Gléwna funkcja tej toksyny jest
niszczenie komorek gospodarza, co ulatwia pozyski-
wanie skladnikéw odzywczych i innych zwigzkow, np.
zelaza niezbednego do wzrostu bakterii [63]. Wyniki
licznych badan wskazuja na swoistg interakcje miedzy
hemolizyng, a endotoksyng LPS (lipopolysaccharide).
Sugeruje si¢, ze LPS uczestniczy w formowaniu oraz
utrzymaniu aktywnej konformacyjnie HlyA, a ponadto
chroni jg przed deformacja i/lub agregacja [54]. Z prze-
prowadzonych badan [47] wynika, Ze cytotoksyczne
wiasciwoséci HlyA wobec komoérek ludzkich nablonka
pecherza moczowego zmniejszyly sie, gdy biatko to
zostalo oczyszczone i oddzielone od LPS. W przyszlosci
poznanie doktadnego znaczenia LPS w cytotoksycz-
no$ci HlyA oraz wyjasnienie charakterystycznych roz-
nic miedzy oddziatywaniem na komorki oczyszczonej
HlyA oraz HIyA-LPS, moze zdefiniowa¢ nowa role
endotoksyny LPS bakterii Gram-ujemnych.

Gen hlyA koduje biatko HlyA, bedace poczatkowo
nieaktywnym prekursorem tzw. pro-HlyA. Potransla-
cyjna aktywacja pro-HIyA obejmuje acylacj¢ obu reszt
lizynowych w pozycji 564 i 690 przez cytoplazmatyczna
acylotransferaze HlyC. Biatko HlyA sklada si¢ z kilku
domen. C-konicowy peptyd HlyA rozpoznaje tzw. trans-
lokator skltadajacy sie z HlyB (wiazanie ATP) i HlyD
(biatko pomocnicze). Translokator wraz z biatkiem
blony zewnetrznej TolC umozliwia sekrecje HIyA na
zewnatrz komorki bakteryjnej. Ponadto u toksyn nale-
zacych do rodziny RTX tzw. obszar centralny C-ter-

minalnego regionu lancucha jest szczegdlnie bogaty
w glicyne i sktada sie z powtarzajacej sekwencji dzie-
wieciopeptydowej  G-G-X-G-(N/D)-D-X-(L/I/F)-X
(X - aminokwas charakterystyczny dla danej toksyny).
Powtarzajace si¢ domeny wigzg jony Ca*', co jest nie-
zbedne do rozpoznania komoérek docelowych ssakow
oraz przylaczenia HlyA do blony komoérek gospoda-
rza, jednakze nie jest konieczne do utworzenia kana-
téw w dwuwarstwie lipidowej [5, 54]. Zwigzanie jonow
Ca?* (jeden jon wapnia na jedno powtorzenie) skut-
kuje strukturalnymi, jak i konformacyjnymi zmianami
HIlyA, tj. utworzeniem przez sekwencje nanopeptydowe
B-tancuchow, ktore nastepnie organizujg sie w tzw.
B-helisy. W warunkach in vitro toksyna wykazuje
maksymalng aktywno$¢ cytolityczng w momencie, gdy
wszystkie jej miejsca wigzace wapn s wypelnione [47,
54]. Z kolei N-terminalny region biatka HlyA odgrywa
istotng role w procesie lizy komoérek eukariotycznych.
Reszty aminokwasowe (238-410) w tym fragmencie
biatka odpowiadajg za aktywno$¢ hemolityczng HlyA
tworzac hydrofobowe i/lub amfipatyczne a-helisy nie-
zbedne do formowania poréw, zaréwno w blonach bio-
logicznych, jak i sztucznych [5, 47]. Co wigcej, N-termi-
nalny region toksyny wbudowuje si¢ w btone komérek
eukariotycznych i przyjmuje role integralnego biatka
blony biologicznej [54]. Sanchez-Magraner i wsp. [50]
badajac domeny odpowiedzialne za wbudowywanie si¢
w blong komoérek gospodarza wykazali, Ze brak amino-
kwasu w pozycji 601 w N-terminalnej czesci HIyA pro-
wadzi do zaniku tej cechy. Naukowcom jednoznacznie
nie udato si¢ wyjasni¢ jak duze stezenie a-hemolizyny
konieczne jest do wywotania hemolizy komorek, dla-
tego tez wigksza wage przywiazuje sie do tzw. subli-
tycznych stezen HlyA i ich wplywu na fizjologi¢ ko-
morek. Wg Wiles 1 wsp. [63] sublityczne stezenia toksyn
tworzacych pory w blonie komoérek eukariotycznych
moga modulowaé réznorodne $ciezki sygnalizacyjne,
wliczajac w to oscylacje wapniows, aktywacje kinazy
MAP (microtubule associated protein), czy inaktywa-
cje kinazy serynowo-treoninowej Akt (serine/threonine
protein kinase), odgrywajacej kluczowsa role w regulacji
procesow komoérkowych, m.in. zwigzanych z metabo-
lizmem, wzrostem, apoptoza, cyklem komoérkowym
oraz proliferacja komorek. Ponadto HlyA posredni-
czy w hamowaniu chemotaksji i niszczeniu bakterii
w procesie fagocytozy oraz stymulacji apoptozy i pro-
cesu zapalnego (Ryc. 1).

Wewnatrzkomérkowe wahania jonéw wapnia
wywolane przez a-hemolizyne stanowia sygnat do syn-
tezy cytokin prozapalnych, tj. IL-8 i IL-6 [54]. Zdolnos¢
HlyA do wywotywania oscylacji wapniowej zalezy od
kilku czynnikéw, w tym, m.in. od aktywacji GTP-azy
RhoA (ras homolog gene family). Ponadto, pro-HIyA
moze wigza¢ si¢ z blong komoérek eukariotycznych,
lecz nie indukuje oscylacji wapniowej, co wskazuje, ze
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Ryc. 1. Mechanizm dzialania i rola w patogenezie ZUM toksyn, tj. HlyA, Vat i CNF-1 wytwarzanych przez szczepy UPEC

Objasnienia skrétéw: HlyA - a-Hemolysin, hemolizyna a, Akt

- Serine/Threonine Protein Kinase, kinaza serynowo-treoninowa,

Sat — Secreted Autotransporter Toxin, autotransportujaca toksyna, VAT - Vacuolating Autotransporter Toxin, autotransportujaca
wakuolizujgca toksyna, CNF-1 - Cytotoxic Necrotizing Factor, cytotoksyczny czynnik nekrotyzujacy, Rho — Ras Homologues,
biatko nalezace do rodziny malych bialek G, GTP-aza — guanosine-5’triphosphatase, guanozyno-5’trifosfataza. Na podstawie [63].

proces acylowania jest wymagany do nabycia tej zdol-
nosci. Co wigcej, oczyszczone HIlyA, ktére jest wolne
od endotoksyny LPS, nie moze indukowa¢ wewnatrz-
komoérkowych wahan wapnia, lecz nadal wykazuje
zdolnos¢ do lizy komoérek, co podkresla, ze wlasciwosci
cytotoksyczne tej toksyny, jak i mozliwo$¢ wywolywa-
nia oscylacji wapniowej sa niezalezne [47].

Tworzenie poréw w blonie komoérek eukariotycz-
nych moze wywota¢ chwilowa utrate jonéw potaso-
wych. Co wiecej, naplyw jonéw Ca** aktywuje kanaty
potasowe K(Ca)3.1 i TMEM16A. Oba te procesy pro-
wadza do aktywacji drogi p38MAPK (p38 mitogen-
-activated protein kinases), co moze skutkowaé uru-
chomieniem réznorodnych proceséw, wliczajac w to
apoptoze komorek oraz aktywacj¢ pro-zapalnej pro-
dukcji cytokin. Wyniki licznych badan wskazujg takze,
ze sublityczne stezenia HlyA stymuluja inaktywacje
Akt posredniczac w jej defosforylacji, poprzez akty-
wacje fosfataz PP1 i PP2A. Skutkuje to zmniejszeniem
odpowiedzi zapalnej, co umozliwia bakteriom rozwdj
zakazenia. Ponadto, zwigkszeniu ulega ilo§¢ proapop-
totycznych czynnikdw, co z kolei przyczynia sie do eks-
foliacji komorek. Procesy te moga wiec wyjasni¢ wpltyw
ekspresji HIyA u szczepéw UPEC na nasilenie objawdw
zakazenia u pacjentéw z ZUM [47].

Nalezy doda¢, iz w ciaggu ostatnich lat toksyna HlyA
stala sie celem badan wakcynologéw. Analiza wykona-
nych badan [66] wykazala, iZ immunizacja myszy HlyA
przyczynita si¢ do zmniejszenia bliznowacenia nerek,

lecz nie chronita przed kolonizacja szczepami UPEC, dla-
tego tez w celu opracowania skutecznych strategii tera-
peutycznych wymagana jest dalsza kontynuacja badan.

3.2. Cytotoksyczny czynnik nekrotyzujacy 1

Szacuje sig, ze okoto 40% szczepéw UPEC, jak row-
niez do 30% szczepow E. coli wywotujacych biegunke,
koduje cytotoksyczny czynnik nekrotyzujacy (cyto-
toxic necrotizing factor, CNF-1) [21]. Rola tego czyn-
nika wirulencji polega gléwnie na aktywacji biatek
z rodziny Rho (ras homologues) GTP-azy RhoA, Rac
(male biatko G z rodziny Rho) i/lub Cdc42 (cell division
control protein 42 homolog) (Ryc. 1) [2, 63]. Toksyna
CNF-1 jest biatkiem nalezagcym do tzw. dermonekro-
tycznej rodziny toksyn (dermonecrotic toxin family),
w sklad ktérej wchodza: CNF-1 i CNF-2 pochodzace
od szczepu E. coli, CNFY wystepujaca u Y. pseudotuber-
culosis 1 DNT u Bordetella spp. Toksyna CNEF-1 zbudo-
wana jest z domeny N-koncowej zawierajgcej miejsca
wigzace receptor oraz domeny C-koncowej odpowie-
dzialnej za aktywnos¢ katalityczna [17].

Toksyna CNF-1 to 113-kDa biatko odgrywa-
jace wazng role w patomechanizmie ZUM. Podczas
zakazenia CNF-1 wytwarzany przez bakterie wigze
sie z powierzchnig komodrek nablonkowych poprzez
receptor laminine. Nastepnie przy udziale receptorow
nastepuje endocytoza toksyny do wnetrza komorek
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eukariotycznych. Kwasne warunki panujace w peche-
rzyku endocytarnym stymuluja translokacje domeny
katalitycznej CNF do cytozolu komoérek gospodarza,
gdzie nastgpuje aktywacja Rho GTP-az (RhoA, Rac
i/lub Cdc42). Przedtuzajaca sie aktywacja oraz wysoki
poziom Rho GTP-az prowadzi do ich ubikwitynacji,
a nastepnie degradacji w proteasomach, co umozliwia
osiagniecie stezen blizszych fizjologicznym [63].
Biatka Rho sg molekularnymi przetacznikami, oscy-
lujgcymi miedzy postacig nieaktywng — zwigzang z GDP
(guanosine-5diphosphate), a forma aktywna — zwigzang
z GTP (guanosine-5triphosphate). Cykl Rho GTP-az
przebiega pod Scista kontrolg bialek regulacyjnych,
takich jak: GAP (GTPase-activating protein), GEF
(guanine nucleotide exchange factor) i GDI (guanine
nucleotide dissociation inhibitor). W cytoplazmie Rho
GTP-azy wystepuja w postaci nieaktywnej, tworzac
kompleks z biatkiem GDI, ktére hamuje wymiang GDP
na GTP. Aktywacja Rho GTP-az nastepuje z udziatem
biatka GEE ktére umozliwia zaréwno przylaczenie
GTP, jak réwniez dysocjacje GDI. W formie zwigzanej
z GTP, bialko Rho oddzialuje z réznymi czastkami efek-
torowymi zapoczatkowujgc tanicuch kolejnych reakeji.
W tym samym czasie bialko GAP, czyli biatko stymu-
lujace aktywnos¢ GTP-azowa matych biatek G, inicjuje
hydrolize GTP do GDP, wywolujac przejscie z postaci
aktywnej w nieaktywna. Nalezy podkresli¢, ze Rho
GTP-azy s3 waznym ogniwem rozmaitych szlakéw
sygnalizacyjnych, dzigki czemu regulujg wiele istot-
nych proceséw komoérkowych [17, 21, 44]. Aktywnos¢
enzymatyczna CNF-1 polega na deamidacji okreslonej
glutaminy bialek Rho, tj. glutaminy 63 w biatku RhoA
i glutaminy 61 w Racl i Cdc42. Skutkuje to zabloko-
waniem hydrolizy GTP, co w konsekwencji wywoluje
stale utrzymujacg si¢ aktywacje biatek Rho. Bialka Rho
kontrolujg wiele proceséw komorkowych, a ich akty-
wacja prowadzi w szczeg6lnosci do rearanzacji mikro-
filamentdw aktynowych, zaburzen cyklu komaérkowego,
modyfikacji kluczowych $ciezek sygnatowych i aktyw-
nosci czynnikéw transkrypceyjnych [17, 21, 44].
Ekspresja CNF-1 przez szczepy UPEC moze
w istotny sposob wplywaé na przebieg ZUM. Nalezy
zaznaczy¢, iz CNF-1 przypisuje sie zasadniczg role
w wywolywaniu zmian w cytoszkielecie komdrek euka-
riotycznych, a w szczegolnosci w organizacji cytoszkie-
letu, tj. mikrofilamentéw aktynowych czy mikrotubul.
Aktywowane bialka — RhoA, Rac, i/lub Cdc42 wply-
waja, m.in. na wydiuzanie lamellipodiéw i filopodiow
oraz tworzenie wldkien naprezeniowych w komorkach
eukariotycznych [63]. Zmiany w cytoszkielecie komo-
rek wywolane przez toksyne CNF-1 indukujg zdolnos¢
do przechwytywania i internalizacji, np. komérek apop-
totycznych, czy bakterii przez komdrki nablonkowe.
W zwiazku z powyzszym, nalezy podkresli¢ istotng role
tej toksyny w indukowaniu inwazji komodrek gospoda-

rza przez szczepy UPEC. Ponadto CNF-1 zmniejsza
zdolno$ci fagocytarne leukocytéw wielojadrzastych
(polymorphonuclear leukocytes, PMN) oraz aktywuje
NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells) w komdrkach nablonkowych, co
prowadzi do ekspresji czynnikéw prozapalnych. Zna-
czacy jest rowniez udzial toksyny CNF-1 w ochronie
komorek nablonka pecherza moczowego przed apop-
toza [7]. Miraglia i wsp. [39] wykazali, ze CNF-1 chroni
komorki HEp-2 przed $miercig na drodze apoptozy.
Ponadto CNF-1 aktywuje biatka Rac i Rho. Inaktywa-
cja Rho, z udzialem systemu ubikwityna-proteasom,
umozliwia dominujgcemu biatku Rac aktywacje anty-
apoptotycznego szlaku, tj. PI3K/Akt/IKK prowadza-
cego do uwolnienia czynnika NF-kB. Uwolniony NF-«xB
ulega nastepnie translokacji do jadra, gdzie dochodzi do
aktywacji transkrypcji genu bcl-2. Z kolei nadekspresja
bcl-2 wywoluje zmiany w morfologii mitochondrium,
zapobiegajac w ten sposéb indukowanej przez UVB
$mierci komdrkowe;.

Interesujace wyniki badan udato si¢ uzyska¢ Guo
i wsp. [23], ktore wykazaty, iz CNF-1 wydzielany przez
szczepy UPEC umozliwial migracje i inwazje komorek
nowotworu gruczotu krokowego oraz ostatecznie meta-
staze. W badaniach in vitro stwierdzono aktywacje
Cdc42-PAK1 (cell division control protein 42 homo-
log — P21-activated kinases 1), co wywolywalo fosfo-
rylacje PAK1 i zwigkszenie ekspresji MMP-9 (matrix
metallopeptidase 9). Z kolei, inne badania potwierdzily
[64], iz fagocytoza szczepow UPEC przez makrofagi
pod wplywem CNF-1, ulegala zmniejszeniu. W modelu
doswiadczalnym OZN nerek u myszy, zaobserwowano,
iz toksyna CNF-1 przyczyniala si¢ do zwigkszenia liczby
neutrofilow, powodujace ostry proces zapalny i uszko-
dzenie tkanki. Co wigcej, ekspresja CD36 w makrofa-
gach ulegala redukcji pod wplywem dzialania CNF-1
zardwno w warunkach in vitro jak i in vivo.

Podsumowujac efekty wywolane przez CNF-1 moga
ulatwia¢ rozprzestrzenianie si¢ szczepéw UPEC, jak
réwniez uniemozliwia¢ ich szybkie wyeliminowanie
z ukladu moczowego [63].

3.3. Toksyna Vat

Proteazy serynowe wystepujace zaréwno u orga-
nizmoéw eukariotycznych, jak i prokariotycznych, sta-
nowig obecnie jedng z najbardziej zréznicowanych
grup, zwlaszcza pod wzgledem spelnianej funkcji [49].
W organizmach prokariotycznych zaangazowane sa
w liczne procesy biologiczne, zwigzane, m.in. z meta-
bolizmem, rozwojem oraz wirulencja [14, 49].

Wisrod proteaz serynowych wyrdznia si¢, m.in.
SPATE (serine protease autotransporters of Enterobac-
terales), czyli rodzine zewnatrzkomérkowych proteaz
produkowanych przez Enterobacterales. SPATE, jak



ROLA I ZNACZENIE CZYNNIKOW WIRULENCJI DETERMINUJACYCH CHOROBOTWORCZOSC ESCHERICHIA COLI 31

sama nazwa wskazuje, to autotransportery wydzielane
przez tzw. system sekrecji typu Va bakterii Gram-ujem-
nych [14]. Biatka SPATE wytwarzane sg przez szczepy
nalezace do rzedu Enterobacterales, takie jak: E. coli, Shi-
gella spp., Salmonella spp., Edwardsiella spp. oraz Citro-
bacter spp. [49]. Autotransportery (AT) zbudowane sa
z trzech domen: peptydu sygnatowego (signal peptide),
inicjujacego transport bialka prekursorowego przez
blon¢ wewnetrzna; kolejno domeny N-terminalnej tzw.
‘domeny pasazera’ (passenger domain), zwanej réwniez
a-domengy, kodujacej biologiczng funkcje czastek AT
i C-terminalnej porotwoérczej domeny tzw. ‘domain
translocator, znanej takze, jako f-domena, niezbed-
nej do translokacji a-domeny przez btong zewnetrzna
(outer membrane, OM) [14, 42, 49]. Ponadto wspolna
cecha zréznicowanych proteaz serynowych wytwarza-
nych przez bakterie rzedu Enterobacterales jest obecnosé¢
w a-domenie charakterystycznego motywu GDSGS
zawierajacego seryne, a takze tzw. triady katalitycznej
formowanej przez reszty His (histydyna), Asp (kwas
asparaginowy) i Ser (seryna). Dodatkowo niezwykle
istotna jest obecno$¢ dwdch wystepujacych po sobie
aminokwasow, asparaginy (N-N), ktore taczg a-domene
z B-domeng oraz konserwatywne motywy sktadajace
sie z 5-10 reszt aa obecnych w a- i f-domenach [49].
Z kilkoma wyjatkami, po syntezie biatka SPATE zostaja
przetransportowane za pomoca Sec-zaleznej sekrecj,
przy czym biatko prekursorowe musi posiada¢ N-ter-
minalng sekwencje sygnalowa. Nastepnie p-domena
jest umieszczana w blonie zewnetrznej, gdzie formutuje
tzw. B-beczulke. W kolejnym etapie a-domena uwal-
niana jest do $rodowiska zewnetrznego przez blone
zewnetrzng lub pozostaje zwigzana z powierzchnia
komorki bakteryjnej. Brak 3-domeny AT uniemozliwia
translokacje a-domeny przez OM [14, 49].

Rodzina SPATE obejmujaca ponad 25 proteaz
serynowych zostala filogenetycznie podzielona na
dwie klasy, tj. klase-1 i klase-2, na podstawie sekwencji
aminokwasowej a-domeny. Ponadto proteazy serynowe
nalezace do klasy-1 SPATE zostaly ogdlnie okreslone
jako tzw. cytotoksyczne, za$ przynalezne do klasy-2
jako lektynopodobne immunomodulatory. Nalezy
réwniez dodaé, ze podstawg klasyfikacji proteaz
serynowych do klasy-2 jest obecno$¢ tzw. domeny 2
w a-domenie. Przy czym zidentyfikowano wiele alle-
licznych wariantéw SPATE, ktére nie posiadaja tej
domeny, lecz mimo to, dzigki duzej homologii z pro-
teazami klasy-2, zostaly zaklasyfikowane do tej grupy.
U szczepoéw UPEC zidentyfikowano nastepujace auto-
transportery SPATE: 1/ Klasa 1 - Sat (secreted auto-
transporter toxin), EspC (EPEC secreted protein C)-
-like, tj. ECPCNO033-Clsp; 2/ Klasa 2 — Pic (protease
involved in intestinal colonization)-like, Vat-like/Vat-
-ExEc i AdcA (adhesin involved in diffuse citrobacter
adhesion)-like, tj. RE22-C2-sp [49].

Toksyna Vat (vacuolating autotransporter toxin) jest
111,8-kDa biatkiem, kodowanym na wyspie patogen-
nosci VAT-PI szczepu APEC (avian pathogenic E. coli)
Ec222 [52]. Bakterie APEC odpowiedzialne sg, m.in.
za zakazenia ukladu oddechowego, cellulitis oraz sepse
u drobiu [14, 49]. Vat podobnie jak Sat i EspC wywo-
tuje wakuolizacje komérek eukariotycznych (Ryc. 1).
Co interesujace, Tsh (temperature-sensitive hemag-
glutinin), pomimo 75% homologii z toksyna Vat, nie
indukuje powstawania wakuoli [14]. Ponadto Vat jest
jedyng proteaza wérod SPATE, w ktdrej wystepuja dwa
odmienne aminokwasy (ATSGSP) w konserwatywnej
sekwencji GDSGSP [14, 49]. Nalezy rowniez podkres-
li¢, ze charakterystyczny motyw proteaz serynowych,
tj. GDSGSP, jest wazny dla pelnionych przez nie funk-
cji, takich jak cytotoksycznosé, czy aktywnos¢ proteo-
lityczna. Moze to ttumaczy¢ inaktywacje aktywnosci
proteolitycznej toksyny Vat wobec kazeiny, bedacej
uniwersalnym substratem dla wielu proteaz [43, 52].
Co interesujace, do tej pory nie zidentyfikowano sub-
stratow dla toksyny Vat [49].

Z kolei w przypadku bakterii EXPEC wyrdznia si¢
tzw. toksyne Vat-like, Vat-ExEc. Toksyna ta wykazuje
az 96,5/97% homologie z toksyna Vat oraz 69,6/79%
homologie z Tsh/Hbp (hemoglobin binding protein).
Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze analiza homologdw tok-
syny Vat wérdd bakterii ExXPEC wykazata niezmieniony
motyw GDSGSPL [49].

Toksyne VAT-ExEc identyfikuje si¢ u 61% szczepow
UPEC wywotujacych OZN oraz w 65% przypadkow
zapalen pecherza moczowego [49]. Gléwnag funkeja
toksyny Vat jest wakuolizacja komorek eukariotycz-
nych, co prowadzi do niszczenia komoérek pecherza
moczowego i nerek [4, 49].

4. Bialko Usp

Gen usp kodujacy biatko Usp (uropathogenic spe-
cific protein) wykrywa sie u 93,4% szczepow E. coli
izolowanych od pacjentéw z OZN i 88% szczepow
pochodzacych od pacjentéw z przerostem gruczotu
krokowego. Dla poréwnania zaledwie 24% szczepow
E. coli izolowanych od zdrowych os6b z prébek katu
posiada w swoim genomie usp. Wysoka czestos¢ wyste-
powania tego genu stwierdzono réwniez w przypadku
szczepow E. coli izolowanych od pacjentow z bakterie-
mig i/lub urosepsg [40, 67].

Po raz pierwszy gen usp zostal wykryty w szczepie
UPEC Z42 wyizolowanym od pacjenta z przerostem
gruczotu krokowego. Gen usp (1,8 kb) kodowany jest na
matlej wyspie patogennosci PAlusp wraz z 3 otwartymi
ramkami odczytu imul-3, oznaczanymi réwniez, jako
orfUl, orfU2 i orfU3, kodujacymi biatka OrfU1, OrfU2
i OrfU3 [40, 68]. Istnieja dwa warianty tego genu — uspl
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i uspll rézniace si¢ sekwencja konca 3’ oraz strukturg
regionu zawierajacego orfUs. W zwigzku z tym, w zalez-
nosci od wariantéw usp i sekwencyjnego uktadu orfUs,
PATIusp mozna sklasyfikowa¢ do czterech podtypow, tj.
Ia, Ib, IIa, ITb. Co interesujace, u szczepoéw E. coli wyizo-
lowanych od pacjentéw z ZUM obserwuje si¢ w obrebie
PATIusp dwa lub trzy orfUs, podczas gdy, wsrod szcze-
pow tzw. kalowych tylko jeden orfU [67]. Na podstawie
badan przeprowadzonych przez Kanamaru i wsp. [30]
stwierdzono, ze 42,4% szczepéw UPEC usp* nalezalo
do podtypu Ila, podczas gdy 28,4% szczepéw do Ia,
9,8% do Ib i tylko 2,7% do IIb. W 2000 r. ukazatla si¢
praca Clermonta i wsp. [11] opisujaca technike typo-
wania filogenetycznego, z wykorzystaniem reakcji PCR.
Wedlug autoréw na podstawie obecnosci genéw marke-
rowych (chuA, yjaA oraz fragmentu DNA oznaczonego
jako TspE4.C2, pochodzacego z biblioteki naukowcdw)
szczepy E. coli mozna sklasyfikowa¢ do nastepujacych
grup filogenetycznych, tj. A, B1, B21iD.

Liczne dane literaturowe wskazuja, ze wirulentne
pozajelitowe szczepy E. coli reprezentuja gtéwnie grupe
B2 i w mniejszym stopniu grupe D, z kolei wigkszo$¢
szczepow komensalnych klasyfikuje si¢ do grupy A lub
B1 [9]. Wyniki uzyskane przez Kanamaru i wsp. [30]
wykazaly, iz 94,9% szczepow E. coli posiadajacych gen
usp sklasyfikowano do grupy filogenetycznej B2, nato-
miast zaledwie 11,4% do grupy A, 13,8% do B1124,3%
do grupy D. Ponadto analiza sekwencji nukleotydowej
wykazata okoto 40-45% identyczno$¢ regionu C-ter-
minalnego biatka Usp z bakteriocynami typu nukleaz,
tj. kolicyna E7 E. coli oraz piocyjaning S Pseudomonas
aeruginosa, posiadajacymi tzw. motyw H-N-H nukleaz.
Z kolei w przypadku N-terminalnego regionu Usp
wykazano podobienstwo do biatka systemu sekrecji
typu VL tj. Hep-like [12, 40].

Liczne badania eksperymentalne potwierdzily, ze
Usp E. coli wykazuje homologie do bakteriocyn typu
nukleaz. Bakteriocyny definiowane sg jako bakterio-
bdjcze biatka lub peptydy wytwarzane przez bakterie.
Réznig si¢ one od tradycyjnych antybiotykéw tym,
ze wykazuja aktywnos¢ wobec bakterii $cisle zwigza-
nych ze szczepem produkujacym. Bakteriocyny typu
nukleaz niszczg komorki docelowe poprzez degrada-
cje ich kwasu nukleinowego [67]. Ponadto, postuluje
sie, ze bialka OrfU1-3 zaangazowane sa3 w ochrong
komorek wytwarzajacych Usp przed ich wlasng aktyw-
no$cig nukleazowg oraz nadajg bakteriom opornos¢
wobec innych bakteriocyn [12, 67]. Szczepy kodujace
trzy orfUs sa oporne na wigksza liczbe bakteriocyn,
dlatego tez mogg by¢ bardziej rozpowszechnione niz
bakterie kodujace jedno lub dwa orfUs [67]. C-termi-
nalny region Usp wykazuje homologie z motywem
H-N-H. Charakterystyczny motyw H-N-H obserwuje
sie w obrebie réznego typu nukleaz reprezentowanych
przez bakteriocyny typu nukleaz, jak réwniez wsrod

endonukleaz typu ‘homing’. Co wigcej, motyw H-N-H
obecny jest rowniez w obrebie nukleaz uczestnicza-
cych w réznorodnych procesach biologicznych, takich
jak rekombinacja, czy zaprogramowane przegrupowa-
nie DNA podczas réznicowania. H-N-H obserwuje
sie takze w centrum aktywnym niektérych enzymow
restrykcyjnych. Nalezy doda¢, ze nukleazy te wytwa-
rzane s przez bakterie, wirusy i eukarionty. Juz
wczesniejsze badania potwierdzity, ze Usp wykazuje
homologie z bakteriocynami typu nukleaz, np. koli-
cynami. Wigkszos¢ bakteriocyn typu nukleaz posiada
trzy funkcjonalne domeny: domene nukleazy, domeng
translokacji i domene¢ rozpoznawania receptora. Ich
gtowna rola jest rozpoznanie specyficznego recep-
tora, translokacja biatka do komdrki docelowe;j i osta-
tecznie degradacja chromosomalnego DNA. W przy-
padku Usp, oprocz domeny nukleazy stwierdza sie
réwniez obecno$¢ regionu homologicznego do domeny
translokacji [68].

Na podstawie badan przeprowadzonych przez Zaw
i wsp. [68] stwierdzono, ze Usp wykazuje aktywnos¢
DNA-zy. Ponadto ukierunkowana mutageneza potwier-
dzila, ze motyw H-N-H w C-terminalnym regionie
Usp jest niezbedny do jej aktywnosci nukleazowej, co
wskazuje, ze Usp mozna sklasyfikowa¢ do tzw. H-N-H
nadrodziny nukleaz. Nipic i wsp. [40] stwierdzili, ze
Usp jest nowo poznang genotoksyng oddzialywujaca
na komorki eukariotyczne, wywolujaca, m.in. fragmen-
tacje DNA komorek [32]. Co wigcej, genotoksyczna
aktywnos¢ Usp zwigksza sie wowczas, gdy Usp wyste-
puje tacznie z biatkiem Imu2 [22, 37]. Szczepy E. coli
posiadajace zaréwno usp-imu2, jak i usp-imul-3 moga
wywola¢ zaokraglanie komorek, rozpad cytoszkieletu
aktynowego i aktywacje kaspazy 317, co w efekcie pro-
wadzi do apoptozy komorek.

Ze wzgledu na fakt, ze Usp jest stosunkowo nowo
poznanym czynnikiem wirulencji szczepéw E. coli
wyjasnienie zaréwno samych wlasciwosci tego biatka,
jak i jego wplywu na komorki eukariotyczne wymaga
dalszych badan. Pomimo przeprowadzonych analiz
wskazujgcych, ze Usp wykazuje tzw. niespecyficzna
aktywnos¢ nukleazowa podobng do znanych bakterio-
cyn typu nukleaz, brak jest danych potwierdzajacych,
iz aktywnos¢ czy spektrum niszczonych komorek sa
takie same. W celu poznania jednoznacznej odpowiedzi
niezbe¢dne sg dalsze badania [68]. Ponadto niezwykle
interesujaca bytaby ocena czy krétkoterminowa eks-
pozycja komorek na oczyszczony Usp-Imu2 lub zaka-
zenie szczepami E. coli usp-imul-3 moze aktywowac
klasyczng DDR (DNA damage response) indukowana
przez CDT, toksyne ‘typhoid’ czy kolibaktyne [22].
Aktywacja DDR nastepuje w odpowiedzi na uszkodze-
nia DNA i obejmuje mechanizmy majgce na celu akty-
wacje szlakow naprawy DNA. Co wigcej, DDR wplywa
na punkty kontrolne samego cyklu komoérkowego [32].
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Nalezy zaznaczy¢, iz w chwili obecnej zidentyfiko-
wano jedynie kilka bakteryjnych genotoksyn. Wsrod
nich, oprécz Usp wyréznia sie, m.in. toksyny typu AB,
tj. rodzine toksyn CDT (cytolethal distending toxin)
oraz toksyne ‘typhoid’ wydzielang przez Salmonella
enterica serovar Typhi. Toksyna CDT zbudowana
jest z trzech jednostek, tj. CdtA, CdtB o aktywnosci
DNA-zy i CdtC. Wytwarzana jest przez liczne bakterie
Gram-ujemne, m.in. E. coli (EcCDT), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (AaCDT), Haemophilus ducreyi
(HACDT), Shigella dysenteriae (SACDT), Campylobac-
ter spp. (CjCDT) oraz Helicobacter hepaticus (HhCDT).
Toksyna CDT wywoluje uszkodzenia materialu gene-
tycznego, co skutkuje zaburzeniami cyklu komérko-
wego i apoptoza komorek eukariotycznych [22, 32].

Kolejng genotoksyna jest kolibaktyna zidentyfiko-
wana w 2006 r., wytwarzana przez szczepy E. coli nale-
zace do grupy filogenetycznej B2. Kolibaktyna nalezy
do tzw. poliketydowych-nierybosomalnych peptyddw.
W przypadku kolibaktyny zmiany w materiale gene-
tycznym komorek w odréznieniu od CDT nie s indu-
kowane przez biatka efektorowe, lecz wigzg sie z obec-
noscia 54 KB genomowej wyspy, znajdujacej sie w locus
asnW tRNA [22].

5. Bialko Ag43

Bialka autotransporterowe (autotransporter prote-
ins, AT) reprezentujace ogromna rodzine bialek, odgry-
waja wazna role w patogenezie wielu chordb, gléwnie
ze wzgledu na pelnione przez nie réznorodne funkcje
biologiczne, tj. adhezja, agregacja, czy formowanie bio-
filmu. Nalezy doda¢, iz AT sg szeroko rozpowszech-
nione wsérdod bakterii Gram-ujemnych. Wytwarzaja
je wszystkie klasy Proteobacteria, jak réwniez liczne
gatunki nalezace do Chlamydiales i Fusobacteriales.
Wisrod AT wyrdznia sie, m.in. AIDA (adhesin involved
in diffuse adherence)-I, ktdrej reprezentantem jest Ag43
stanowigcy bialko blony zewnetrznej. Autotransportety
AIDA-I zbudowane sg z peptydu sygnalowego, ‘passen-
ger domain, tj. a-domeny oraz ‘translocation domain’,
czyli p-domeny [46, 61].

Bialko Ag43 (autotransporter protein antigen 43)
kodowane jest przez gen agn43, pierwotnie okreslony,
jako flu lokus [61]. Antygen 43 obecny jest u licznych
bakterii E. coli, zaréwno chorobotwodrczych, jak i komen-
salnych nalezacych do réznych grup filogenetycznych.
Nalezy rowniez podkresli¢, ze niektdre szczepy posia-
daja nawet kilka kopii tego genu. W przypadku komen-
salnych szczepéw E. coli 56% z nich koduje agn43. Dla
poréwnania u ponad 90% szczepow UPEC stwierdzono
obecnos¢ tego genu. Wyniki te sugeruja czestsze wyste-
powanie agn43 u szczepéw chorobotworczych. W chwili
obecnej wyrdznia si¢ co najmniej 5 wariantow allelicz-

nych agn43, tj. agn43 K12, agn43 EDL933, agn43 RS218,
agn43a CFT073 i agn43b CFT073 [46]. Ag43 zalicza sie
do AT, ktore ulegaja glikozylacji przez cytozolowe trans-
ferazy. Glikozylacja wplywa na utrzymanie konformacji
bialek, zapewnia oporno$¢ na trawienie proteolityczne,
ulatwia adhezje komorkowa oraz rozpoznanie komdrek
gospodarza [31]. Reidl i wsp. [45] wykazali, ze O-gliko-
zylacja domen Ag43 doprowadzala do zaburzen agrega-
cji i znaczacego zmniejszenia adhezji do linii komoérek
eukariotycznych.

Bialko Ag43 pelni wiele waznych funkcji, m.in.
posredniczy w agregacji komorek, co sprzyja tworze-
niu biofilmu, a to z kolei moze wigzac si¢ z dtugotrwatg
obecnoscia bakterii w pecherzu moczowym. Wyniki
uzyskane przez Ulett i wsp. [58] wyraznie wskazuja, ze
Ag43 (z K-12 E. coli) powiazane jest z wczesnym sta-
dium tworzenia biofilmu. Ag43 ze wzgledu na posred-
nictwo w formowaniu biofilmu promuje dlugotrwata
kolonizacje drég moczowych. Biofilm bakteryjny
odgrywa bowiem wazng role w przeciwstawianiu sie
sifom obronnym gospodarza oraz antybiotykom, co
z kolei utrudnia skuteczne i szybkie wyleczenie pacjen-
tow [55]. Wyniki badan uzyskane przez Heras i wsp.
[25] wskazuja, ze domena a Ag43 dzieki unikatowej
B-helikalnej strukturze w ksztalcie litery L umozliwia
i ulatwia tworzenie agregatow komdrkowych poprzez
tzw. molekularny mechanizm “Velcro-like handshake’

Bialko Ag43 jest szeroko rozpowszechnione u szcze-
poéw wywolujacych bezobjawowgq bakteriurie, zapalenie
pecherza moczowego oraz OZN [59]. Badania przepro-
wadzone przez Liithje i wsp. [35] wykazaly wystepowa-
nie tego genu u 92% szczepéw wywolujacych nawro-
towe ZUM, co moze sugerowacé wazng role tego biatka
w dlugotrwatym utrzymywaniu sie bakterii w drogach
moczowych. Wysoka ekspresje Ag43 zaobserwowano
u szczepow tworzacych tzw. ‘mlody’ biofilm, w przeci-
wienstwie do szczepdw stanowiacych biofilm ‘dojrzaly’.
W zwigzku z czym postuluje sie, ze Ag43 odgrywa
wazng role we wczesnym etapie tworzenia biofilmu,
jednakze nie jest niezbedne do ‘dojrzewania’ biofilmu.
Jest to zgodne z badaniami przeprowadzonymi przez
Wallecha i wsp. [61], ktérzy zaobserwowali najwyzszy
poziom ekspresji Ag43 u E. coli K12 w poczatkowej
fazie wzrostu bakterii.

Szczep UPEC CFT073 koduje przynajmniej 10 bia-
tek AT. W przypadku Ag43 obecne sa dwa warianty, tj.
Ag43a i Ag43b, kodowane na PAI. Bialka te wykazuja
okoto 90% homologie w sekwencji aminokwasowych,
za$ kodujace je geny okolo 91% identyczno$¢ sekwencji
nukleotydowych. Ponadto obserwuje si¢ 85% homolo-
gie a-domeny obydwu biatek. Pomimo tak duzego stop-
nia podobienstwa Ag43a i Ag43b réznig si¢ miedzy sobg,
np. stopniem agregacji komorek. Podczas gdy Agd3a
promuje silng agregacje, Ag43b posredniczy w zdecy-
dowanie slabszej agregacji komorek [25, 58]. Ponadto
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wykazano, ze réwnoczesna ekspresja fimbrii typu 1,
moze blokowac¢ bezposredni kontakt komorka-komor-
ka, co skutkuje zmniejszeniem agregacji komorek [59].
Wryniki uzyskane przez naukowcéw wyraznie wskazuja,
ze ekspresja Ag43a przez szczep CFT073 jest konieczna
do optymalnej kolonizacji pecherza moczowego w my-
sim modelu ZUM. Z kolei Ag43b charakteryzuje si¢
stabszymi wlasciwos$ciami w promowaniu agregacji
i tworzeniu biofilmu, co nie sprzyja kolonizacji drég
moczowych [59]. W oparciu o metode immunofluores-
cencji ekspresje Ag43 wykazano réwniez wérdd szcze-
poéw tworzacych IBCs, (intracellular bacterial communi-
ties), co moze sugerowac wazna role tego biatka w wew-
natrzkomodrkowej fazie wzrostu szczepéw UPEC [55].

6. Biofilm bakteryjny

Biofilm bakteryjny okreslany jest jako ztozona, wie-
lokomoérkowa, niejednorodna strukturalnie i zréznico-
wana genetycznie tzw. ‘spolecznos¢ bakterii’ otoczona
warstwa zewnatrzkomoérkowych substancji polimero-
wych (EPS, extracellular polimeric substance) [53, 55].
Wytwarzanie EPS nie jest niezbedne do adhezji bakte-
rii do okreslonej powierzchni, lecz odgrywa wazna role
w tworzeniu tréjwymiarowej struktury biofilmu [65].
Szacuje sig, ze komorki bakteryjne stanowia zaledwie
10-25% biofilmu, podczas gdy EPS, az 75-90% [37].
Biofilm moga tworzy¢ bakterie nalezace do jednego lub
kilku gatunkoéw, a takze grzyby [55]. Na formowanie
biofilmu maja wptyw czynniki srodowiskowe, np. obec-
no$¢ substancji odzywczych, czy cisnienie osmotyczne.
Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze wzrost
osmolarnosci do 0,3 M NaCl w pozywce hamuje tworze-
nie biofilmu przez szczepy E. coli oraz ogranicza wzrost
badanych bakterii [65]. W zalezno$ci od miejsca powsta-
wania i sktadu gatunkowego biofilm moze przyczynic sie
do rozwoju zakazen wywolujacych implikacje zaréwno
kliniczne, jak i terapeutyczne. W medycynie bakterie
tworzace biofilm na sztucznych powierzchniach, czy
innego rodzaju ciatach obcych, tj. protezach ortope-
dycznych, sztucznych zastawkach serca, cewnikach
moczowych, odgrywaja istotng role w patogenezie, m.in.
zapalenia wsierdzia, zapalenia ptuc, jak réwniez zapa-
lenia szpiku kostnego oraz pecherza moczowego [41].

Proces powstawania biofilmu mozna podzieli¢ na
pie¢ etapdw. W pierwszym z nich dochodzi do adhezji
bakteryjnej do réznego rodzaju powierzchni, zaréwno
biotycznych, jak i abiotycznych. O skutecznosci przy-
legania bakterii do powierzchni docelowej decydujg
wlasciwosci zaréwno samej powierzchni, jak réwniez
wlasciwosci hydrofobowe powierzchni komoérki bak-
teryjnej. Ponadto duze znaczenie majg oddzialywania
miedzyczasteczkowe, np. sity van der Waalsa, wigza-
nia jonowe oraz wodorowe. W drugim etapie komorki

bakteryjne zostaja nieodwracalnie zwigzanie z koloni-
zowang powierzchnig i rozpoczyna si¢ proces wytwa-
rzania EPS. W kolejnych dwdch etapach dochodzi do
formowania dojrzalego biofilmu, poprzez tworzenie
mikrokolonii, intensywne podzialy komérkowe oraz
dalsza synteze macierzy pozakomoérkowej. Wazna role
odgrywa w tych etapach proces wyczuwania liczebnosci
(quorum sensing’), w ktérym to komorki bakteryjne
komunikuja si¢ ze sobg poprzez uwalnianie, wykrywa-
nie i reagowanie na czastki sygnalowe stymulujace ich
podzialy komorkowe oraz regulujace procesy fizjolo-
giczne. W ostatnim etapie pojedyncze komorki bak-
teryjne lub nawet wieksze fragmenty biofilmu ulegaja
dyspersji, a nastepnie adhezji do nowych powierzchni,
nawet odleglych anatomicznie [41].

Bakterie tworzace biofilm wykazuja wielokrotnie
wiegkszg oporno$¢ (nawet 1000-1500-krotnie) na anty-
biotyki oraz substancje toksyczne w poréwnaniu do
komorek planktonowych. EPS stanowi bowiem fizyczna
bariere utrudniajgcg opsonizacje i fagocytoze przez
komorki uktadu immunologicznego [28, 37, 41]. Co
wiecej, bakterie w obrebie biofilmu czesto tworzg rozne
subpopulacje, cechujace si¢ odrebnymi wlasciwosciami
tizjologicznymi, metabolizmem, czy ekspresja genéw,
dlatego tez ,wspdlnota bakteryjna biofilmu” sktadajaca
sie z wielu roznych subpopulacji, wykazuje opornosé¢
na tak szeroki zakres czynnikéw srodowiskowych [28].

W przypadku ZUM niebezpieczne sg zwtlaszcza
implikacje kliniczne zwigzane z tworzeniem biofilmu
na cewnikach. Nalezy podkregli¢, Ze formowanie bio-
filmu rozpoczyna si¢ natychmiast po umieszczeniu
cewnika w pecherzu moczowym [27]. E. coli dzieki
zdolnosci adhezji do wielu polimeréw wchodzacych
w sktad cewnikdw, takich jak: polipropylen, polisty-
ren, polichlorek winylu, czy silikon, jest w stanie trwale
i skutecznie je skolonizowa¢ [40]. Rozwinigcie si¢ ZUM
jest $cisle zwigzane z dlugoscig okresu pozostawania
cewnika w drogach moczowych, przy czym kazdy
kolejny dzien zwigksza to ryzyko o 3-8% [26, 27, 41].

Cecha odrdzniajacg komorki tworzace biofilm od
komorek planktonowych jest obecnos¢ EPS skladaja-
cej sie, np. z bialek, polisacharydéw i/lub DNA. Skiad
macierzy biofilmu rézni si¢ takze miedzy poszczegol-
nymi gatunkami bakterii [28, 55]. Nalezy podkresli¢, ze
fimbrie spiralne zostaly zidentyfikowane, jako pierwsze
tzw. funkcjonalne amyloidy bedace zewnatrzkomor-
kowymi biatkami wytwarzanymi przez wiele bakterii
jelitowych, w tym E. coli i Salmonella spp. Amyloidy
od dziesigcioleci s3 intensywnie badane, przy czym
nalezy zaznaczy¢, ze odgrywaja one wazng role w cho-
robie Alzheimera, chorobie Parkinsona i Huntingtona.
Niedawno odkryto nowa klase amyloidéw, okreslonych,
jako tzw. amyloidy funkcjonalne [16].

W przypadku szczepow E. coli, fimbrie spiralne sa
glownym skladnikiem biatkowym macierzy biofilmu,
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przy czym ich produkcja ograniczona jest do wybra-
nych subpopulacji. Ekspresja fimbrii spiralnych jest
kontrolowana przez szereg sygnatéw srodowiskowych
i gradientéw chemicznych, takich jak temperatura,
osmolarno$¢ i tlen. Gtéwng podjednostka fimbrii spi-
ralnych jest CsgA, ponadto wyrdznia sie, m.in. CsgB
i CsgC [16]. Fimbrie spiralne s3 istotnym czynnikiem
wirulencji szczepow UPEC, gdyz utatwiajg kolonizacje
pecherza moczowego w mysim modelu doswiadczal-
nym oraz posrednicza w tworzeniu biofilmu. Nalezy
doda¢, ze w przypadku nieleczonych zakazen, moze roz-
wing¢ sie bakteriemia, wowczas, w probkach surowicy
pochodzacych od pacjentéw z bakteriemia stwierdza sie
obecnos¢ przeciwcial przeciwko gléwnej podjednostce
fimbrii spiralnych, tj. CsgA, co podkresla ich istotna
role w patomechanizmie niektorych zakazen. Bakterie
wytwarzajgce fimbrie spiralne stymuluja w organizmie
gospodarza produkeje cytokin prozapalnych, tj. IL-8. Co
wiecej, szczepy te charakteryzujg si¢ wyzszym pozio-
mem opornoéci na przeciwbakteryjny peptyd kateli-
cydyne (LL-37). LL-37 hamuje polimeryzacje¢ genow
kodujacych gléwna podjednostke strukturalng CsgA,
co zapobiega adhezji bakteryjnej i tworzeniu biofilmu
w warunkach in vitro. W chwili obecnej poszukiwane sg
nowe strategie terapeutyczne zakazen szczepami UPEC,
gdzie istotne zastosowanie mogg mie¢ chemiczne inhi-
bitory biosyntezy fimbrii spiralnych [28, 55].

Innym waznym polimerem obecnym w EPS szcze-
pow E. coli jest celuloza bedgca liniowym lancuchem
B-(1,4)-monomerdéw glukozy. W 2001 r. po raz pierw-
szy opisano wytwarzanie celulozy przez bakterie rzedu
Enterobacterales. Ekspresja gendw syntezy celulozy jest
zazwyczaj uzalezniona od gléwnego regulatora tworze-
nia biofilmu, czyli CsgD [28]. Wazng role w promo-
waniu kolonizacji drég moczowych oraz tworzeniu
biofilmu przez szczepy UPEC odgrywa réwniez anty-
gen 43 i fimbrie typu 1 [28, 55]. Fimbrie typ 1 pelnig
wazng funkcje w zakazeniach drég moczowych, gdyz
biorg udzial w stymulowaniu bakteryjnej autoagrega-
¢ji i formowaniu biofilmu [55]. Co wiecej, Floyd i wsp.
[19] wykazali, ze bakterie eksprymujgce fimbrie typu 1
tworza gléwnie gorng warstwe biofilmu, gdzie zapew-
niony jest dostep powietrza. Spadek stezenia tlenu pro-
wadzi do znacznej redukgji ekspresji fimbrii typu 1 na
powierzchni komorek bakteryjnych. Na podstawie tych
badan mozna wywnioskowac, ze prezno$c tlenu, przy-
najmniej czg$ciowo, reguluje ekspresje fimbrii typu 1.

7. Podsumowanie

Szczepy UPEC, bedace czynnikiem etiologicznym
75-95% przypadkow ZUM, koduja wiele réznorodnych
czynnikéw wirulencji, tj. systemy biosyntezy i trans-
portu sideroforéw, receptory OM dla sideroforéw, tok-

syny, bialka Usp i Ag43 oraz charakteryzuja si¢ zdolno-
$cig do tworzenia biofilmu [34, 38, 55, 60]. Potencjat
wirulentny UPEC umozliwia nie tylko kolonizacje
ukladu moczowego, lecz réwniez ulatwia drobno-
ustrojom utrzymywanie si¢ w obrebie drég moczowych
nawet przy silnej odpowiedzi uktadu odpornosciowego
gospodarza. Ponadto wiele determinant wirulencji
umozliwia UPEC dostep do niezbednych sktadnikow
odzywczych, kolejno ich wzrost i namnazanie nawet
w tak nieprzyjaznym $rodowisku jak drogi moczowe.
Co wiecej, niektdre czynniki wirulencji przyczyniaja
sie do uszkodzenia komorek, co warunkuje dostep do
glebszych tkanek gospodarza [6, 55].

W Polsce, podobnie, jak i na catym $wiecie, ZUM wy-
wolane przez szczepy UPEC, stanowig ogromne zagro-
zenia dla zdrowia publicznego. W zwiazku z powyz-
szym, tak cenna jest wiedza na temat czynnikow wiru-
lencji uropatogennych szczepdw E. coli, ktéra moze
przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych opcji terapeu-
tycznych w profilaktyce i leczeniu ZUM i/lub zaowo-
cowac rozwojem nowych metod diagnostycznych [55].
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Streszczenie: Probiotyki to organizmy nalezace do grzybow lub bakterii, wptywajace m. in. na prawidlows flore bakteryjna w $wietle prze-
wodu pokarmowego oraz redukujace stan zapalny. Znajduja one zastosowanie w wielu chorobach, takich jak alergie pokarmowe, biegunki,
choroby autoimmunologiczne czy zespot jelita drazliwego (IBS), ktérego wystepowanie w populacji $wiatowej wynosi ponad 10%. Z racji
braku odpowiedniej farmakoterapii, skutkujacej petnym wyleczeniem, preparaty probiotyczne, wplywajace na redukcje objawdw stanowia
jedne z najczesciej podawanych srodkéw. Wérdd nich wysoka skuteczno$cig w walce z IBS charakteryzuje si¢ drozdzak Saccharomycces
cerevisiae var. boulardii. Wyréznia si¢ trzy sposoby dzialania tego probiotyku: przeciwdrobnoustrojowe (bezposrednie oraz redukujace
produkowane toksyny), troficzne oraz przeciwzapalne.

1. Wprowadzenie. 2. Zespét jelita drazliwego. 3. Historia. 4. Morfologia. 5. Mechanizm dzialania. 5.1. Dzialanie w $wietle jelita. 5.2. Dzialanie
troficzne. 5.3. Dzialanie przeciwzapalne na bfone sluzowa. 6. Taksonomia. 7. Probiotyki. 8. Podsumowanie

SACCHAROMYCES CEREVISIAE VAR. BOULARDII IN IRRITABLE BOWEL SYNDROME

Abstract: Probiotics are organisms which belong to the fungi or bacteria groups and affect e.g., bacterial flora in the intestinum or inflam-
mation site by reduction of the condition. They are applied in many cases, such as food allergies, diarrhea, autoimmunologic disorders,
and irritable bowel syndrome (IBS) that affects 10% of the world population. Due to the lack of proper pharmacological treatment which
would result in complete remission, probiotic preparations which lead to a reduction of the symptoms are one of the most often used
drugs. Among them, Saccharomycces cerevisiae var. boulardii has a high efficacy of IBS treatment. There are three main mechanisms of
action of this probiotic: antimicrobial activity (direct or anti-toxin), trophic activity, and anti-inflammatory activity.

1. Introduction. 2. Irritable bowel syndrome. 3. History. 4. Morphology. 5. Mechanism of action. 5.1. Luminal action. 5.2. Trophic action.
5.3. Anti-inflammatory action. 6. Taxonomy. 7. Probiotics. 8. Summary

Stowa kluczowe: probiotyki. Saccharomycces cerevisiae var. boulardii, zespo6t jelita drazliwego
Key words: probiotics, Saccharomycces cerevisiae var. boulardii, irritable bowel syndrome

do ktorych zalicza sie: dzialanie troficzne, dziatanie
w $wietle jelita (przeciwko drobnoustrojom) oraz dzia-
tanie przeciwzapalne.

1. Wprowadzenie

Zespol jelita drazliwego jest przewlekla chorobg
ukladu pokarmowego, objawiajacg si¢ zmiang rytmu
wyproznien oraz bolami brzucha. Szacuje sie, ze wyste-

puje ona u okofo 10% populacji. Obecnie, zgodnie
z aktualnym stanem wiedzy medycznej nie istnieje tera-
pia przynoszaca calkowite wyleczenie z choroby. Stosuje
sie jedynie srodki poprawiajace jakos¢ zycia i reduku-
jace bdl. Mozemy do nich zaliczy¢ odpowiednig diete
czy stosowanie preparatow zawierajgcych probiotyki.
Wiréd organizméw tych wyrézni¢ nalezy drozdze
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (S. boulardii)
posiadajace udowodniong na podstawie wielu badan
wysoka skutecznos¢ w terapii IBS (irritable bowel syn-
drome). Ich dziatanie mozna podzieli¢ na trzy rodzaje,

2. Zespdl jelita drazliwego

Zespot jelita drazliwego (IBS) to przewlekta cho-
roba ukladu pokarmowego, nalezaca do funkcjo-
nalnych zaburzen Zzofadkowo-jelitowych (functional
gastrointestinal disorder - FGID) [65] i dotyczaca
11,2% populacji [59] lub wedlug innych zrédet 5-10%
[28]. Objawia si¢ ona bolami brzucha, wzdeciami, uczu-
ciem dyskomfortu oraz zmiang konsystencji oddawa-
nego stolca. W chorobie tej wystepuja takze objawy
psychiatryczne, jak np. objawy depresyjne czy lekowe.

* Autor korespondencyjny: Jakub Kazik, Wydzial Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu, ul. Jagielloniska 13, 85-067 Bydgoszcz; e-mail: jakub.tomasz.kazik@gmail.com
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Wyréznia si¢ trzy typy choroby: IBS-D, czyli postaé
z przewlekla biegunka, IBS-C - postac z wystepowa-
niem zapar¢ oraz IBS-M - tzw. postaé mieszana [29].

Patofizjologia choroby nie zostala jeszcze poznana
[59]. Jedna z hipotez s3 zmiany w obrebie neuroendo-
krynnych peptyddéw, znajdujacych sie¢ w zoladku oraz
jelitach [28]. Te z kolei wplywaja na nadwrazliwos¢
przewodu pokarmowego oraz na zaburzenia proce-
sow trawienia. Zgodnie z kolejng hipoteza wplyw na
rozwoj choroby maja: nieprawidlowa motoryka jelit,
zaburzenia w funkcjonowaniu autonomicznego ukladu
nerwowego oraz wrazliwo$¢ przewodu pokarmowego
[39]. Inne dane, dostepne w piSmiennictwie mowia, Ze
role w powstawianiu zespotu jelita drazliwego odgry-
waja interakcje w obrebie ukladéw: hormonalnego,
nerwowego oraz odpornosciowego. Ci sami autorzy
podkreslaja, iz stres stanowi jedng z najwazniejszych
przyczyn pojawienia si¢ choroby, powodujac wzrost
stezenia kortyzolu czy wptywajac na mikrobiom orga-
nizmu [59]. Do innych czynnikéw zaliczajg oni takze
infekcje pokarmowe, zapalenia, urazy, alergie pokar-
mowe, a takze czynniki genetyczne.

Carter i wsp. dokonali analizy 440 822 os6b w wieku
18-39 lat, w ktorej oszacowano czgsto$¢ wystepowania
zespolu jelita drazliwego na 221:100 000 osobolat [13].
Inne badanie kohortowe, opublikowane w 2017 roku
dotyczylo 5986 os6b w wieku 18-50 lat i wskazywalo
na czesto$¢ zachorowan na poziomie 15,4% [43]. Cana-
van i wsp. natomiast twierdzg, iz zespdt jelita drazliwego
dotyczy 11% $wiatowej populacji, a zachorowania cze$-
ciej odnotowuje si¢ u kobiet (okoto 1,5-3 razy czesciej),
jednak zachorowania te nie majg zwigzku z wiekiem,
a jedynie okoto 30% oséb, u ktorych wystepuja objawy
zglasza si¢ po pomoc do lekarza [12, 25]. Badacze ci
wskazujg Europe, Ameryke Pélnocng oraz Azje Potu-
dniowo-Wschodnig jako gtéwne obszary zachorowan.

Kryteria rozpoznania zespotu jelita drazliwego okres-
laja kryteria rzymskie IV, wprowadzone w maju 2016
roku, stanowigce aktualizacje kryteriow rzymskich III
z 2006 roku [24, 65]. Zgodnie z nowymi wytycznymi
IBS diagnozuje si¢, gdy bol wystepuje co najmniej jeden
dzien w tygodniu, trwa od co najmniej trzech miesigcy
i spetnia dwa lub trzy warunki: towarzyszy mu zmiana
konsystencji oddawanego stolca, zmiana rytmu defeka-
cji lub jest on zwigzany z wyproéznianiem [52].

W diagnostyce zespotu jelita drazliwego funkcjonujg
takze kryteria Manninga z 1978 roku oraz Kruis system
z 1984 roku. Pierwszy z nich opierat si¢ na 6 cechach
choroby, wybranych na podstawie analiz spo$réd
15 poczatkowych. Drugi natomiast polegal na pofacze-
niu objawdw alarmowych z charakterystyka choroby,
dajacych wynik punktowy. Jesli wynosil on powyzej
44 punkty, rozpoznawano wowczas IBS [23 ,44, 47].

Inng z metod diagnostycznych zespotu jelita draz-
liwego jest ustalenie poziomu chromograniny A [28].

Biatko to wystepuje w komodrkach neuroendokrynnych.
Marker charakteryzuje si¢ wysoka swoisto$cig i czu-
toscia. Zwigzek jest rowniez wykorzystywany w diag-
nostyce rakowiakow przewodu pokarmowego [53],
rakow prostaty, trzustki, okreznicy, jajnika lub piersi
[75]. Podwyzszony poziom chromograniny jest rowniez
obserwowany w guzie chromochfonnym [17].

3. Historia

Gatunek Saccharomyces boulardii zostal odkryty
przez francuskiego mikrobiologa Henri Boularda
w 1920 roku, gdy ten poszukiwal nowych odmian droz-
dzy, ktére moglyby by¢ uzyte w procesie fermentacji.
W czasie swoich podroézy do Indochin, zaobserwowat,
ze tubylcy pijacy specjalng odmiang herbaty ze skorek
liczi i mangostanu nie ulegali panujacej wowczas epide-
mii cholery. Boulardowi udalo si¢ wyizolowa¢ gatunek
drozdzy, ktére nazwal Saccharomyces boulardii. Patent
na drozdze zostal wykupiony w roku 1947 przez Labo-
ratories Biocodex, ktore rozpoczelo badania naukowe
oraz produkcje. Od tego czasu zainteresowanie droz-
dzakiem znacznie wzroslo [9, 48, 49, 61].

4. Morfologia

Szczep S. boulardii jest drozdzakiem, nalezacym do
eukariontéw. Jego $ciana jest zbudowana z chityny, man-
nozy i glukanu, a jej grubo$¢ wynosi $rednio 4,18 um
dla komoérek haploidalnych lub 5,3 um dla komoérek
diploidalnych. W stanie stacjonarnym drozdze maja
tendencje do flokulacji (klaczkowania), w przebiegu
ktorej biatka lektyno-podobne (tzw. flokuliny) wystaja
ze $ciany komorkowej grzyba i wybidrczo lacza sig
z resztami mannozy obecnymi w $cianie komoérkowej
innych komorek drozdza. Dodatek wolnej mannozy do
medium moze wiec wplywa¢ na zdolnosci S. boulardii
do adhezji. Optymalne do jego rozwoju pH wynosi
4,5-6,5, natomiast temperatura okoto 37°C, zaréwno
w warunkach in vivo, jak i in vitro. Jest niezdolny do
transmisji materiatu genetycznego oraz oporny na anty-
biotyki i proteolize [8, 18, 26, 27, 41, 51, 72]. Jako droz-
dzak wchodzi w interakcje z innymi mikroorganizmami:
symbioze, mutualizm, parazytyzm i konkurencje. Roz-
mnaza si¢ zardwno bezplciowo, jak i ptciowo [61].

Gatunek S. boulardii jest jedynym probiotykiem
drozdzowym, ktéry znalazl zastosowanie podczas prze-
prowadzonych badan. Wykazuje on stosunkowg opor-
nos¢ na kwasne srodowisko i z6t¢, ginie w temperaturze
wynoszacej okolo 55-60°C oraz toleruje 20% stezenie
alkoholu [18, 26, 41, 51].

Drozdzak S. boulardii dociera do organu docelo-
wego, jakim jest jelito. Mimo Ze wiekszo$¢ mikroorga-
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nizmdw zostaje zniszczona (szacuje sig, Ze ilo$¢ ta jest
100-1000x mniejsza od dawki doustnej), przetrwale
drozdzaki sg zdolne do wywotlania odpowiedzi orga-
nizmu. Osigga odpowiednie stezenie w ciggu 3 dni od
zastosowania, a efekt zanika po 3-5 dniach od przer-
wania kuracji. Czas pottrwania S. boulardii szacuje si¢
na 6 godzin. Niektére formy blonnika (m.in. ziarna
i tupiny babki jajowatej) moga zwigkszac ilo$¢ S. bou-
lardii w jelicie [41, 48].

5. Mechanizm dzialania

W jelicie zajetym przez bakterie dochodzi do pro-
dukgji toksyn, ktére zwigkszajg sekrecje wody do jego
$wiatla. Bakterie zajmuja Sluzowke jelita, niszczac pola-
czenia szczelinowe, podczas gdy wirusy doprowadzaja
do martwicy dojrzatych enterocytéw. W kosmkach
jelita dochodzi do rozkladu disacharydaz, co w konse-
kwencji powoduje biegunke osmotyczna, jednoczasowo
rozwija si¢ proces zapalny oraz spada produkcja IgA.
Co wigcej, mikrobiota ulega wyniszczeniu przy stoso-
waniu antybiotykoterapii [49].

Probiotyk jest dostarczany do narzadu docelowego
w niezmienionej formie, dzieki odpornosci na ekstre-
malne warunki, takie jak niskie pH, enzymy zotagdkowe
czy sole zolciowe. Czesci drozdzakéw udaje si¢ prze-
trwa¢, a po dostaniu sie do jelita wykazuja trzy glowne
mechanizmy dziatania: dziatanie w $wietle jelita, dzia-
tanie troficzne oraz dzialanie przeciwzapalne na btone
Sluzowg [3, 49] (Tabela I).

5.1. Dzialanie w $wietle jelita

W $wietle jelita S. boulardii wykazuje aktywnos¢
przeciwko drobnoustrojom poprzez inhibicje wzrostu
bakterii i pasozytow, redukcje translokacji tych pato-
genow, neutralizacje czynnikéw zjadliwosci bakterii
oraz uniemozliwianie przylegania do komoérek gospo-
darza. S. boulardii przytacza si¢ do szczepoéw bakterii
Gram-ujemnych, takich jak Escherichia coli, Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Typhimurium i S. enterica

subsp. enterica ser. Typhi, nie pozwalajac im na adhezje
do $ciany jelita i inwazje tkanek gospodarza. Jak sie oka-
zuje, te enteropatogenne drobnoustroje same wykazuja
podatno$¢ wobec S. boulardii: szczep enteropatogenny
E. coli (EPEC) wiaze si¢ bezposrednio do powierzchni
drozdzaka zamiast do enterocytéw, podobnie jak
S. enterica subsp. enterica ser. Typhimurium wykazu-
jaca chemotaksje wobec S. boulardii. Ponadto, S. bou-
lardii wywiera wplyw hamujacy na wzrost niektérych
gatunkow, takich jak gatunki Aeromonas produkujace
hemolizyne (np. Aeromonas hydrophila), S.enterica
subsp. enterica ser. Typhimurium, Yersinia entero-
colitica czy Candida albicans. Dodatkowo, drozdzak
wspomaga zachowanie fizjologii enterocytow, miedzy
innymi poprzez zachowywanie miedzykomérkowych
polaczen szczelinowych, uniemozliwiajacych wniknie-
cie patogenow do wnetrza komorek oraz wytwarzanie
gestej warstwy wydzieliny ochronnej [2, 5, 8, 37, 41, 48,
49, 51, 58, 69, 71, 72]. Miedzykomdrkowe polaczenia
szczelinowe moga by¢ utrzymane dzieki ciaglej ekspre-
sji E-kadheryny na powierzchni komoérek. Wchtonieta
w procesie endocytozy E-kadheryna jest skutecznie
ponownie przekazywana na powierzchnie enterocy-
tow, co odnawia polaczenia szczelinowe i wzmacnia
bariere jelitowa [70]. Gesty $§luz natomiast umozliwia
S. boulardii wzrost i budowanie ochronnych, przepla-
tanych warstw, utrudniajacych patogenom dotarcie do
warstwy sluzowej jelita [51].

Oprocz bezposredniego dzialania bojczego S. bou-
lardii skutecznie zwalcza toksyny bezposrednio je pro-
teolizujac, stymulujac produkcje przeciwcial przeciwko
nim oraz blokujagc miejsca receptorowe dla toksyn.
Przykladami sg inaktywacja toksyny cholery, defosfo-
rylacja LPS E. coli. oraz wydzielanie proteaz dziataja-
cych antagonistycznie wobec toksyn A i B C. difficile
(49, 51, 58]. Co wigcej, S. boulardii neutralizuje toksyne
A dzieki inaktywacji szlakéw ERK1/2 i JNK/SAPK oraz
intensyfikacje produkcji specyficznej wobec tej toksyny
IgA [56]. W infekcjach zwigzanych z Shigella flexneri
drozdzak ten uszczelnia bariere jelitows, zapobiega pro-
cesom zapalnym poprzez zmniejszanie stezenia ERK,
IL-8 oraz zapobieganie aktywacji NF-kB i migracji

Tabela I
Mechanizmy dziatania Saccharomycces cerevisiae var. boulardii

Dziatanie S. boulardii

w $wietle jelita

troficzne

przeciwzapalne na blong sluzows

- dziatanie przeciw toksynom drobno-

ustrojow (poliaminy)
- dziatanie bezpo$rednio przeciw drobno-

ustrojom ninowych
- wplyw na flore jelitowa

- aktywnos¢ metaboliczna (zwigkszenie
ilosci krétkotancuchowych kwaséw
ttuszczowych)

- wplyw na aktywnos¢ enzymatyczng
- regulacja ekspresji receptoréw seroto-

- wzmaganie odpowiedzi immunologicz-
nej poprzez zwigkszanie stezenia IgA

- dziatanie na sygnaty komoérkowe
i zmniejszenie syntezy cytokin pro-
zapalnych
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leukocytéw. Jednocze$nie nie zmniejsza populacji Shi-
gella [58]. Udowodniono tez, ze S. boulardii zwigksza
ilos¢ krotkotancuchowych kwaséw tluszczowych w jeli-
cie, ktdrych liczba podczas procesu zapalnego jest ogra-
niczona. W efekcie dochodzi do zmiany skfadu katu
oraz przyspieszenia odbudowy naturalnej mikrobioty
jelita [41, 48, 49, 51].

5.2. Dzialanie troficzne

W przebiegu doustnego przyjmowania S. boulardii
nie dochodzi do morfologicznej przebudowy jelita; brak
jest réznic w wysokosci kosmkow, glebokosci krypt
jelitowych, czy infiltracji komorkowej blony wlasciwej
[10]. Dochodzi natomiast do wydzielania sperminy
i spermidyny, czyli poliamin, ktére wspomagaja pro-
ces proliferacji, réznicowania oraz dojrzewania entero-
cytow. To one prowadza do wzrostu wydzielania enzy-
mow mikrokosmkow jelitowych, takich jak sacharaza,
aminopeptydaza i trehalaza oraz wzmozonej sekrecji
IgA w jelicie czczym i kretym, zwigkszonej produk-
cji receptoréw dla polimerycznych immunoglobulin
na komorkach krypt jelitowych i znaczacego wzrostu
stezenia kotransportera glukozy zaleznego od sodu
(SGLT-1) (stymulowane zwigkszonym wchianianiem
D-glukozy przez pecherzyki rabka szczoteczkowego)
[9-11, 19, 41, 49, 51]. Oprocz egzogennego dzialania,
poliaminy te biorg tez udzial w regulacji czynnikow
transkrypcyjnych i ekspresji gendw. Spermina i sper-
midyna dzigki swoim tadunkom polikationowym tacza
sie bezposrednio z jonami DNA o ujemnym tadunku
(PO,") i umozliwiajg formacje potréjnej struktury DNA
i regulacje czynnikéw transkrypcyjnych dla czynni-
koéw wzrostu [10].

Probiotyk S. boulardii wplywa takze na ekspre-
sje receptoréw serotoninowych (SERT) na nablonku
komorek jelitowych. SERT, czyli transblonowe biatka
transportowe, przenoszg do wnetrza komorki nadmiar
5-hydroksytryptaminy (serotoniny, 5-HT), ktéra odpo-
wiedzialna jest za regulacje motoryki jelit. Drozdzak,
poprzez swoj wpltyw na SERT, zmniejsza perystaltyke
jelit i ilo§¢ wyproéznien [31].

Dzialanie troficzne polega takze na zmniejszeniu
stanu zapalnego blony $luzowej jelita, przywrdceniu
réwnowagi osmotycznej (poprzez zmniejszong akty-
wacje cyklazy adenylanowej, zmniejszenie produkcji
cAMP i nastgpowy spadek sekrecji jonéw chlorko-
wych) oraz stymulacji produkcji biatka i energii [5, 19,
41, 49, 51]. Szczep S. boulardii zmniejsza ilo$¢ zain-
fekowanych komorek, zapobiega apoptozie i syntezie
TNEF-a, a stymuluje wydzielanie czynnikéw mitogen-
nych, ktére umozliwia odnowienie warstwy komorek
jelita. Dodatkowo, dochodzi do zwigkszenia wydzie-
lania enzymow i glikoprotein warstwy szczoteczkowej,
a takze powstrzymania hiperplazji krypt [41].

5.3 Dzialanie przeciwzapalne na blone sluzowa

Gatunek S. boulardii reguluje procesy immunolo-
giczne, zarowno w $wietle jelita, jak i w calym orga-
nizmie, dzialajac jako inhibitor proceséw prozapalnych
oraz stymulator odpowiedzi immunologicznej (akty-
wacja dopelniacza oraz migracja monocytow i granu-
locytow) [8,49,68]. Komorki drozdzowe sa zrodltem
B(1,3)D-glukanu, ktére maja zdolnos¢ do pobudza-
nia ukladu immunologicznego - glukany przylaczaja
sie do specyficznego receptora na komorkach den-
drytycznych (dektyna-1), a takze do receptoréw na
komoérkach wrodzonego ukiadu immunologicznego
(receptory Toll podobne, receptor 3 dopelniacza) [51].
W badaniach na myszach, S. boulardii zwigksza liczbe
komorek Kupffera (makrofagi watrobowe) oraz steze-
nie immunoglobuliny M (IgM) w surowicy, co pod-
nosi efektywnos¢ fagocytozy bakterii. Moze podwyz-
szac stezenie wydzielniczej immunoglobuliny A (IgA),
a takze G (IgG) przeciwko toksynom A i B C. difficile.
Co wigcej, zmniejsza stan zapalny poprzez uwiezienie
limfocytéw T pomocniczych produkujacych inter-
feron y w weztach chtonnych krezkowych. Dzigki temu
ogranicza limfocytarny naciek zapalny i produkcje
cytokin prozapalnych w jelitach [21, 49, 64, 68, 71].
Dochodzi tez do stymulacji regulatorowych limfocy-
tow T (ekspresja transformujacego czynnika wzrostu
beta TGF-f, ktory redukuje proces zapalny) i mody-
tikacji adherencji limfocytow do komorek endotelial-
nych, czyli usprawnienia toczenia si¢ komorek i adhezji
[41, 66]. Drozdzak S. boulardii jest odpowiedzialny za
wysokie stezenia kostymulujgcych czasteczek CD80
i CD86, ktére sa charakterystyczne dla dojrzatych
komorek dendrytycznych (DC). DC s3 natomiast odpo-
wiedzialne za produkeje cytokin, takich jak IL-12, IL-6,
TNF-a czy IL-10 [68].

Chen i wsp. w 2006 roku opublikowali prace, ktéra
dowodzi, ze S. boulardii wzmaga produkeje drobnoczas-
teczkowych rozpuszczalnych czynnikéw, ktore blokuja
aktywacje NF-xB i kinaz ERK1/2 oraz MAP odpo-
wiedzialnych za ekspresje genéw IL-8 w komorkach
nablonkowych jelita i monocytach. Spadek tej proza-
palnej interleukiny (IL-8) umozliwia kontrole procesu
zapalnego. Abbas i wsp. w 2014 roku przeprowadzili
badanie majace na celu zbadanie ilosci interleukin pro-
zapalnych w jelicie i krwi pacjentéw po leczeniu IBS za
pomoca S. boulardii. U chorych tych po 6-tygodniowym
leczeniu znacznie spadlo stezenie cytokin prozapalnych
IL-8 i TNF-a zaréwno we krwi jak i nablonku jelita,
a takze wzrosto stezenie przeciwzapalnych IL-10 [1,
8, 14, 49]. Dodatkowo mozna zaobserwowaé spadek
stezenia tlenku azotu (NO) i inhibicj¢ produkcji indu-
kowalnych syntaz NO (NOS) (NO, odpowiedzialne za
wigkszg przepuszczalno$¢ naczyn i uszkodzenia tkanek,
jest podwyzszone w stanach zapalnych jelit) [41, 50, 67].
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Najnowsze techniki, szacujace ilo$¢ szczepdw bak-
teryjnych w jelicie cztowieka na 40 000, wykazujg, ze
po antybiotykoterapii mikrobiota odnawia si¢ w prze-
ciagu 6-8 tygodni. Gatunek S. boulardii przyspiesza to
odnawianie, a u zdrowego czlowieka nie wykazano jego
interakeji z innymi, naturalnie wystepujacymi szcze-
pami bakterii. Dodatkowo wywiera pozytywny wpltyw
na odnowe naturalnego mikrobiomu, gdyz tworzy on
odpowiednie warunki do jej rozwoju, miedzy innymi
poprzez dziatanie ochronne na warstwe §luzows jelita
[49, 51]. Moze tez wykazywaé wlasciwosci antykance-
rogenne [56]. Sugeruje si¢ jednak, aby nie uzywa¢ pro-
biotykéw zawierajacych S. boulardii u chorych z ciezka
immunosupresja badz neutropenia [46].

6. Taksonomia

Wisréd organizméw probiotycznych wyrézniamy
bakterie oraz drozdze. Mikroorganizmy bakteryjne cha-
rakteryzuja si¢ budowa prokariotyczna w przeciwien-
stwie do drozdzy, ktore przynaleza do jadrowcow ina-
czej nazywanych eukariotami. Drozdze to organizmy
nalezace do krolestwa grzybow (Fungi), w systematyce
klasyfikowane jako typ — workowce (Ascomycota), klasa
- drozdzaki (Saccharomycetes), rzad — drozdzakowce
(Saccharomycetales), rodzina — drozdzakowate (Saccha-
romycetaceae) [18, 35, 49].

Probiotyki drozdzowe ze wzgledu na swoja przy-
naleznos¢ do eukariotéw roznig si¢ od, nalezacych do
prokariotéw, probiotykéw bakteryjnych pod wzgledem
struktury fizjologicznej (np. rodzaj materialu genetycz-
nego, obecnos¢ organelli komérkowych takich jak m.in.
aparat Golgiego czy mitochondria) oraz wigkszym roz-
miarem komorki. Ponadto, antybiotyki nie wywieraja
na nie wplywu, a drozdze nie nabywaja genéw opor-
nosci na antybiotyki [18, 49].

Z biegiem czasu przynalezno$¢ taksonomiczna
S. boulardii byla poddawana dyskusjom czy ze wzgledu
na swoje podobienstwo gatunek ten nie powinien
zosta¢ uznanym za odmiane¢ S. cerevisiae. Pierwsze
badania, ktore zostaly przeprowadzone przy pomocy
PCR wykazaly brak mozliwo$ci odréznienia S. boulardii
od innych szczepdow S. cerevisiae, jednakze dzigki zasto-
sowaniu nowoczesniejszych metod (np. analizy poli-
morfizmu mikrosatelit) w kolejnych probach dowie-
dziono, ze S.boulardii wyrdznia si¢ pod wzgledem
tizjologicznym, metabolicznym (wyzsza optymalna
temperatura wzrostu, a takze wieksza odporno$¢ na
kwasowy zakres pH w poréwnaniu do S. cerevisiae),
a takze poprzez swoje dzialanie antypatogenowe [49].
Obecnie wedlug Miedzynarodowego Kodeksu Nomen-
klatury Botanicznej S. boulardii powinno si¢ nazywac
S. cerevisiae var. boulardii, chociaz zaznacza sie, ze
mata mozliwo$¢ krzyzowania si¢ z innymi odmianami

najprawdopodobniej w toku ewolucji doprowadzi do
powstania odrebnego gatunku [36].

7. Probiotyki

Stowo ,,probiotyk” wywodzi sie z jezyka greckiego
i oznacza ,dla zycia’, a wigc zgodnie z tym zalozeniem
preparaty probiotyczne powinny korzystnie wplywaé
na zdrowie gospodarza. Ponad 100 lat temu uwazat tak
laureat nagrody Nobla - Ilja Miecznikow, ktory twier-
dzil, ze suplementacja paleczkami kwasu mlekowego
moze wydluzy¢ czas zycia czlowieka [38, 60, 62]. Pierw-
szy raz termin ,probiotyk” zostal uzyty w 1953 roku
przez Kollathla w opisie suplementéw pochodzenia
zar6wno organicznego jak i nieorganicznego, ktoére
uwazano, ze poprawiaja stan zdrowia pacjentow w sta-
nie niedozywienia. Na przestrzeni lat definicja pro-
biotykéw ulegata systematycznym zmianom. Obecnie
stosowana definicja probiotykéw zostata zapropono-
wana przez Roya Fuller’a, ktory opisuje je jako ,,zywe
mikroorganizmy wplywajace korzystnie na organizm
gospodarza poprzez poprawe réwnowagi w obrebie
mikrobioty jelitowej [30].

Mikroorganizmy wchodzace w sktad mikrobioty,
mimo faktu, ze nie posiadaja pewnych cech, warunku-
jacych inwazyjno$¢, charakterystycznych dla drobno-
ustrojow chorobotworczych zachowuja w pewnym
stopniu zdolno$¢ do przenikania przez bariere tworzong
przez nablonek jelit i tym samym wykazuja zdolno$¢ do
wywolywania odpowiedzi immunologicznej w obrebie
blony sluzowej przewodu pokarmowego. W zdecydo-
wanej wiekszosci przypadkow dochodzi do wytworze-
nia tolerancji immunologicznej i w konsekwencji braku
odpowiedzi odpornosciowej przeciwko antygenowi ze
strony organizmu gospodarza. W niektorych przypad-
kach np. u 0s6b chorujacych na nieswoiste zapalenia
jelit dochodzi do zachwiania réwnowagi miedzy mikro-
biomem gospodarza, a jego uktadem odpornosciowym,
co skutkuje stymulacja odpowiedzi immunologiczne;j
przez mikroorganizmy obecne w przewodzie pokarmo-
wym, co w konsekwencji prowadzi do powstania stanu
zapalnego i rozwiniecia si¢ choroby. Do zmian w zakre-
sie skladu mikrosrodowiska jelitowego dochodzi czgsto
w okresach chorobowych, dzialania silnego stresu czy
leczenia antybiotykiem. W efekcie dochodzi do zabu-
rzenia stanu rdwnowagi i przesuniecia jej na korzys¢
drobnoustrojow chorobotwdrczych co moze objawiaé
sie np. utratg apetytu czy biegunka. Celem dzialania
probiotykow jest zmniejszenie lub eliminacja procesu
zapalnego w wyniku wprowadzenia do $rodowiska
jelitowego mikroorganizméw, ktére maja za zadanie
przywrocenie stanu rownowagi [7, 32].

Stosowanie probiotykow staje sie coraz bardziej
popularne, zaréwno w Europie, jak i Stanach Zjedno-
czonych. Najczesciej stosowanymi probiotykami sa
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Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. oraz niechoro-
botwdrcze drozdze takie jak Saccharomyces boulardii.
Ich stosowanie jest zalecane przede wszystkim w celu
wzmocnienia odpornosci oraz jako forma leczenia
wspomagajacego m.in. w chorobach jelit o podlozu
zapalnym oraz IBS (wywieraja wplyw na funkcjono-
wanie jelit poprzez zmiane skladu mikrobioty jelitowe;j)
[45, 49, 60, 63, 74].

Wsréd mechanizméw poprzez ktore probiotyki wy-
wieraja swoje korzystne dzialanie na organizm gospo-
darza wymienia sie: wytwarzanie ochronnej bariery
mechanicznej, poprawa proceséw trawienia i wchia-
niania pewnych substancji odzywczych (np. poprzez
uwalnianie enzymoéw dzialajacych korzystnie na prze-
bieg trawienia), wchodzenie w interakcje metaboliczne
(np. synteza witamin, obnizanie stezenia cholesterolu
np. poprzez rozprzeganie kwasdw zoélciowych do pro-
dukgji ktorych cholesterol stanowi material prekurso-
rowy), konkurencja o skladniki odzywcze z organiz-
mami patogennymi, wzmacnianie bariery $§lzowej jelit
(np. poprzez dzialanie na receptory TLR (ang. toll-like
receptor), znajdujace si¢ na komorkach nabtonko-
wych, co indukuje wytwarzanie cytokin o dzialaniu
ochronnym (np. IL-6, KC-1) posredniczacych w rege-
neracji komorek nablonkowych), regulacja odpowiedzi
zapalnej w jelitach (m.in. poprzez wplyw na sekrecje
cytokin prozapalnych (np. dzialanie hamujace wobec
TNF) i regulatorowych (np. indukcja produkgji IL-10
i TGF-B), wplyw na komorki limfoidalne (probiotyki
prawdopodobnie dzialajg stymulujaco na limfocyty T
regulatorowe, ktore wywieraja hamujacy wpltyw na
komorki efektorowe odpowiedzialne za powstawanie
stanu zapalnego), produkcja bakteriocyny (czasteczka
chemiczna odpowiadajaca za bezposrednie dziatanie
hamujace wobec konkurencyjnych drobnoustrojow),
zmniejszenie przepuszczalnosci jelit czy dziatanie prze-
ciwdrobnoustrojowe poprzez obnizanie pH w $wietle
jelita bagdz hamowanie adhezji komorek bakteryjnych
do nablonka jelitowego [7, 20, 32, 33, 54, 60, 74].

Warunkiem skutecznosci dzialania probiotyku jest
spetnienie 5 kryteriéw: musi mie¢ udowodniony ko-
rzystny wplyw na organizm gospodarza, nie moze
wywiera¢ dzialania patogennego, zawarte w nim mikro-
organizmy muszg by¢ zdolne do przezycia (np. odpor-
nos¢ na kwas zotadkowy), reprodukgji i wykazywania
aktywnosci metabolicznej wewnatrz jelit, powinien
zawiera¢ odpowiednio wysoka ilo§¢ mikroorganiz-
mow w jednostce objetosci, a takze zachowywac swoje
dziatanie podczas przechowywania i stosowania [16,
20, 45, 57, 63].

Przy wyborze odpowiedniego leczenia probiotycz-
nego nalezy mie¢ na uwadze specyfike danej choroby,
efektywnos¢ probiotyku w danym zaburzeniu oraz sktad
preparatu. Wlasciwosci probiotykow zalezg zaréwno od
rodzaju, gatunku, jak i szczepu danego drobnoustroju.

Skuteczno$¢ réznych szczepdw mikroorganizmoéw
i ich wlasciwosci probiotyczne mogg si¢ znaczgco roz-
ni¢ pomimo przynaleznosci do tego samego rodzaju
i gatunku, zatem wybor odpowiedniego drobnoustroju
w danej jednostce chorobowej ma istotne znaczenie dla
skuteczno$ci wprowadzonego leczenia [20, 38, 49].

Preparaty probiotyczne dostepne sa w roznej po-
staci: kapsulek zawierajacych kolonie mikroorganiz-
méw, w supernatantach, a takze wchodza w sklad
wielu powszechnie dostepnych biatkowych produk-
tow spozywczych takich jak m.in. jogurty, sery, kefiry
czy lody. Uwaza sie, ze produkty nabialowe stanowia
idealny no$nik do wprowadzenia mikroorganizmoéow
probiotycznych do mikrobioty jelita. Ze wzgledu na
pewne ograniczenia produktéw nabialowych (np.
konieczno$¢ utrzymywania niskiej temperatury oraz
obecnos¢ alergendw) wykorzystuje si¢ rowniez no$niki
nienabialowe takie jak warzywa czy owoce, za wykorzy-
staniem ktorych przemawia obecno$¢ witamin, mine-
raléw i blonnika. Probiotyki dostepne na rynku moga
zawiera¢ wylacznie jeden wybrany szczep, ale moga
stanowi¢ rowniez mieszanke kilku réznych szczepow.
Ze wzgledu na wysoki profil bezpieczenstwa i stosun-
kowo niski koszt stosowania, probiotyki stanowig warta
rozwazenia opcje terapeutyczng w chorobach takich jak
np. zespol jelita drazliwego [6, 16, 34, 49, 57, 73].

W 2011 roku Choi, C.H. i wsp. opublikowali wyniki
analizy, ktora dotyczyla efektéw stosowania S. boular-
dii w zespole jelita drazliwego z dominujgcg biegunka
(IBS-D) oraz w typie mieszanym zespotu jelita drazli-
wego (IBS-M). Badaniem objeto 67 pacjentéw, ktorzy
zostali losowo przydzieleni do dwoch grup. Pierwszej
grupie przez okres 4 tygodni podawano S. boulardii,
natomiast druga grupa otrzymywata placebo. Wyniki
analizy wykazaly, ze w przypadku pacjentdw otrzymu-
jacych S. boulardii ogélna poprawa jakosci zycia byla
wigksza niz w przypadku placebo, ale nie doszlo do
istotnej poprawy pod wzgledem czgstosci wyproznien
czy konsystencji stolca [15].

W roku 2013 M. Bafutto i wsp. opublikowali prace,
ktorej celem byto poréwnanie wplywu monoterapii
mesalazyng, mesalazyny w skojarzeniu z S. boulardii
oraz monoterapii S. boulardii na objawy wystepujace
w przypadku zespotu jelita drazliwego z dominujaca
biegunka (IBS-D). 53 pacjentéw zostalo przydzielo-
nych do 3 réznych grup. W pierwszej grupie znala-
zlo sie 20 pacjentow, ktérym podawano mesalazyne
w dawce 800mg przez okres 30dni, druga grupa
objeta 21 0s6b, ktore otrzymywaly mesalazyne w dawce
800mg i S.boulardii w dawce 200mg, a w trzeciej
grupie znalazlo sie 12 pacjentéw, ktérym podawano
jedynie S. boulardii w dawce 200 mg. Wyniki badania
wykazaly, ze w obrebie wszystkich grup po 30 dniach
stosowanego leczenia doszto do istotnej poprawy pod
wzgledem wystepujacych objawdw. Ponadto rezultaty
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badania pokazaly, ze stosowanie mesalazyny w monote-
rapii lub w skojarzeniu z S. boulardii daje lepsze wyniki
niz w przypadku monoterapii S. boulardii [5].

Z.Abbas i wsp. w 2014 roku opublikowali wyniki
badania, ktérego gléwnym tematem byla ocena sku-
tecznosci probiotyku S. boulardii u pacjentéw cierpia-
cych z powodu zespolu jelita drazliwego z dominujaca
biegunkg (IBS-D). Badanie zostalo przeprowadzone
metoda randomizowana z podwojnie $lepa proba
kontrolowang placebo. Analizg objeto 72 pacjentow
przydzielonych do 2 grup. Pierwsza grupa obejmowata
37 pacjentow, ktorzy otrzymywali S. boulardii w dawce
750 mg/dziennie razem z nasionami babki plesznik
przez okres 6 tygodni. W drugiej grupie znalazto sie
35 pacjentow, ktorzy przez 6 tygodni otrzymywali pla-
cebo i nasiona babki plesznik. Wyniki przeprowadzo-
nej analizy wykazaly, ze w przypadku grupy pacjentow
przyjmujacej S. boulardii w krwi i w tkankach doszlo
do zauwazalnego obnizenia poziomu cytokin prozapal-
nych (IL-8 oraz TNF-a) oraz podwyzszenia poziomu
dziatajacej przeciwzapalnie IL-10. W grupie pacjen-
tow otrzymujacej placebo nie zauwazono pod tym
wzgledem istotnych zmian. W przypadku obu grup
pacjentow doszto do ztagodzenia objawow jelitowych,
jednakze poprawa jakosci zycia byta bardziej znaczaca
w przypadku grupy otrzymujacej S. boulardii [1].

W roku 2015 de Chambrun, G.P. i wsp. opubliko-
wali wyniki analizy, ktérej gtéwnym celem byla ocena
wplywu S. cerevisiae na objawy wystepujace w zespole
jelita drazliwego. 179 pacjentéw zostalo losowo przy-
dzielonych do 2 grup. Pierwsza grupa otrzymywata
S. cerevisiae w dawce 500 mg dziennie przez okres
3 tygodni, a druga grupa otrzymywala w tym czasie
placebo. Wyniki badania wykazaly, ze w przypadku
grupy pacjentow otrzymujacej S. cerevisiae doszto do
bardziej istotnej poprawy pod wzgledem zlagodze-
nia objawow takich jak uczucie dyskomfortu lub bélu
brzucha w poréwnaniu do grupy otrzymujacej placebo.
W przypadku innych objawéw nie doszlo do zauwazal-
nej poprawy [22].

W 2018 roku Kerry i wsp. opublikowali prace,
w ktorej wsrod wnioskow podkredlili istotng role pro-
biotykéw w praktyce klinicznej ze wzgledu na pozy-
tywne wyniki ich stosowania w wielu chorobach i zabu-
rzeniach, wéréd ktérych wymieniono m.in. IBS, alergie
pokarmowe oraz biegunke wywolang przez rotawirusy.
Co wigcej w $wiecie naukowym zauwazono w ostatnich
latach duzy postep i zainteresowanie w temacie wplywu
substancji probiotycznych na zapobieganie oraz lecze-
nie otyltosci, cukrzycy i choréb nowotworowych [42].

W roku 2019 Oak i wsp. opublikowali prace prze-
gladowa, ktorej tematem byly efekty stosowania pro-
biotykdéw u 0séb z nietolerancja laktozy. W publikacji
uwzgledniono 15 badan randomizowanych przepro-
wadzonych z podwojnie slepg proba. Ocenie podlegalo

8 wyselekcjonowanych organizméw probiotycznych
o udowodnionym najkorzystniejszym dzialaniu na
organizm czlowieka — m.in. Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium animalis, S. boulardii. Wyniki badania
wykazaly ogolny pozytywny wplyw stosowania probio-
tykéw w nietolerancji laktozy, niemniej jednak wyniki
réznily sie w zaleznosci od zastosowanego szczepu. Spo-
$réd ocenianych mikroorganizmoéw B. animalis nalezal
do wykazujacych najwyzsza skuteczno$¢ dziatania [55].

Réwniez w 2019 roku Asté i wsp. opublikowali
metaanalize, ktérej celem byla m.in. ocena skutecz-
nosci probiotykdéw we wrzodziejacym zapaleniu jelita
grubego. Analiza 1491 pacjentéw pochodzacych
z 18 badan kontrolowanych placebo lub aktywnym
leczeniem. Metaanaliza wykazala, ze stosowanie probio-
tykow we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego ma
dzialanie korzystne w indukowaniu remisji, niemniej
jednak wyniki pozostaja w zaleznosci od zastosowanej
do oceny skali - najkorzystniejsze wyniki zaobserwo-
wano w przypadku skal UCDAI (ang. Ulcerative Colitis
Disease Activity Index) oraz DAI (ang. Disease Activity
Index). Co wiecej, sktad zastosowanych probiotykow
odgrywat zauwazalng role w procesie terapeutycznym
- produkty zawierajace Bifidobacterium wykazywaty
najkorzystniejsze dla pacjenta dzialanie [4].

Na przestrzeni lat kolejne badania zdajg si¢ potwier-
dza¢ korzystny wplyw wynikajacy ze stosowania pro-
biotykéw. Wsrdd potencjalnych korzysci najczesciej
wymienia si¢: poprawa w zakresie stanu zdrowia prze-
wodu pokarmowego, zmniejszenie prawdopodobien-
stwa rozwoju choroby nowotworowej czy obnizenie
stezenia cholesterolu (m.in. Lactobacillus, Bifidobac-
terium). Roznokierunkowos¢ dziatania probiotykéw
zalezy od ich skladu i zawarto$ci réznych szczepow
dziatajacych poprzez réznorakie mechanizmy. Skutecz-
no$¢ probiotykow w zakresie dziatania przeciwbiegun-
kowego, w zapobieganiu biegunki poantybiotykowej
oraz poprawy trawienia pokarméw bogatych w laktoze
u 0s6b z nietolerancjg laktozy udokumentowana jest
wieloma badaniami co by¢ moze stanowi jeden z waz-
nych powodéw wysokiej popularnosci probiotykdw.
Mimo to wcigz wiele z opisywanych potencjalnych
korzystnych efektow stosowania probiotykdw wymaga
dodatkowych badan mogacych potwierdzi¢ lub wyklu-
czy¢ ich pozytywny wplyw na funkcjonowanie orga-
nizmu czlowieka [32, 33, 40].

8. Podsumowanie

Zespot jelita drazliwego z racji czestego wystepo-
wania okreslanego na okoto 10% populacji oraz braku
ustalonego schematu leczenia, gwarantujacego powrot
chorego do zdrowia stanowi istotny problem dla lekarzy.
Dodatkowa trudnoscia sa wystepujace czgsto objawy
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psychiatryczne u chorych na IBS. Podawanie probio-
tykow, mimo iz nie powoduje catkowitego wyleczenia,
tagodzi objawy oraz poprawia komfort Zycia. Wysoka
skuteczno$cig charakteryzuja si¢ preparaty Sacharomy-
ces boulardii, co potwierdza wiele badan oraz meta ana-
liz. Terapia tym drozdzakiem, po dokladnym poznaniu
jego dziatania molekularnego oraz immunologicznego
na zmienione chorobowo jelita moze w przysztosci oka-
za¢ si¢ bardzo skutecznym sposobem leczenia zespotu
jelita drazliwego, przynoszac jeszcze lepsze rezultaty.
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Streszczenie: Opornos¢ bakterii na substancje przeciwbakteryjne jest jednym z najistotniejszych probleméw epidemiologicznych noto-
wanych w skali globalnej. Powszechne stosowanie w medycynie i weterynarii substancji przeciwbakteryjnych nalezacych do tych samych
klas, niejednokrotnie bez potwierdzenia w laboratorium skutecznoéci zastosowanej substancji czynnej, przyczynia si¢ do selekcji opor-
nych bakterii u ludzi i zwierzat oraz ich rozprzestrzenienia w przyrodzie. Narastajaca antybiotykoopornos¢ bakterii patogennych pro-
wadzi do powaznych konsekwencji zaréwno dla zdrowia ludzi jak i zwierzat. Rownie wazna jest oporno$¢ bakterii komensalnych, gdyz
stanowig one rezerwuar i wektor genéw opornosci w srodowisku. Ekspozycja na srodki przeciwbakteryjne nalezace do réznych klas moze
prowadzi¢ do opornosci krzyzowej i selekeji gendw rozprzestrzeniajacych sie horyzontalnie z udzialem ruchomych elementéw genetycz-
nych. Alarmujacy jest fakt pojawienia si¢ przenoszonej z udzialem plazmidéw opornosci na substancje o najwyzszym poziomie istotnosci
dla medycyny ludzkiej np. karbapenemy czy polimyksyny. Na przyktadzie antybiotykéw zaliczanych do kategorii ,,krytycznie istotnych”
mozliwe jest oméwienie niemal wszystkich sposobow dzialania substancji przeciwbakteryjnych oraz bakteryjnych mechanizméw anty-
biotykoopornosci. Do efektywnej walki z rosnaca antybiotykoopornoscia bakterii niezbedna jest znajomo$¢ mechanizméw opornosci
oraz sposobow ich nabywania przez bakterie. Celem artykulu jest przeglad sposobéw w jaki substancje krytycznie istotne z punktu widze-
nia ochrony zdrowia publicznego dziataja na komoérki bakteryjne oraz przedstawienie zlozonych mechanizméw, ktore odpowiadaja za
opornos¢ na te substancje oraz genéw warunkujacych pojawienie si¢ opornosci.

1. Wprowadzenie. 2. Substancje przeciwbakteryjne powodujace utrate integralnosci $ciany komérkowe;j: B-laktamy, glikopeptydy oraz
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1. Wprowadzenie

Oporno$¢ bakterii na substancje przeciwbakteryjne
jest jednym z najistotniejszych problemoéw epidemiolo-
gicznych notowanych w skali globalnej. Kazdego roku
jest ona przyczyna nawet 700 000 zgondéw na $wiecie
[74]. Na podstawie danych z 2015 roku oszacowano, ze
niepowodzenia w leczeniu zakazen wywotanych przez
wielooporne bakterie s3 powodem 33000 przypad-
koéw $miertelnych na terenie Unii Europejskiej (UE)
i Europejskiego Obszaru Gospodarczego (EOG) (Euro-
pean Economic Area, EEA) [19]. Straty ekonomiczne
zwiazane z tego typu infekcjami w UE opiewaja na
1,5 miliarda Euro, natomiast zwigzane z nimi koszty
hospitalizacji w samych Stanach Zjednoczonych wyno-
sza w ciggu roku 20 miliardéw USD [22, 33].

Istniejg niezaprzeczalne dowody potwierdzajace
negatywne konsekwencje powszechnego stosowania
substancji przeciwbakteryjnych w medycynie, rolnic-
twie i weterynarii, ktére przyczynia si¢ do selekcji
opornych bakterii oraz ich rozprzestrzenienia i utrzy-
mywania w $rodowisku. Wystepowanie determinant
opornosci i tatwo$¢ ich transmisji miedzy bakteriami
w konsekwencji prowadzi do ograniczenia mozliwosci
terapeutycznych wielu zakazen bakteryjnych. Szcze-
golnie istotna jest opornos¢ patogenéw powodujacych
infekcje o wysokim wskazniku $miertelnosci jak np.
Klebsiella (K.) pneumoniae, Pseudomonas (P) aerugi-
nosa czy Acinetobacter (A.) baumanii [82, 106]. Warto
podkresli¢ znaczenie bakterii komensalnych w szerze-

Zmiany w przepuszczalnosci
oston bakteryjnych
B-laktamy

Pochodne kwasu fosfonowego
Glikopeptydy
Polimyksyny
Lipopeptydy
Chinolony

Enzymatyczna inaktywacja
substancji przeciwbakteryjnej ©
B-laktamy

Pochodne kwasu fosfonowego
Chinolony

Aminoglikozydy

Makrolidy

Glicylcykliny

niu opornosci na substancje przeciwbakteryjne. Nie
tylko sg one rezerwuarem i wektorem mechanizméw
opornosci, ale same moga rowniez stanowic¢ zagrozenie
np. dla 0s6b z obnizong odpornoscig.

Substancje przeciwbakteryjne moga dziata¢ bak-
teriostatycznie lub bakteriobodjczo. W zaleznosci od
klasy, do ktdrej naleza powoduja zaburzenia integral-
noéci $ciany lub btony komoérkowej, zahamowanie syn-
tezy kwasow nukleinowych, bialek lub zakldcajg szlaki
metaboliczne. Bakterie wyksztalcity liczne mecha-
nizmy, dzigki ktérym staja sie¢ oporne na substancje
przeciwbakteryjne. Polegaja one na modyfikacjach
miejsca dziatania leku, zmianach w przepuszczalnosci
oston komoérkowych, aktywnym wypompowywaniu
czgsteczek substancji przeciwbakteryjnej, wytwarzaniu
specyficznych enzymoéw zdolnych do ,,unieszkodliwie-
nia” antybiotyku lub zmianie szlakéw metabolicznych,
na ktére wplywa dana substancja czynna [95]. Mecha-
nizmy te przedstawiono schematycznie w ryc. 1.

Wspolczesnie, jednym z najwiekszych wyzwan
w koncepcji ,,Jedno Zdrowie” jest zachowanie sku-
tecznosci dziatania substancji przeciwbakteryjnych.
Problem dotyczy zwlaszcza tych substancji, ktére sa
wazne w ochronie zdrowia czlowieka. Celem promo-
cji racjonalnego stosowania antybiotykéw, Swiatowa
Organizacja Zdrowia (World Health Organization,
WHO) wprowadzifa hierarchizacje wszystkich stoso-
wanych w lecznictwie klas substancji przeciwbakte-
ryjnych. Opracowana na podstawie $cisle okreslonych
kryteriéw klasyfikacja dzieli substancje przeciwbak-

Modyfikacja miejsca docelowego
B-laktamy

Glikopeptydy

Pochodne kwasu fosfonowego
Polimyksyny

Lipopeptydy

Chinolony

Ansamycyny

Makrolidy

Aminoglikozydy
Oksazolidynony

Glicylcykliny

Ketolidy

Czynne usuwanie substancji
przeciwbakteryjnej

B-laktamy

Pochodne kwasu fosfonowego
Polimyksyny

Chinolony

Ansamycyny

Makrolidy

Aminoglikozydy

Glicylcykliny

Ryc. 1. Schemat mechanizméw opornosci na substancje przeciwbakteryjne krytycznie istotne z punktu widzenia zdrowia publicznego
(critically important antimicrobias). Bakteryjne mechanizmy opornosci wraz z podanymi klasami substancji przeciwbakteryjnych, ktérych
dany mechanizm dotyczy.
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teryjne na kategorie: ,krytycznie istotne” (“critically
important”), ,bardzo istotne” (“highly important”),
lub ,istotne” (“important”). Substancje przeciwbakte-
ryjne zaliczane do grupy ,,krytycznie istotne” stanowia
jedyna lub jedna z niewielu dostepnych opcji w lecze-
niu zagrazajacych zyciu zakazen bakteryjnych ludzi.
Ponadto moga by¢ stosowane w zwalczaniu infekeji
wywolanych przez bakterie pochodzenia odzwierze-
cego czy tez Srodowiskowego. W kategorii ,,krytycznie
istotne” wyodrebniono réwniez grupe substancji prze-
ciwbakteryjnych o najwyzszej wadze z punktu widzenia
ochrony zdrowia publicznego tzw. ,highest priority”,
obejmujacy cefalosporyny od trzeciej do piatej gene-
racji, glikopeptydy, chinolony, makrolidy, ketolidy oraz
polimyksyny [106].

Znajomo$¢ mechanizméw opornosci oraz sposo-
béw ich nabywania przez bakterie jest niezwykle istotna
w dobie rosnacej antybiotykoopornosci i powszech-
nosci wystepowania determinant opornosci. Na przy-
ktadzie substancji zaliczanych do kategorii ,,krytycznie
istotnych” mozliwe jest oméwienie niemal wszystkich
sposobow dziatania substancji przeciwbakteryjnych
oraz bakteryjnych mechanizmdéw opornosci.

Celem pracy jest przeglad i przedstawienie spo-
sobow w jaki substancje krytycznie istotne z punktu
widzenia ochrony zdrowia publicznego dzialaja na
komorki bakteryjne, zlozonych mechanizméw, ktére
odpowiadajg za opornos¢ na te substancje oraz genow
warunkujacych pojawienie sie opornosci.

2. Substancje przeciwbakteryjne powodujace utrate
integralnosci sciany komdrkowej: 3-laktamy,
glikopeptydy oraz pochodne kwasu fosfonowego

2.1. Mechanizmy dzialania substangcji
przeciwbakteryjnej

B-laktamy, glikopeptydy oraz pochodne kwasu fos-
fonowego zaburzaja integralno$¢ $ciany komorkowej
w rozny sposob. B-laktamy stanowigce najliczniejszg
grupe substancji stosowanych w leczeniu zakazen
bakteryjnych, a takze glikopeptydy dzialaja na biatka
wigzgce penicyling tzw. PBP (Penicillin Binding Pro-
teins) o aktywnosci transglikozylaz i transpeptydaz.
Bialka te odpowiadaja za polimeryzacje lancuchow
cukrowych i tworzenie peptydowych polaczen miedzy
sasiednimi tanncuchami mureiny w czasie syntezy bak-
teryjnej $ciany komorkowe;.

B-laktamy hamujg funkcjonowanie D,D-transpepty-
daz katalizujacych koncowy etap syntezy bakteryjnego
peptydoglikanu, polegajacy na formowaniu mostkow
peptydowych gwarantujgcych stabilno$¢ sciany komor-
kowej. Jako analogi strukturalne dwupeptydu D-ala-
nylo-D-alaniny (D-Ala-D-Ala) bedacego substratem

D,D-transpeptydaz, B-laktamy tacza sie z transpepty-
dazami prowadzac do ich inaktywacji [31].

Glikopeptydy, w przeciwienstwie do antybiotykow
B-laktamowych, nie dzialaja bezposrednio na enzym,
a wigzg si¢ z terminalng D-alanylo-D-alaning prekur-
sora peptydoglikanu, blokujac tym samym etapy trans-
glikozylacji i transpeptydacji [9].

Kolejng klasg substancji przeciwbakteryjnych wy-
wolujacych zaburzenia syntezy $ciany komorkowej
bakterii s3 pochodne kwasu fosfonowego, do ktérych
nalezy fosfomycyna [6, 34]. Antybiotyk ten laczy sie
nieodwracalnie z cysteing, w miejscu aktywnym trans-
ferazy (MurA, UDP-N-acetyloglukozoamino-enolopiro-
gronotransferazy) katalizujacej przylaczanie fosfoeno-
lopirogronianu (PEP) do N-acetyloglukozamino-ury-
dynodifosforanu (UDP-GIcNAc). Fosfomycyna dziata
jako analog strukturalny PEP zapobiegajac powsta-
waniu kluczowego prekursora peptydoglikanu a tym
samym hamuje poczatkowy etap syntezy bakteryjnej
$ciany komorkowej [35].

2.2. Mechanizmy opornosci

Modyfikacja miejsca dzialania
substancji przeciwbakteryjnej

Oporno$¢ bakterii moze by¢ wynikiem modyfi-
kacji docelowego miejsca dzialania substancji prze-
ciwbakteryjnej. Jest to podstawowy mechanizm opor-
nos$ci na omawiane klasy substancji u bakterii Gram-
-dodatnich [36].

W przypadku (-laktaméw na obnizenie wrazli-
wosci wplywaja modyfikacje bialek PBP. Zmienione
PBP zachowuja zdolnosci katalityczne w obecnosci
antybiotyku. Przykladem sg L,D-transpeptydazy nie-
wrazliwe na dzialanie wigkszosci antybiotykow p-lakta-
mowych (z wyjatkiem karbapenemdw). Wysoki udziat
tych biatek wystepuje np. w $cianie komdrkowej bak-
terii z rodzaju Clostridium spp. oraz Mycobacterium
spp. Obecnos¢ tego typu enzyméw potwierdzono
rowniez u izolatow Escherichia (E.) coli i Enterococcus
(E.) faecium opornych na B-laktamy [31, 50].

Zmodyfikowane transpeptydazy notowane sg row-
niez u gronkowcéw opornych na metycyling, w tym
u  Staphylococcus (S.) aureus (meticillin-resistant
S. aureus, MRSA). Enzymy typu PBP 2a (zwane row-
niez PBP 2’) maja niskie powinowactwo do antybiotyku,
dzieki czemu pomimo jego obecnosci w srodowisku
bakterie s3 w stanie syntetyzowa¢ wlasciwie usiecio-
wany peptydoglikan. Geny mecA oraz mecC, kodujace
transpeptydazy PBP 2a, zlokalizowane sg w obrebie
chromosomalnych kaset genowych SCCmec (staphylo-
coccal cassette chromosome mec) i z ich udziatem moga
by¢ przenoszone pomiedzy réznymi gatunkami gron-
kowcow [44, 46]. Warto nadmienié, iz u S. aureus opi-
sano rdwniez wystepowanie plazmidowego genu mecB.
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Pierwotnie obecno$¢ mecB notowano u Macrococcus
caseolyticus — sktadnika mikrobiomu skory zwierzat [8].
Powyzsze doniesienia wskazuja na mozliwos¢ transferu
kodowanej przez mecB opornosci na -laktamy pomie-
dzy réznymi rodzajami bakterii. Co wiecej, u izolatow
M. caseolyticus pochodzacych od bydta i pséw zidenty-
fikowano nowy gen mecD, odpowiadajacy za oporno$é
na wszystkie antybiotyki B-laktamowe [85].

Podobny mechanizm, bedacy wynikiem struktu-
ralnej modyfikacji miejsca dziatania substancji prze-
ciwbakteryjnej a polegajacy na zmianie D-alanylo-
-D-alaniny na D-alanylo-D-mleczan (D-Ala-D-Lac)
badz D-alanylo-D-seryn¢ (D-Ala-D-Ser) warunkuje
oporno$¢ na glikopeptydy u Enterococus spp. (Vanco-
mycin-Resistant Enterococcus, VRE) [9]. Za synteze
alternatywnych dwupeptydéow odpowiadaja operony
Van np. VanA, VanB, VanD, VanM (D-Ala-D-Lac)
oraz VanC, VanE, VanG, VanL, VanN (D-Ala-D-Ser).
Warto podkresli¢, ze operony VanA, VanB, VanM
i VanN moga by¢ zlokalizowane na plazmidach i przy
ich udziale przenosi¢ si¢ pomiedzy réznymi rodza-
jami bakterii, czego przykladem jest wyizolowany
w 2002 roku, w USA szczep S. aureus (vancomycine
resistant S. aureus VRSA) niosacy VanA [9, 80].

Mutacje wplywajace na zmiany miejsca wigzania
enzymu z substancja przeciwbakteryjng moga row-
niez obniza¢ wrazliwos¢ na fosfomycyne. Wykazano, ze
bakterie naturalnie oporne na ten antybiotyk np. Myco-
bacterium (M.) tuberculosis posiadajg zamiast cysteiny
reszte kwasu asparaginowego w miejscu aktywnym
enzymu MurA [49]. Dotychczas wystepowanie tego
typu mutacji u izolatéw klinicznych stwierdzano incy-
dentalnie np. u E. coli [53, 92].

3. Zmiany w przepuszczalnos$ci oston komérkowych

Kolejnym mechanizmem wplywajacym na obni-
zenie wrazliwosci na omawiane klasy substancji prze-
ciwbakteryjnych jest zmniejszenie przepuszczalnosci
oston komoérkowych. Przykladem jest substratowo spe-
cyficzne bialko porynowe u P, aeruginosa, kodowane
przez gen oprD. Bialko to pelni rol¢ kanatu zapewnia-
jacego przeplyw do komorki bakteryjnej niezbednych
aminokwasow i krotkich peptydéw. Umozliwia ono
réowniez wnikanie do komorki karbapenemdw. Muta-
cje, delecje, insercje skutkujace funkcjonalnymi zmia-
nami badz utratg aktywnosci biatka OprD prowadza do
zmniejszenia wrazliwosci na karbapenemy [61].

W przypadku fosfomycyny opornos¢ tego typu
moze by¢ rezultatem defektéw funkcjonowania syste-
mow transportu a-glicerofosforanu (GlpT) lub glukozo-
-6-fosforanu (UhpT), poprzez ktore antybiotyk trafia do
wnetrza komorki bakteryjnej. Zmiany bedace wynikiem
mutacji w genach strukturalnych uhpT, glpT badz regu-

latorowych np. uhpA, uhpB, uhpC tych systemow pro-
wadzg do obnizenia wrazliwo$ci na fosfomycyne [72].
Obecnos¢ mutacji dotyczacych uhpT i/lub glpT wyka-
zano u metycylino-opornych szczepow S. aureus [37].

Opisano rowniez zmniejszong wrazliwo$¢ na wan-
komycyne szczepow S. aureus (vancomycin-interme-
diate S. aureus, VISA), ktdrej przyczyng byta pogru-
biona i zmieniona strukturalnie $ciana komodrkowa
stanowigca mechaniczna barier¢ utrudniajaca wni-
kanie leku do komdrki. Wykazano, ze kluczowa role
w syntezie tak zmodyfikowanej $ciany komorkowej
odgrywaja mutacje w regionie walKR (znanym réwniez
jako yycGF, vicKR, micAB) zaangazowanym w kontrole
jej metabolizmu [48].

Czynne usuwanie czasteczek
substancji przeciwbakteryjnej

Systemy aktywnie wypompowujace czasteczki z ko-
morki (efflux pumps), moga powodowaé obnizenie
wrazliwosci na szereg substancji przeciwbakteryjnych.
Pompy umozliwiajg bakteriom usuwanie z komorki
rozmaitych szkodliwych zwigzkéw. Spektrum ich dzia-
fania obejmuje nie tylko substancje przeciwbakteryjne,
ale réwniez sole zdlci, toksyny, detergenty, biocydy i in.
Co wazne, jeden rodzaj pomp moze by¢ aktywny wobec
wielu réznych substancji. Geny determinujgce obec-
no$¢ pomp wypompowujacych zazwyczaj kodowane
s3 chromosomalnie.

Nadprodukcja systemdéw wypompowujacych oraz
ich synergistycznie dzialanie z innymi mechanizmami
np. zmniejszong przepuszczalnoscia oston moze wply-
waé na pojawienie si¢ opornoéci na rézne klasy sub-
stancji przeciwbakteryjnych. Podwyzszenie syntezy
pomp jest najczesciej efektem mutacji w genach regu-
lujacych ich dziatanie [60].

Obnizenie wrazliwosci na B-laktamy w wyniku
zwiekszonej syntezy pomp typu AcrAB-TolC opisano
np. u klinicznych izolatéw K. pneumoniae [78]. Mecha-
nizm czynnego usuwania B-laktaméw, w tym karba-
penemow z udzialem pomp MexAB-OprM notowano
takze u P, aeruginosa. Poniewaz spektrum substratowe
systemow Mex obejmuje wiele réznych klas substancji
przeciwbakteryjnych, ich podwyzszona synteza moze
przyczynia¢ si¢ do wystepowania wieloopornosci
u Pseudomonas. Fosfomycyna nie stanowi substratu dla
systemow typu Mex, natomiast dowiedziono, ze moze
by¢ usuwana z komorek bakteryjnych przy udziale
pompy Tet38 [60, 94].

Enzymatyczna inaktywacja
substancji przeciwbakteryjnej

Powszechnym mechanizmem w jaki bakterie naby-
wajg oporno$¢ na substancje przeciwbakteryjne jest
zdolnos¢ do ich enzymatycznego rozkladu. Enzymy te
w przypadku bakterii Gram-dodatnich wydzielane sa



ANTYBIOTYKI I BAKTERIE: MECHANIZMY DZIALANIA I STRATEGIE OPORNOSCI 53

pozakomdrkowo, badz wystepuja w przestrzeni peri-
plazmatycznej bakterii Gram-ujemnych. Mechanizm
ten jest najbardziej rozpowszechnionym pos$réd mecha-
nizmoéw opornosci na B-laktamy.

B-laktamazy, ktore odpowiadajg za inaktywacje tej
klasy antybiotykéw stanowia bardzo zréznicowana gru-
pe enzymow, zardwno ze wzgledu na ich budowe struk-
turalng, jak i profil substratowy (tj. aktywnos$¢ wobec
penicylin, cefalosporyn czy karbapenemow) [14, 95]

Enzymem o waskim spektrum, ktéry odpowiada
za hydrolize penicylin u bakterii Gram-dodatnich (np.
gronkowcow, enterokokow) jest P-laktamaza warun-
kowana obecnoscig genu bla,. Gen bla, moze by¢ zlo-
kalizowany na chromosomie, niemniej jego obecnos¢
wykrywano réwniez na plazmidach a nawet w mate-
riale genetycznym fagéw bakteryjnych [24]. Enzymy
typu ESBL (extended-spectrum beta-lactamases)
o rozszerzonym spektrum substratowym s3 najbardziej
rozpowszechnione wsrdd Enterobacterales. Enzymy te
hydrolizuja penicyliny, cefalosporyny (z wyjatkiem
cefamycyn) i monobaktamy. Obecnie czesto notowane
sa enzymy ESBL wykazujace aktywnos¢ wobec cefo-
taksymu CTX-M (cefotaximase-Munich), kodowane
przez geny bla_  .ktére u Enterobacterales zazwyczaj
zlokalizowane s3 na plazmidach [15]. Do enzymoéw
ESBL zaliczajg si¢ takze enzymy hydrolizujgce karba-
penemy: IMI (imipenem hydrolyzing beta-lactamase),
NMC (non-metallo-carbapenemase) identyfikowane
u Enterobacter spp., a takze SME notowane u Serra-
tia marcescens (Serratia marcescens enzyme) [54, 82].
Szeroko rozpowszechnione sg nalezace do tej samej
kategorii karbapenemazy KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) kodowane przez geny bla_, . zlokalizo-
wane na plazmidach. Dotychczas zanotowano wystepo-
wanie bla,,. u wielu Gram-ujemnych pateczek w tym
Enterobacter spp. i Salmonella spp. [4, 82]. Do ESBL
zaliczane s3 réwniez liczne enzymy OXA (oxacillin-
-hydrolyzing) hydrolizujace karbapenemy. Wystepuja
one gltéwnie u Enterobacterales i kodowane s3 przez
plazmidowe geny bla_, [14, 54].

Kolejng grupe B-laktamaz stanowia cefalosporynazy
typu AmpC, warunkujace opornos¢ przede wszystkim
na cefalosporyny (z wyjatkiem czwartej generacji),
w tym cefamycyny. Spektrum ich aktywnosci obej-
muje rowniez penicyliny, monobaktamy oraz inhibi-
tory B-laktamaz np. kwas klawulanowy. Najczesciej sa
to enzymy kodowane chromosomalnie, produkowane
indukcyjnie. Ich wystepowanie opisano m.in. u Entero-
bacter spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Pseudomonas
spp., Aeromonas spp. Mutacje w genie ampD, jednym
z trzech gendéw regulatorowych odpowiadajacych za
synteze cefalosporynaz typu AmpC, moga prowadzi¢
do konstytutywnego wytwarzania tych enzyméw np.
u P aeruginosa [51, 57]. Podobny skutek maja muta-
cje genu ampR stwierdzone u izolatéw Enterobacter

cloacae [56]. Kodowane chromosomalnie cefalospo-
rynazy typu AmpC wystepuja réwniez u E. coli oraz
Acinetobacter spp. Nie powoduja one opornosci ze
wzgledu na niski poziom konstytutywnej ekspresji
kodujacych je genéw. Réwniez w tym przypadku muta-
cje genow regulatorowych moga powodowac podwyz-
szenie ekspresji i wystapienie opornosci. Coraz czesciej
u Enterobacterales notowane sg konstytutywne cefalo-
sporynazy typu AmpC, kodowane przez geny bla_,
zlokalizowane na plazmidach [7].

Metalo B-laktamazy (MBL), posiadajace w centrum
aktywnym cynk, odpowiadaja za opornos¢ na wigkszo$¢
antybiotykow [-laktamowych, w tym karbapenemy.
Geny kodujgce te enzymy wystepuja na chromosomie
w formie kaset genowych u paleczek niefermentuja-
cych A. baumannii czy P.aeruginosa [54]. U Entero-
bacterales przenoszone sg na plazmidach. Przykta-
dami genéw kodujacych enzymy MBL s3 geny bla,,
(“active on imipenem”) oraz bla,,,, (Verona integron-
-encoded metallo-beta-lactamase) zidentyfikowane po
raz pierwszy u P. aeruginosa oraz bla (New Delhi
metallo-beta-lactamase) pochodzgce od A. baumannii,
a rozprzestrzeniajace sie wsrod Enterobacterales [54].

Mechanizm enzymatycznej inaktywacji dotyczy
réwniez fosfomycyny. Dotychczas opisano wystepowa-
nie metaloenzyméw FosA, FosB, FosX katalizujgcych
rozerwanie pierscienia epoksydowego fosfomycyny.
Enzymy te kodowane s3g zaréwno przez chromoso-
malne jak i przenoszone z udzialem plazmidow geny.
Ich wystepowanie potwierdzono zaréwno u bakterii
Gram-ujemnych (P. aeruginosa) jak i Gram-dodatnich
(S. aureus, Listeria monocytogenes). Za enzymatyczna
inaktywacje fosfomycyny odpowiadaja réwniez kinazy
FosC, FomA oraz FomB katalizujace fosforylacje jej
czasteczek, a opisane u Streptomyces oraz Pseudomonas
syringae wytwarzajacych fosfomycyne [20].

3. Substancje przeciwbakteryjne wplywajace
na blony komorek bakteryjnych: polimyksyny

ilipopeptydy

3.1. Mechanizmy dzialania substancji
przeciwbakteryjnej

Aktywnos¢ bakteriobdjcza polimyksyn i lipopepty-
dow jest zblizona do dzialania zwigzkéw powierzch-
niowo czynnych. Spektrum przeciwbakteryjne oma-
wianych klas substancji determinuje ich dzialanie
na okreslone blony komoérek bakteryjnych. Lipopep-
tydy oddzialuja na blone cytoplazmatyczng bakterii
Gram-dodatnich. Polimyksyny natomiast majg wplyw
zaréwno na blone zewnetrzna jak i blone cytoplazma-
tyczng bakterii Gram-ujemnych.

Polimyksyny reaguja elektrostatycznie z czastecz-
kami lipopolisacharydu (LPS) oraz fosfolipidami
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w blonie zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych. Dodat-
nio natadowane reszty kwasu a, y-diaminomastowego
polimyksyn wchodza w interakcje z naladowanymi
ujemnie grupami fosforanowymi lipidu A LPS. W efek-
cie dochodzi do wypierania dwudodatnich kationéw
wapnia i magnezu stabilizujacych rozmieszczenie sasia-
dujacych czasteczek LPS. Hydrofobowe tancuchy ttusz-
czowe polimyksyn wnikajg w bone zewnetrzng, powo-
dujac jej strukturalng i funkcjonalng dezorganizacje,
ufatwiajac tym samym wnikanie kolejnych czasteczek
antybiotyku. W rezultacie dochodzi réwniez do utraty
integralnosci bfony cytoplazmatycznej, zaburzenia row-
nowagi osmotycznej i $mierci komorki bakteryjnej [43].

Aktywnos¢ nalezacej do antybiotykow lipopeptydo-
wych daptomycyny jest wynikiem zlozonego mecha-
nizmu, ktérego poczatkowy etap stanowi depolaryzacja
blony cytoplazmatycznej w procesie zaleznym od jonéw
wapnia. Wapn wplywa na zmiany konformacyjne dap-
tomycyny, prowadzac do powstawania miceli, ktore
wnikaja w blone. Jony Ca?* ulatwiaja ten proces wigzac
sie z yjemnie natadowanymi grupami lipidu blonowego
- fosfatydyloglicerolu (PG) [68, 89]. Po wniknigciu
w membrane nastepuje agregacja czasteczek daptomy-
cyny i tworzenie poréw transblonowych, powoduja-
cych utrate potasu z komorki. Rezultatem sg zmiany
zawarto$ci lipidow blonowych, zakldcenie proceséw
zwigzanych z blong cytoplazmatyczng oraz zaburzenie
syntezy skladnikéw sciany komérkowej. Dochodzi row-
niez do zatrzymania syntezy kwasow nukleinowych,
bialek a ostatecznie zahamowania podziatu i $mierci
komorki [89, 93].

3.2. Mechanizmy opornosci

Modyfikacja miejsca dzialania
substancji przeciwbakteryjnej

Najczestszg przyczyna opornosci na omawiane klasy
substancji przeciwbakteryjnych sa zmiany tadunku
bakteryjnych oston komoérkowych, ktorych skutkiem
jest zmniejszenie powinowactwa substancji do miejsca
dzialania. W przypadku polimyksyn do zmniejsze-
nia wrazliwosci prowadza modyfikacje lipidu A np.
poprzez przylaczenie dodatnio naladowanych czaste-
czek 4-amino-4-deoksy-L-arabinozy (L-Ara4N) badz
fosfoetanoloaminy (pEtN). Wigkszos¢ bakterii wykazu-
jacych naturalng oporno$¢ na polimyksyny np. Proteus
spp., posiada LPS, ktory zawiera czasteczki L-Ara4N.
Opornos¢ nabyta, wystepujaca miedzy innymi u Salmo-
nella enterica, K. pneumoniae, P. aeruginosa, wiaze si¢
z modyfikacja, za ktora odpowiadaja dwusktadnikowe
systemy regulatorowe PmrA/PmrB i PhoP/PhoQ. Sys-
temy te kontrolujg i aktywuja reakcje komorki bakteryj-
nej na czynniki zewnetrzne np. jony Mg** czy obecnosé
antybiotyku oraz reguluja kaskade reakcji prowadza-
cych do modyfikacji lipidu A [76].

Aktywacja dwuskladnikowych systeméw moze by¢
réwniez wynikiem mutacji prowadzacych do konstytu-
tywnej ekspresji kodujacych je genéw. Potwierdzono sze-
reg mutacji gendéw kodujacych biatka omawianych syste-
mow np. u Salmonella spp., A. baumanii (pmrA, pmrB),
K. pneumoniae czy E.coli (phoP, phoQ) oraz genéw
regulujacych ich funkcjonowanie np. mgrB u Klebsiella
spp. [28, 76]. Kodowana chromosomalnie oporno$¢ na
polimyksyny, w tym kolistyne ogranicza si¢ do klonal-
nego pojawiania si¢ opornych szczepéw. W 2015 roku
po raz pierwszy opisano wystepowanie plazmidowego
genu mcr-1 kodujacego transferaze fosfoetanoloaminy
katalizujacg przylaczanie pEtN do lipidu A u E. coli.
Zakrojone na szeroka skale badania wykazaly, iz szczepy
posiadajace gen mcr-1 izolowane sg nie tylko od zwierzat
ale rowniez ze srodowiska, z zywno$ci jak i od ludzi [28,
87]. Wystepowanie genu micr-1 potwierdzono dotych-
czas u Salmonella spp., Shigella spp., Klebsiella spp. oraz
Enterobacter spp. a nawet u izolatéw E. coli pochodza-
cych z 1980 roku [65, 87]. Wkroétce po odkryciu mcr-1
zidentyfikowano kolejne geny opornosci na kolistyne
przenoszone z udziatem plazmidéw: mcr-2 — mer-9 [1,
10, 17,18, 107,110, 111]. Kolistyna jest lekiem ostatniej
szansy w przypadku zakazen wywotlanych przez wielo-
oporne bakterie wykazujace opornos¢ réwniez na kar-
bapenemy. Warto nadmieni¢, iz pojawily si¢ juz donie-
sienia o szczepach K. pneumoniae izolowanych zaréwno
od ludzi jak i zwierzat, u ktérych opisano réwnoczesne
wystepowanie genu mcr-8 oraz bla [99].

Opornos¢ izolatéw klinicznych na daptomycyne
notowana jest incydentalnie, a jej przyczyng moga
by¢ zmiany fadunku membran powodowane zmniej-
szeniem ilosci zawartego w nich fosfatydyloglicerolu
[68]. Roznice w skiadzie lipidowym blony bakterii
tlumacza spektrum bojczej aktywnosci daptomycyny.
Blony komérkowe bakterii Gram-dodatnich zawieraja
znaczne ilosci fosfatydyloglicerolu (u S. aureus stanowi
on 58%) natomiast u bakterii Gram-ujemnych wiek-
szo$¢ sktadu lipidowego blony stanowi dodatnio nafa-
dowana fosfatydyloetanoloamina (okoto 80% u E. coli).
Zmniejszenie ujemnego tadunku bfon moze by¢ skut-
kiem mutacji w genach odpowiedzialnych za synteze
fosfolipidow blonowych. Mutacje genu pgsA koduja-
cego enzym syntaze fosfatydyloglicerolu, prowadzace
do zmniejszenia ilosci PG w membranach stwierdzono
dotychczas np. u opornych na daptomycyne izolatow
Bacillus subtilis i S. aureus.

Obnizong wrazliwos¢ powoduje réwniez wzrost
zawartosci blonowej kardiolipiny zwigzany z muta-
cjami genu cls. Tego typu mutacje opisano u S. aureus
i E. faecalis [68]. Sugeruje sig, iz kardiolipina zapobiega
tworzeniu przez czasteczki daptomycyny poréw trans-
blonowych [114].

U S. aureus wykazano takze zmniejszong wrazliwosci
na daptomycyne, ktdrej przyczyna bylty mutacje genu
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kodujacego dwufunkcjonalny enzym MprF (multiple
peptide resistance factor). Enzym ten modyfikuje PG
powodujac zmiang fadunku jego czasteczki, dodatkowo
poniewaz posiada aktywnos¢ flipazy, przenosi tak zmo-
dyfikowany PG do warstwy zewnetrznej membrany [68].

Oporno$¢ moze by¢ takze konsekwencjg catkowitej
utraty docelowego miejsca dziatania substancji czyn-
nej. Znakomitym przykladem sg oporne na kolistyne
izolaty A.baumannii, u ktérych mutacje w obrebie
genéw IpxA, IpxC, i IpxD odpowiadajacych za poczat-
kowe etapy biosyntezy lipidu A, doprowadzity do cal-
kowitej utraty LPS [71, 76].

Zmiany w przepuszczalno$ci
oslon komoérkowych

Kolejnym przyktadem mechanizmu opornosci na
polimyksyny i lipopeptydy jest tworzenie bariery osta-
niajacej komorke bakteryjna przed antybiotykiem.
Wykazano zmniejszong wrazliwo$¢ na polimyksyny
u izolatow K. pneumoniae wytwarzajacych otoczki
polisacharydowe. Naladowane ujemnie polisacharydy,
wiazac czasteczki polimyksyn, ograniczajg interakcje
substancji przeciwbakteryjnej z miejscem docelowym.
Mniejsza liczba czasteczek antybiotyku docierajaca
do powierzchni komorki bakteryjnej przyczynia sie do
ostabienia skutecznosci jego dzialania [76].

Oporno$¢ na daptomycyne moze wigzaé si¢ ze
zmianami funkcjonowania systeméw regulatorowych
biorgcych udzial w utrzymaniu homeostazy $ciany
komoérkowej [93], a takze ze zwigkszeniem jej gru-
bosci [27]. Dowiedziono, ze synteza zmodyfikowanej,
pogrubionej $ciany komorkowej, bedaca wynikiem
mutacji w regionie walKR, wspominanym juz przy
mechanizmach opornosci na wankomycyne, prowadzi
réwniez do zmniejszenia wrazliwo$ci na daptomycyne
u S. aureus [48].

Czynne usuwanie czgsteczek
substancji przeciwbakteryjnej

Nadprodukcja systemow wypompowujacych takze
moze przyczyniaé si¢ do obnizenia wrazliwosci na
polimyksyny. Przykladem moga by¢ pompy typu eftlux
zidentyfikowane u K. pneumoniae, czy E. coli kodowane
przez operon acrAB oraz notowane u szczepow P. aeru-
ginosa systemy MexAB-OprM [112].

4. Substancje przeciwbakteryjne hamujace synteze
kwasow nukleinowych: chinolony i ansamycyny

4.1. Mechanizmy dzialania substancji
przeciwbakteryjnej
Bakteryjne DNA oraz RNA stanowig cel dziala-
nia chinolonéw i ansamycyn. Chinolony wplywaja na
synteze i zmiany struktury bakteryjnego DNA poprzez

dzialanie na enzymy bakteryjne: topoizomeraze typu II
- gyraze oraz topoizomeraze I'V. Enzymy te odgrywaja
zasadnicza role w prawidlowym przebiegu procesow
wymagajacych dostepu do informacji genetycznej
zawartej w DNA m.in. replikacji [3, 23, 55]. Deter-
minuja one stopien skrecenia podwojnej helisy DNA.
Topoizomerazy powoduja powstanie tymczasowych
pekniec nici DNA, jednoczesnie zabezpieczaja je taczac
si¢ odwracalnie z nowo powstalymi koncami DNA.
Przecigcie umozliwia swobodny obrét wokot kolejnego
wigzania heliksu DNA, prowadzac do zmniejszenia
napie¢ torsyjnych. Topoizomerazy katalizujg réwniez
ponowne polaczenie nici heliksu po rozpleceniu [3].

Chinolony lgczac si¢ z kompleksem topoizome-
raza-DNA, hamuja zdolno$¢ enzymoéw do ligacji prze-
cietych nici kwasu nukleinowego. Konsekwencjami
s3 zaburzenia replikacji, zahamowanie syntezy DNA
a ostatecznie smier¢ komorki bakteryjnej [5]. Gyraza
jest preferowanym miejscem dzialania chinolonéw
u bakterii Gram-ujemnych, natomiast topoizome-
raza IV u Gram-dodatnich [55]. U gatunkéw, ktore
nie posiadaja topoizomerazy IV np. M. tuberculosis,
Helicobacter pylori czy Treponema pallidum gyraza
stanowi jedyny cel dzialania chinolonéw [47].

Ansamycyny, a wérdd nich rifampicyna wykazuja
szeroki zakres aktywnos$ci biologicznych. Stanowia
one grupe substancji przeciwbakteryjnych hamuja-
cych transkrypcje. Rifampicyna przylacza sie do pod-
jednostki f polimerazy RNA. W obecnosci antybiotyku
aktywnos¢ polimerazy RNA zostaje zablokowana, tym
samym nie dochodzi do transkrypcji genéw niezbed-
nych do funkcjonowania komorki, czego nastepstwem
jest $mierci bakterii [12].

4.2. Mechanizmy opornosci

Modyfikacja lub ograniczenie dostepnosci
miejsca dzialania substancji przeciwbakteryjnej
Czestg przyczyng opornosci na chinolony s muta-
cje prowadzace do zmniejszenia powinowactwa sub-
stancji przeciwbakteryjnej, do miejsca docelowego. Sa
to mutacje w tzw. regionach determinujacych opornos¢
na chinolony QRDR (quinolone resistance determining
region) co najmniej jednego z genéw kodujacych pod-
jednostki topoizomerazy II (gyrA, gyrB) lub IV (parC,
parE). Skutkiem mutacji sg zmiany strukturalne enzy-
mow, ktére uniemozliwiaja przylaczenie substancji
przeciwbakteryjnej [25]. Najczesciej identyfikowane sg
mutacje w podjednostkach GyrA i ParC topoizomeraz.
Wysoki poziom opornosci u niektérych izolatéw bak-
teryjnych jest skutkiem wystepowania kilku mutacji,
czesto dotyczacych obydwu enzymow [25, 102].
Mutacje, ktorych skutkiem jest opornos¢ na rif-
ampicyne zwykle dotycza genu rpoB kodujacego
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podjednostke B polimerazy RNA. Wplywaja one na
zmiany konformacji polimerazy i utrat¢ powinowac-
twa do antybiotyku. Mutacje te dotycza gléwnie rejonu
determinujacego opornos¢ na rifampicyne tzw. RRDR
(Rif-resistance determining region), a ich wystepo-
wanie potwierdzono m.in. u opornych izolatow
M. tuberculosis i E. faecium [32, 41]. Do mutacji moze
dochodzi¢ nie tylko w obecnosci substancji przeciw-
bakteryjnej, ale réwniez pod wpltywem niekorzyst-
nych warunkoéw srodowiskowych. Pojawienie si¢ muta-
cji genu rpoB, jako efektu stresu temperaturowego,
opisano np. u E. coli. Poniewaz mutacje wplywaly na
adaptacje do warunkow stresowych ich obecnos¢ byta
korzystna dla bakterii [84].

Nieco inny mechanizm, ale réwniez dotyczacy dzia-
tania substancji przeciwbakteryjnej w miejscu docelo-
wym dotyczy chinolondw. Polega on na syntezie bialek
kodowanych przez geny gnr. Jest to jeden z mechaniz-
mow opornosci na chinolony przenoszonych plazmi-
dowo (PMQR - plasmid-mediated quinolone resi-
stance). Biatka Qnr przylaczaja sie do topoizomeraz
blokujac mozliwo$¢ ich polaczenia z bakteryjnym
DNA. Tym samym zmniejsza si¢ liczba dostepnych
komplekséw topoizomeraza-DNA stanowigcych cel
dziatania chinolonéw [47]. Dotychczas opisano wyste-
powanie gendw gnrA [67], gnrB [52], gnrC [98], gnrD
[21], gnrS [45], gnrVC [108] oraz gnrEI [2].

Zmiany w przepuszczalno$ci
oslon komoérkowych

Wzrost opornoéci na chinolony bywa skutkiem
zmian przepuszczalnosci oston komodrkowych. Chi-
nolony wnikaja do wnetrza komoérek bakteryjnych
poprzez domeny lipidowe zaréwno blony zewnetrznej
jak i blony cytoplazmatycznej. W przypadku bakterii
Gram-ujemnych transport przez blone zewnetrzna
odbywa sie réwniez z udzialem bialek porynowych.
Dyfuzja przez dwuwarstwe fosfolipidowq jest bardziej
wydajna w przypadku czasteczek o wiekszej hydro-
fobowosci natomiast efektywnos¢ transportu droga
porynowa jest wieksza dla czasteczek hydrofilowych
np. ciprofloksacyny, norfloksacyny [13, 25]. Zaréwno
zmiany organizacji blony komérkowej jak i zmniejsze-
nie syntezy bialek porynowych: OmpA, OmpE, OmpC,
OmpD, LamB i Tsx (dotyczy tylko Gram-ujemnych),
moga prowadzi¢ do wzrostu opornosci na te klase sub-
stancji przeciwbakteryjnych [25].

Czynne usuwanie czasteczek
substancji przeciwbakteryjnej

Aktywne wypompowywanie chinolonéw z komoérki
zwykle jest wynikiem mutacji w obrebie genéw kodu-
jacych biatka regulatorowe wplywajace na funkcjo-
nowanie pomp. Wiele tego typu pomp odpowiada za
usuwanie chinolonéw z komoérek Enterobacterales np.

AcrAB-TolC u E. coli czy Salmonella spp. Jest to rOwniez
najczesciej notowany mechanizm opornosci na chino-
lony u P, aeruginosa (pompy MexAB-OprM, MexCD-
-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-OprM) [81]. Zidenty-
fikowano takze pompy kodowane przez plazmidowe
geny gepA i ogxAB. Ich wystepowanie opisano zaréwno
u bakterii komensalnych E. coli (gepA, ogxAB) [109] jak
i patogennych Salmonella spp. i K. pneumoniae (0qxAB)
[79, 105]. Aktywne wypompowywanie chinolonéw
z komorki stwierdzono réwniez u bakterii Gram-dodat-
nich. Nadekspresja genéw kodujacych transportery
NorA, NorB, NorC, MdeA u S. aureus [26], a takze genu
pmrA kodujacego pompe u Streptococcus pneumoniae,
skutkuje miedzy innymi obnizeniem wrazliwo$ci na
omawiang klase substancji przeciwbakteryjnych [40].
Mechanizm opornosci z udzialem pomp aktywnie
usuwajacych czasteczki leku z komorki dotyczy takze
rifampicyny. Przykladem moga by¢ systemy Rv2937,
Rv1258, Rv0783c, zidentyfikowane u pratkéw gruzlicy
wykazujgcych obnizong wrazliwo$¢ na rifampicyne [66].

Enzymatyczna inaktywacja
substancji przeciwbakteryjnej

Odnotowano réwniez wystepujacy u Enterobactera-
les mechanizm enzymatycznej inaktywacji chinolondéw.
Ten przenoszony z udziatem plazmidéw mechanizm
polega na modyfikacji antybiotyku i unieczynnieniu
go z udzialem enzymu acetylotransferazy aminogliko-
zydowej, kodowanej przez gen aac(6’)-1b-cr. Spektrum
aktywnosci enzymu obejmuje zaréwno aminoglikozydy
jak rowniez fluorochinolony hydrofilowe: ciprofloksa-
cyne i norfloksacyne [54].

5. Substancje przeciwbakteryjne hamujjce synteze
biatek: makrolidy, ketolidy, aminoglikozydy;,
glicylcykliny, oksazolidynony

5.1. Mechanizmy dzialania substancji
przeciwbakteryjnej

Makrolidy, ketolidy, aminoglikozydy, glicylcykliny
i oksazolidynony hamuja synteze biatek na réznych eta-
pach. Makrolidy oraz wywodzace si¢ od nich ketolidy
np. telitromycyna dziatajg w podobny sposoéb, reagu-
jac z podjednostka 50S rybosoméw bakteryjnych,
a dokladnie z rybosomalnym 23S rRNA. Makrolidy
wigza si¢ z domeng V czasteczki rRNA, ketolidy dodat-
kowo z domeng II 23S rRNA w poblizu bialek ryboso-
malnych L4 oraz L22. Substancje te blokujg tzw. kanat
wyjsciowy, poprzez ktory powstajace peptydy opusz-
czajg rybosom. Tym samym dochodzi do zahamowania
elongacji w wyniku przedwczesnej dysocjacji krotkich
peptydylo-tRNA z rybosomu tuz po inicjacji translacji
[38, 64]. Antybiotyki wymienionych klas moga takze
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zmieniac allosterycznie wlasciwosci centrum katalitycz-
nego rybosomu prowadzac do zatrzymania translacji,
badz powodowa¢ zmiang ramki odczytu, czego skut-
kiem jest nieprawidlowa synteza biatek [38, 88].

Linezolid nalezacy do oksazolidynonow laczy sie
z rybosomalnym 23S rRNA podjednostki 50S w cen-
trum peptydylotrasferazy rybosomu (PTC). Donie-
sienia opisujgce dokladny mechanizm dziatania line-
zolidu wymieniajg zmiany konformacyjne PTC [103],
blokade wlasciwego przylaczania tRNA do rybosomu
[63] i tworzenia wigzan peptydowych oraz hamowanie
powstawania kompleksu inicjujacego ztozonego z pod-
jednostki 30S rybosomu, fMet-tRNA, czynnikéw ini-
cjujacych (IF2, IF3) i mRNA [11].

Glicylcykliny, a takze aminoglikozydy wplywaja na
podjednostke 30S rybosomu. Tigecyklina nalezaca do
glicylcyklin, wigze si¢ odwracalnie z podjednostka 308,
hamujac synteze biatka poprzez blokowanie wigzania
aminoacylo-tRNA. Zapobiega tym samym wlaczaniu
kolejnych aminokwasow do powstajgcego peptydu [42].
Aminoglikozydy hamujg translacje przytaczajac sie do
rybosomalnego 16S rRNA podjednostki 30S. Rézne
antybiotyki tej klasy moga wigza¢ si¢ w nieco inny
sposob z 16S RNA, niemniej skutkiem tego jest zaha-
mowanie translokacji tRNA, zaburzenia rozpoznawania
kodondw co sprzyja wiaczaniu niewlasciwych amino-
kwaséw w powstajacy peptyd [39, 70].

Sugeruje si¢, ze bojcze dzialanie aminoglikozy-
déw w odrdznieniu od pozostalych substancji prze-
ciwbakteryjnych hamujacych synteze biatek, wynika
z indukcji wytwarzania nieprawidtowych biatek btono-
wych prowadzacej do uposledzenia transportu trans-
blonowego [39, 83].

5.2. Mechanizmy opornosci

Modyfikacja lub ochrona miejsca dzialania
substancji przeciwbakteryjnej

Zmiany wplywajace na zmniejszenie powinowac-
twa leku do miejsca jego dzialania stanowig czesta
przyczyne opornosci na wymienione antybiotyki.
W przypadku makrolidéw i linezolidu ten mechanizm
opornosci zwigzany jest z mutacjami w obrebie domen
23S rRNA oraz mutacjami genéw kodujacych biatka
rybosomalne [63]. Tego typu mutacje stwierdzano np.
u opornych na makrolidy szczepow S. pneumoniae oraz
enterokokow i gronkowcdw opornych na linezolid [16,
38, 63]. Opisano takze mutacje dotyczaca biatka rybo-
somalnego S10 podjednostki 30S rybosomu, warunku-
jacg opornos¢ na tigecyklineg u izolatow K. pneumoniae
produkujacych karbapenemazy [96].

Szeroko rozpowszechnione s3 réwniez enzyma-
tyczne modyfikacje miejsca dziatania substancji czynnej
prowadzace do opornosci na omawiane klasy antybio-
tykow. Metylacja rybosomalnego 23S rRNA z udzialem

metylotransferaz kodowanych przez geny erm prowadzi
do opornosci na makrolidy. Dotychczas opisano kilka-
dziesigt genéw erm kodowanych chromosomalnie lub
plazmidowo. Ich wystepowanie notowane jest zaréwno
u bakterii Gram-ujemnych np. Salmonella spp. jak
i Gram-dodatnich np. Staphylococcus, Streptococcus [58,
95]. Poniewaz miejsce wigzania makrolidéw z ryboso-
mem naklada si¢ z miejscem wigzania linkozamiddw
i streptogramin B, obecnos¢ konstytutywnych genow
erm warunkuje oporno$¢ réwniez na te dwie klasy sub-
stancji [38, 58, 64]. Taki fenotyp opornosci, okreslany
jako MLS , jest czgsto notowany u Enterococcus spp [69)].

Ketolidy (np. telitromycyna) wiaza si¢ silniej z pod-
jednostka 50S rybosomu, dlatego czgsto pozostaja
aktywne wobec szczepow, ktdrych opornosé na makro-
lidy jest efektem ekspresji indukcyjnych genow erm.
Niemniej stopien metylacji (dimetylacja) moze deter-
minowa¢ oporno$¢ takze na te klase substancji prze-
ciwbakteryjnych [104].

Modyfikacje rybosomalnego 23S rRNA z udziatem
metylotransferazy kodowanej przez przenoszony plaz-
midowo gen cfr determinujg oporno$¢ na linezolid.
Wykazano, ze obecnos¢ genu cfr oprocz oksazolidy-
nonéw warunkuje dodatkowo opornos¢ na fenikole,
linkozamidy, pleuromutyliny i streptograminy A.
W odréznieniu od enzymdéw kodowanych przez geny
erm, metylacja bedaca wynikiem ekspresji genu cfr nie
powoduje opornosci na makrolidy. Opisany fenotyp
opornosci (PhLOPS,) stwierdzono np. u szczepéw
S. aureus i E. coli [62].

Przyczyng opornosci na aminoglikozydy moga by¢
mutacje chromosomalne wplywajace na zmiany kon-
formacyjne miejsca wigzania antybiotyku jak i mody-
fikacja 16S rRNA z udzialem metylaz. Dotychczas
opisano wystepowanie przenoszonych plazmidowo
metylaz 16S rRNA, kodowanych przez geny armA
i rmtB [39, 95].

Opornos¢ na makrolidy warunkowana jest rowniez
obecnoscia bialek kodowanych przez geny msr [95].
Do niedawna sugerowano, ze dziataja one jako pompy;,
jednakze ostatnie doniesienia dowodza, iz pelnig one
raczej funkcje biatek ochronnych. Biatka te wiazac si¢
do rybosomu powoduja odfaczanie zakotwiczonego juz
antybiotyku [75, 86].

Do tej samej rodziny nalezy kodowane przez prze-
noszony plazmidowo gen optrA biatko warunkujace
oporno$¢ na oksazolidynony (linezolid, tedizolid) oraz
fenikole (chloramfenikol, florfenikol). Wystepowanie
genu optrA potwierdzono dotychczas u opornych izo-
latéw Enterococcus [101]. Mechanizm dzialania OptrA
wplywajacy na opornos¢ nie jest do konica wyjasniony.
Postuluje sig, ze biatko to chroni rybosom przed przy-
faczeniem antybiotyku [100].

Najlepiej poznanymi biatkami ochronnymi sg pro-
teiny bedace produktami genow tet(M) i tet(O), ktore
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determinujg opornos¢ na tetracykliny. Tetracykliny
maja to samo miejsce dziatania co tigecyklina. Wig-
z3c si¢ z rybosomem bialka Tet(M) i Tet(O) powoduja
zmiane jego konformacji i wypieranie zakotwiczonej
tetracykliny [77]. Tigecyklina jest niewrazliwa na dzia-
tanie bialek ochronnych poniewaz laczac sie z pod-
jednostka 30S przyjmuje inng organizacje przestrzenna
niz tetracykliny. Tworzy ona przeszkode uniemozli-
wiajacg przylaczenie si¢ biatek ochronnych typu TetM
i TetO [42, 77, 113].

Czynne usuwanie czasteczek
substancji przeciwbakteryjnej

Aktywne wypompowywanie substancji czynnej
z komorki réwniez prowadzi do zmniejszenia wrazli-
wosci na omawiane substancje. Opornos¢ na makro-
lidy moze by¢ wynikiem syntezy pomp kodowanych
przez geny mef i stwierdzanych najliczniej u bakterii
Gram-dodatnich w tym Streptococcus, Staphylococ-
cus, a nawet beztlenowcow z rodzaju Clostridium [95].
Oporno$¢ determinowana obecno$ciag gendéw mef
wystepuje takze u bakterii Gram-ujemnych jak Esche-
richia czy Pseudomonas [38, 95].

Mechanizm aktywnego wypompowywania leku
z komorki jest zwykle nieefektywny w odniesieniu do
ketolidow gdyz kumulujg sie one w komodrkach bak-
teryjnych znacznie szybciej niz makrolidy. Ponadto
silniejsze wiazanie ze strukturami rybosomu oraz ich
stabe dzialanie jako czynnikéw indukujgcych opornosé
sprawia, ze w wiekszosci przypadkow ketolidy zacho-
wuja aktywno$¢ wobec szczepdw niewrazliwych na
makrolidy, linkozamidy i streptograminy B [30, 59].

Podwyzszona synteza pomp MexXY wystepujacych
u Pseudomonas, moze przyczynia¢ si¢ do obnizenia
skuteczno$ci dzialania aminoglikozydow [60].

Oporno$¢ na glicylcykliny, w tym tigecykling moze
by¢ réwniez zwigzana z nadprodukcja systemow wy-
pompowujacych. Ich wystepowanie stwierdzono dotych-
czas u A.baumannii (AdeABC), Proteus mirabilis,
(AcrAB) [91]. Tigecyklina ma znacznie wigksze powino-
wactwo do rybosomu anizeli tetracykliny i minocykliny
posiadajace to samo miejsce wigzania i prawdopodobnie
z tego powodu jest aktywna wobec szczepow opornych
na tetracykliny, posiadajacych pompy kodowane przez
liczne geny tet np. tet(B), tet(C), tet(K) [73, 91, 113].

Enzymatyczna inaktywacja
substancji przeciwbakteryjnej

Modyfikacje czasteczek substancji przeciwbakte-
ryjnej badz ich rozktad z udzialem enzymdw réwniez
prowadzi do opornosci na omawiane klasy substancji
czynnych.

Esterazy kodowane przez plazmidowe geny ere
powoduja hydrolityczna inaktywacje makrolidéw o 14
badz 15 atomowym rdzeniu laktonowym [38, 58].

W przypadku tych substancji przeciwbakteryjnych
wymieniane s3 rowniez modyfikacje przez fosfotrans-
ferazy, ktore prowadza do zaburzenia interakeji ich cza-
steczek z rybosomem. Geny mph kodujace fosfotrans-
ferazy makrolidowe zwykle zlokalizowane sg w obrebie
ruchomych element6éw genetycznych, czesto w sasiedz-
twie gendéw determinujacych opornos¢ na inne klasy
substancji przeciwbakteryjnych. Enzymy te rozpo-
wszechnione s3 u bakterii Gram-ujemnych, zwlaszcza
nalezacych do Enterobacterales. Coraz wigcej doniesien
dotyczy pojawiania si¢ wymienionych gendw u bakterii
Gram-dodatnich np. Staphylococcus [38, 58, 95].

Mechanizm opornosci polegajacy na enzymatycznej
modyfikacji dotyczy réwniez tigecykliny. Hydroksyla-
cja z udzialem monooksygenazy flawinowej kodowanej
przez tet(X) powoduje inaktywacje jej czasteczek, jak
réwniez tetracyklin pierwszej i drugiej generacji [29,
91, 97]. Warto nadmieni¢, iz wykazano jednoczesne
szerzenie sie¢ kodowanych plazmidowo genéw tet(X4)
i mer-1 u E. coli pochodzenia odzwierzecego i srodo-
wiskowego [90].

Wystepowanie enzyméw odpowiadajacych za ade-
nylacje, acetylacje i fosforylacje stanowi najwazniejszy
ze sposobow w jaki bakterie nabywaja opornos¢ na ami-
noglikozydy. Skutkiem ich aktywno$ci jest zmniejszone
powinowactwo czasteczek antybiotyku do miejsca
docelowego, czyli 16S rRNA. Enzymy odpowiedzialne
za modyfikacje aminoglikozydéw charakteryzuja si¢
réznym profilem substratowym. Geny determinujace
ich wystepowanie najczesciej przenoszone sa z udzia-
fem mobilnych elementéw genetycznych.

Aminoglikozydo N-acetylotransferazy (AAC) sa
wérdd licznych enzymow tego typu notowane najczes-
ciej, zwlaszcza u bakterii Gram-ujemnych. Enzymy te
katalizujg acetylacje grup aminowych w czasteczkach
antybiotykow, a ze wzgledu na rézne miejsca modyfi-
kacji klasyfikowane sg jako AAC(1), AAC(2"), AAC(3)
oraz AAC(6’) [39, 83]. Najbardziej rozpowszechnione sg
acetylotransferazy klasy AAC(6’), ktorych profil substra-
towy obejmuje wiele klinicznie waznych aminoglikozy-
déw m. in. gentamycyne [39, 83]. Wystepowanie gendw
kodujacych enzymy AAC(6’) opisano np. u Escherichia
spp. (aac(6’)-1a, aac(6’)-Im), Salmonella spp. (aac(6’)-11a,
aac(6’)-1y), Acinetobacter spp. (aac(6’)-Is) [95].

Kolejng grupe enzyméw odpowiadajaca za mody-
fikacje tej klasy substancji przeciwbakteryjnych stano-
wig fosfotransferazy APH (kinazy aminoglikozydowe).
Podobnie jak acetylotransferazy podzielono je na
klasy w zaleznosci od miejsca ich dzialania: APH(2”),
APH(3’), APH(3”), APH(4), APH(6), APH(7”) oraz
APH(9) [95]. Wigkszos¢ fosfotransferaz aminoglikozy-
dowych zaliczana jest do klasy APH(3’), a ich obecno$¢
warunkuje oporno$¢ m. in. na kanamycyne i neomy-
cyne. Proteiny nalezace do grupy APH(2”) odgrywaja
znaczgcg role w opornosci bakterii Gram-dodatnich na
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gentamycyne. Determinanty kodujace obecnos¢ enzy-
moéw APH wykryto np. Enterococcus spp., Staphylococ-
cus spp., Streptococcus spp. (aph(3’)-III), ale tez u Sal-
monella spp. (aph(3’)-1a, aph(6°)-1d ) [83, 95].

Ostatnig grupe enzymow majacych znaczenie w epi-
demiologii opornosci na aminoglikozydy stanowia
nukleotydylotransferazy ANT (adenylotransferazy),
ktére dzielone sg na pie¢ klas. Enzymy ANT(2”),
ANT(3”) cze$ciej notowane sg u Gram-ujemnych bak-
terii, natomiast ANT(4’), ANT(6), ANT(9) dominuja
u bakterii Gram-dodatnich [83, 95].

Zidentyfikowano takze nieliczne enzymy dwufunk-
cyjne (tj. posiadajace dwie rézne domeny katalityczne)
warunkujace opornos$¢ na aminoglikozydy. Dotychczas
opisano np. enzym odpowiadajacy za adenylacje i ace-
tylacje kodowany przez ant(3”)-Ih/aac(6’)-11d u Serratia
marcescens. Zidentyfikowano réwniez enzym powodu-
jacy acetylacje i fosforylacje warunkowany obecnoscia
genu aac(6’)-aph(2”), ktérego wystepowanie stwier-
dzono np. u Enterococcus spp., Staphylococcus spp. czy
Streptococcus spp. [95].

6. Podsumowanie

Poznanie mechanizméw opornosci na srodki prze-
ciwbakteryjne jest niezbedne do efektywnej walki
z rosnagcy antybiotykoopornoscia bakterii. Szereg
aspektow wplywa na pojawianie si¢ i rozprzestrzenia-
nie tego zjawiska. Latwo$¢ przenoszenia mechanizmoéw
opornosci w wyniku horyzontalnego transferu genow
z udzialem ruchomych elementéw genetycznych np.
plazmidéw, transpozondw, a nawet fagéow bakteryj-
nych, wplywa na szerzenie opornosci pomiedzy roz-
nymi gatunkami i rodzajami bakterii, takze niespo-
krewnionymi filogenetycznie. Ekspozycja na substancje
przeciwbakteryjne nalezace do réznych klas moze pro-
wadzi¢ do opornosci krzyzowej i selekcji genow prze-
noszonych wlasnie z udziatem ruchomych elementow
genetycznych. Doskonaly przyklad stanowig omdéwione
geny cfrioptrA.

Roéznorodne czynniki dziatajace na komorki bakte-
ryjne moga wptywac na pojawianie si¢ opornosci. Obec-
nos$¢ pestycyddw, metali ciezkich, detergentdw, dezyn-
fektantow przyczynia si¢ do selekgji szczepdw opornych.
Stres srodowiskowy, nawet przy nieobecnosci substancji
przeciwbakteryjnej, sprzyja powstawaniu mutacji, ktore
w efekcie moga skutkowac obnizeniem wrazliwosci.
Warto wspomnie¢ o zdolnosci bakterii do tworzenia
biofilméw umozliwiajagcych komoérkom bakteryjnym
przetrwanie w niesprzyjajacych warunkach $rodowis-
kowych, w tym réwniez w obecnosci antybiotykow.

Obfito$¢ rozmaitych mechanizméw opornosci
$wiadczy o ogromnych zdolnosciach adaptacyjnych
bakterii. Fakt wykrycia genu warunkujacego opornos¢

na kolistyne (mcr-1) u izolatéw E. coli z roku 1980, pod-
czas gdy zostal on po raz pierwszy opisany pod koniec
2015 roku, nasuwa pytanie jak wielu wystepujacych
w przyrodzie mechanizméw opornosci dotychczas
jeszcze nie zidentyfikowano.

Majac na wzgledzie ztozonos¢ i skale zjawiska opor-
nosci, zachowanie skutecznosci dzialania substancji
przeciwbakteryjnych, zwlaszcza istotnych w aspekcie
zdrowia publicznego, staje si¢ powaznym wyzwaniem
i priorytetem. Ranga problemu wymaga podjecia kom-
pleksowych dziatan obejmujacych przede wszystkim
propagowanie rozwaznego stosowania antybiotykow
oraz ograniczenie naduzywania substancji przeciw-
bakteryjnych zaréwno w rolnictwie, weterynarii jak
i medycynie.
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NOWE SYNTETYCZNE I NATURALNE ANTYMYKOTYKI
W KONTEKSCIE TERAPII DERMATOMYKOZ
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Streszczenie: Paradoksalnie, pomimo postgpu w medycynie obserwuje si¢ rosnacg z kazdym rokiem prewalencje infekcji grzybiczych. Na
poczatku trzeciego tysiaclecia mozliwosci terapeutyczne wcigz sg bardzo ograniczone. Obecnie w klinicznym uzyciu znajduje sie zaled-
wie osiem klas zwigzkow przeciwgrzybiczych, z ktérych tylko cztery maja zastosowanie w terapii dermatomykoz. Trwajace od drugiej
potowy XX wieku intensywne poszukiwania ,,$wietego Graala” terapii przeciwgrzybiczej napotykaja na powazne przeszkody wynikajace
z eukariotycznego modelu budowy komoérki grzyba. W niniejszej pracy w syntetyczny sposob zostaly opisane nowe grupy zwigzkow
chemicznych pochodzenia gtéwnie naturalnego, ktdre ze wzgledu na przejawiang przez nie aktywnos$¢ przeciwgrzybicza, w tym wobec
patogennych gatunkéw dermatofitéw, moga stanowi¢ nowe opcje terapeutyczne. Sposréd zwigzkow budzacych obecnie duze zaintereso-
wanie na uwage zastugujg zwiazki z grupy terpenoidéw, alkaloidéw, saponin, flawonoidéw i olejkéw eterycznych. Wiele z tych zwiagzkow
znajduje sie w fazie badan klinicznych jako potencjalne leki przeciwgrzybicze, podczas gdy inne s3 na etapie badan przedklinicznych.
Przyszle badania powinny by¢ skupione na prébie okreslenia mozliwosci aplikacyjnych danych substancji w implementacji do rutynowego
stosowania oraz ich skuteczno$ci, toksycznosci i powodowanych dziatan niepozadanych.

1. Wprowadzenie. 2. Ogdlna charakterystyka dermatofitow w aspekcie terapeutycznym. 3. Nowe syntetyczne preparaty o dziataniu przeciw-
grzybiczym. 4. Naturalne preparaty przeciwgrzybicze. 4.1. Terpenoidy i olejki eteryczne. 4.2. Alkaloidy. 4.3. Flawonoidy. 4.4. Saponiny.
4.5. Inne zwigzki chemiczne 5. Podsumowanie

CLINICALLY USED AND POTENTIAL ANTIMYCOTICS IN THE CONTEXT
OF THERAPY OF DERMATOMYCOSES

Abstract: Paradoxically, despite the progress in medicine, the prevalence of fungal infections is increasing from year to year. At the begin-
ning of the third millennium, practical therapeutic options are still very limited. Currently, only eight classes of antifungal compounds
are in clinical use, only four of which are used in the treatment of dermatomycoses. The intense search for the “Holy Grail” of antifungal
therapy that has been going on since the second half of the 20th century faces serious obstacles arising from the eukaryotic model of fungal
cell structure. In this paper, new groups of chemical compounds of mainly natural origin have been synthetically described, which due
to their interesting antifungal activity, including pathogenic species of dermatophytes, may constitute new therapeutic options. Among
compounds currently arousing great interest, compounds from the group of terpenoids, alkaloids, saponins, flavonoids and essential oils
deserve attention. Many of these compounds are in clinical trials as potential antifungal agents, while others are in preclinical studies.
Future research should focus on attempting to determine the applicability of the given substances in implementation for routine use and
their effectiveness, toxicity and side effects.

1. Introduction. 2. General characteristics of dermatophytes in the therapeutic aspect. 3. New synthetic preparations with antifungal activity.
4. Natural antifungal preparations. 4.1. Terpenoids and essential oils. 4.2. Alkaloids. 4.3. Flavonoids. 4.4. Saponins. 4.5. Other chemical
compounds 5. Summary

Stowa kluczowe: dermatofity, dermatomykozy, antymykotyki, produkty naturalne, spektrum dzialania
Key words: dermatophytes, dermatomycoses, antimycotics, natural products, spectrum of activity

1. Wprowadzenie chowne znane jako dermatomykozy lub grzybice
powierzchowne [33]. W jezyku angielskim jednostki

Dermatofity to w ogromnej wiekszoséci grzyby cho-  chorobowe powodowane przez dermatofity okreslane
robotworcze o wysokim powinowactwie do silnie ske-  s3 terminami dermatomycoses lub superficial myco-
ratynizowanych struktur, takich jak paznokcie, skora  ses [21]. Rosngca czestos¢ wystepowania zakazen
(naskorek) i wlosy, ktore powoduja zakazenia powierz-  grzybiczych u ludzi, zwlaszcza u pacjentéw z obnizong
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odpornoscia, powoduje, ze choroby te, a zwlaszcza
inwazyjne infekcje grzybicze stajg si¢ ogolnoswiato-
wym problemem zdrowia publicznego [32]. Rokowania
w przebiegu dermatomykoz moga by¢ rézne, a obraz
Kliniczny choroby w duzym stopniu zalezny jest od
statusu immunologicznego gospodarza i moze przyj-
mowac posta¢ od ograniczonych zmian skérnych do
glebszych infekeji podskornych, jak w przypadku kerion
Celsi, ktore przy braku lub niewtasciwym leczeniu moga
pozostawi¢ trwale zmiany [68]. Chociaz dermatofity
sg czestymi czynnikami etiologicznymi grzybiczych
infekcji powierzchownych, nalezy réwniez nadmienic,
ze grzyby z rodzaju Candida i Malassezia znacznie czes-
ciej odpowiadajg za tego typu infekcje [32, 33, 36].

W pierwszych dziesigcioleciach XX wieku pojawity
sie pierwsze obawy zwiazane z narastajacg prewalencja
infekeji grzybiczych u ludzi, ktérej powoddéw upatry-
wano w réznych czynnikach srodowiskowych i antro-
popresji. W konsekwencji zostaly podjete pierwsze
proby terapeutyczne ukierunkowane na leczenie tych
infekeji [90]. Stosowane wowczas leki przeciwgrzybicze
ograniczone byly do srodkéw nieswoistych, takich jak
jodek, rte¢, kwasy benzoesowe i salicylowe, pochodne
fenolu, kwas undecylenowy, fiolet metylowy, pochodne
sulfonamidéw i inne czynniki, w wiekszosci szkodliwe
dla ludzi, m. in. oparte na preparatach bromu, nadman-
ganianu potasu i oleju terpentynowego w mieszaninie
z oliwg z oliwek [37, 51].

Od tamtego czasu zainteresowanie kliniczng tera-
pia przeciwgrzybicza stopniowo wzrasta, aczkolwiek
tempo opracowywania lekéw przeciwgrzybiczych wciaz
jest bardzo wolne. Problemy zwigzane z poszukiwa-
niem nowych skutecznych lekéw przeciwgrzybiczych
wynikajg przede wszystkim z wielkiego podobienstwa
komoérek grzybéw do komorek zwierzecych, a wigc
réwniez prezentujacych eukariotyczny model budowy
[72]. Mozna to zobrazowa¢ chociazby przyktadem echi-
nokandyn, ktore chociaz odkryte na poczatku lat 70.
XX wieku, znacznie pézniej zostaty wprowadzone do
praktyki klinicznej, a ich opis uwzgledniono w dodatku
do farmakopei przeciwgrzybiczej, dopiero na poczatku
XXI wieku [81]. Ponadto, od ponad 20 lat do praktyki
klinicznej w terapii kryptokokowego zapalenia opon
mozgowych, jednej z najwazniejszych przyczyn zgo-
néw zwigzanych z chorobami zakaznymi u pacjentow
z AIDS, nie wprowadzono zadnych nowych lekow
[49]. W rzeczywistosci obecna terapia tzw. ,zlotym
standardem” opiera si¢ na stosowaniu kombinacji
dwdch lekow, tj. amfoterycyny B i 5-flucytozyny, ktore
w uzyciu klinicznym sg juz od 50 lat [49]. W zasadzie
niewielka liczba lekéw i wolne tempo rozwoju nowych
farmaceutykow przeciwgrzybiczych nie bylyby proble-
mem, gdyby obecnie stosowane terapie byly wysoce
skuteczne. Niestety, wskazniki dotyczace wystepowania
dziatan niepozadanych i opornosci w leczeniu infekeji

grzybiczych wahajg si¢ od 20% do 100%, w zaleznosci
od organizmu i stanu odpornosci gospodarza [10].
Oczywistym jest, ze tempo rozwoju nowych lekow
i strategii przeciwgrzybiczych musi wzrosna¢, aby
zaspokoi¢ obecne i przyszle potrzeby.

Inny problem wynikajacy z powszechnego stosowa-
nia lekéw przeciwgrzybiczych zwigzany jest z naktada-
jacymi sie mechanizmami ich dziatania i tozsamymi
celami komoérkowymi, co moze przyczynia¢ si¢ do
powstawania fenotypoéw opornosci wielolekowej (MDR,
Multi-Drug Resistance) obserwowanych wérdd coraz
wigkszej liczby patogennych grzybow [62]. Zaréwno
opornos¢ kliniczna, jak réwniez mikrobiologiczna
moze skutkowaé niepowodzeniem terapii. Z definicji,
oporno$¢ kliniczna jest niepowodzeniem w eradykacji
infekcji nawet przy podawaniu lekéw wykazujacych
aktywnos¢ in vitro, podczas gdy opornos¢ mikrobio-
logiczna oparta jest na réznych mechanizmach mole-
kularnych indukowanych w komoérkach grzybow w celu
przezwyciezenia inhibicyjnego dzialania lekéw prze-
ciwgrzybiczych [42]. W komorce grzyba moze dojs¢
do aktywacji kilku takich mechanizmoéw, ktére moga
funkcjonowac niezaleznie od siebie lub jako wypad-
kowa dwdch lub wigkszej ilosci takich mechanizmow
[18, 63, 77]. Z drugiej strony, pacjenci czesto zaniedbuja
i rezygnuja z leczenia ze wzgledu na koniecznos¢ dhu-
gotrwalego stosowania lekow i wystepowanie zwigza-
nego z tym dzialania niepozadanego [63]. Wszystko to
sktania mikrobiologéw do poszukiwania nowych pre-
paratow przeciwgrzybiczych o wysokiej skutecznosci
i fatwej dostepnosci.

Celem niniejszej pracy jest dokonanie przegladu
piS$miennictwa traktujacego o réznych nowatorskich
metodach leczenia grzybic powierzchniowych opar-
tych o chemioterapeutyki, antybiotyki przeciwgrzy-
bicze i substancje pochodzenia naturalnego. Ponadto,
w niniejszej pracy opisane sa zalety i ograniczenia oraz
mechanizmy dziatania tych antymykotykow.

2. Ogolna charakterystyka dermatofitow
w aspekcie terapeutycznym

Termin dermatofity, chociaz wprowadzony glownie
ze wzgledow praktycznych i nie majacy wartosci tak-
sonomicznej, skupia gatunki nalezace do rzedu Ony-
genales. Ogromna wigkszos$¢ z nich stanowi patogeny
ludzi oraz zwierzat i posiada zdolno$¢ rozkladu kera-
tyny w celu pozyskania skladnikéw odzywczych [32].
Sekrecja szerokiego spektrum enzymoéw litycznych,
takich jak lipazy, proteazy i keratynazy, przez strzgpki
tych grzybdéw, stanowi najlepiej przebadany czyn-
nik wirulencji, umozliwiajacy pierwotng kolonizacje
i utrzymanie si¢ tych patogenéw w tkankach gospo-
darza [28, 59]. Doniesienia ostatnich lat wskazuja, ze
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enzymy te posiadaja wysoka specyficznos¢ substratows,
ktéra zarazem definiuje spektrum gospodarzy prefe-
rowanych przez poszczegdlne gatunki dermatofitow
[28, 29]. Jednoczesnie uwolnione enzymy pelnig role
antygendw indukujgcych i modelujgcych stan zapalny
towarzyszacy przede wszystkim infekcjom powodowa-
nym przez gatunki zoofilne [59].

Duze roéinice miedzy gatunkami dermatofitow
mozna wskaza¢ w odniesieniu do ich naturalnego $ro-
dowiska wystepowania. Dotychczas, trzy szerokie grupy
ekologiczne dermatofitow zostaly opisane: antropofilne,
zoofilne i geofilne [33]. Gatunki antropofilne natural-
nie kolonizuja wytwory naskorka cztowieka, przenoszac
sie miedzy gospodarzami i powodujgc przewlekle, ale
fagodnie przebiegajace infekcje, czgsto osiagajace roz-
miary epidemii [22, 33]. Transmisja zakazenia na zwie-
rzeta tymi gatunkami byla notowana, ale sporadycznie
i jest uznawana za wyjatkowa [33]. Gatunki zoofilne
bytuja na zwierzetach, ich przenoszenie na ludzi jest
mozliwe i czeste, a odbywa si¢ zwykle poprzez rezer-
wuary, ktérymi moga by¢ same zwierzeta, ich siers¢
lub przedmioty, z ktérymi miaty stycznos¢ [27, 30, 31,
58]. Dermatofity zoofilne diagnozowane u zwierzat,
odpowiedzialne s3 za infekcje objawowe, ale niejedno-
krotnie bytuja réwniez bezobjawowo, czynigc zwierze
nosicielem i w tym przypadku mogg sta¢ si¢ zrodtem
epidemii [59]. Naturalnym miejscem bytowania der-
matofitow geofilnych jest gleba, czesto wokot nor i jam
okreslonych ssakow ladowych [32]. Ta grupa grzybow
moze by¢ przenoszona przez zwierzgta mechanicznie
na powlokach zewnetrznych [32, 59], imitujac bezobja-
wowe nosicielstwo, stad roznica miedzy dermatofitami
geofilnymi i zoofilnymi nie zawsze jest ostra [33].

Dziatajace na synteze komponentéw
$ciany komoérkowej:

eHamowanie biosyntezy p-(1,3)-D-glukanu
echinokandyny
(kaspofungina, mikafungina, anidulafungina)

FHamowanie syntezy ergosterolu
e Inhibicja enzymu 14a-demetylazy
lanosterolu poprzez konkurencyjne
wigzanie si¢ z cytochromem P450
imidazole i triazole

(ketokonazol, klotrimazol, flukonazol,
itrakonazol, worikonazol, izawukonazol)

Ekologiczny podzial dermatofitéw jest wazny, po-
niewaz wystepowanie zréznicowanych objawow kli-
nicznych zwigzane jest z odpowiedzig immunologiczna
gospodarza na infekcje réznymi gatunkami grzybow.
Gatunki antropofilne sg zwigzane z przewleklymi
zakazeniami i z nizszym naciekiem komoérkowym
w skorze niz w przypadku gatunkéw zoofilnych [40].
W pierwszych stadiach zakazenia dermatofity koloni-
zujg skore i stymuluja keratynocyty do wytwarzania
cytokin, ktére posrednicza w odpowiedzi zapalnej
i akumulacji leukocytow, gtéwnie neutrofili, w zaka-
zonej tkance [32, 40, 61]. Dermatofity s poczatkowo
rozpoznawane przez receptory wrodzonych komoérek
odpornosciowych gospodarza, takich jak makrofagi,
neutrofile i komorki dendrytyczne, ktére indukuja
aktywacje odpowiedzi adaptacyjnej w celu zwalczania
zakazenia. Modele infekcji in vitro i in vivo wykazaly,
ze gatunki antropofilne (przede wszystkim Trichophy-
ton tonsurans) indukujg keratynocyty do wydzielania
ograniczonego spektrum cytokin, gtéwnie IL-8, IL-6
i IL-1P. Z kolei, zoofilny gatunek Arthroderma ben-
hamiae indukuje szersze spektrum cytokin, takich jak
IL-8, IL-6, IL-1B, IL-10, IL-2, IL-15, TGE-B, przyczy-
niajac sie do zwigkszenia liczby komorek zapalnych
w miejscu zakazenia, ktdore s3 odpowiedzialne za elimi-
nowanie komorek grzybow, regeneracje i przebudowe
tkanek [32, 35].

Pomimo dostepnosci przynajmniej kilku klas lekdw
przeciwgrzybiczych przeznaczonych do uzytku kli-
nicznego, stanowig one ograniczone spektrum w kon-
tekscie dostepnych dla nich celéw komodrkowych
(Ryc. 1). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze az cztery z o$miu
klas obecnie dostgpnych lekéw przeciwgrzybiczych tj.

Dziatajace na btone komérkowa

e \Wigzanie bezposrednie z ergosterolem,
zwigkszenie przepuszczinosci,
wyciek cytozolu

leki polienowe

(amfoterycyna B, nystatyna, natamycyna)

Blokujace mitoze:

e zaburzanie procesu polimeryzacji
i depolimeryzacji mikrotubul

leki niepolienowe

(gryzeofulwina)

e|nhibicja enzymu epoksydazy skwalenowej
pochodne alliloaminy

(terbinafina, naftifina)

eInhibicja enzymu C-14 reduktazy
pochodne morfoliny

(amorolfina)

Hamowanie syntezy DNA i RNA

e Antymetabolity przeksztatcone
do analogéw uracylu

pochodne fluoropirymidyny

(flucytozyna)

Dziatajgce na rézne organelle komérkowe
e \Wigzanie w sposéb nieodwracalny z r6znymi

strukturami, inhibicja wielu metaloenzymoéw
pochodne pirydynonu
(cyklopiroks)

Ryc. 1. Obecnie stosowane antymykotyki i ich cele komorkowe
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polieny, azole, alliloaminy i pochodne morfoliny dzia-
lajg na poziomie btony komoérkowej [26, 60, 72]. Dodat-
kowo, pierwsze z wymienionych, chociaz jako leki
grzybobojcze cechujace si¢ nieporéwnywalnie wyzsza
aktywnoscig przeciwgrzybicza w poréwnaniu z pozo-
stalymi, nie znalazly do tej pory zastosowania w terapii
dermatomykoz [26, 54, 60, 72]. Z kolei pochodne azo-
lowe, w tym imidazole i triazole pomimo najszerszego
spektrum dziatania jako leki o wlasciwosciach grzybo-
statycznych sg obarczone zjawiskiem czgsto narastajacej
na nie tzw. opornosci nabytej, niejednokrotnie opisywa-
nej w literaturze [12, 88]. Ponadto, leki azolowe wcho-
dza w interakcje z innymi lekami, co stwarza niejedno-
krotnie duze problemy w odniesieniu do pewnych grup
pacjentow [60]. W kontekscie penetracji zainfekowa-
nych, silnie skeratynizowanych tkanek leki azolowe nie
sg rownocenne. W praktyce klinicznej przejawia sie to
znacznie czestszym stosowaniem preparatow zawieraja-
cych itrakonazol niz tych posiadajacych w skladzie flu-
konazol, z uwagi na lepsze wlasciwosci lipofilne pierw-
szego z wymienionych [4, 60]. W odréznieniu od lekéw
azolowych, alliloaminy i pochodne morfoliny wykazuja
wobec komorek grzybow, w tym dermatofitow, wysoka
aktywnos¢ grzybobojcza [60, 82] i nie towarzyszy im
powszechne dla azoli zjawisko narastania opornosci
[12, 88]. Uwaza sig, ze jest to wynikiem blokowania
przez te leki szlaku biosyntezy ergosterolu na wcze$niej-
szych etapach w przeciwienstwie do lekéw azolowych
[1, 60, 72], jak rowniez brakiem zaangazowania bia-
tek blonowych z rodziny ABC transporteréw w pro-
ces detoksyfikacji komorki grzyba z tych toksycznych
zwigzkow [12, 88]. Nalezy tez zaznaczy¢, ze pochodne
morfoliny, z ktérych najwigkszym zastosowaniem cie-
szy sie amorolfina, majg jak do tej pory zastosowanie
jedynie miejscowe, co ogranicza ich mozliwosci tera-
peutyczne [43]. Z pozostalych dostepnych obecnie
lekéw przeciwgrzybiczych na uwage zastuguje jeszcze
gryzeofulwina, jako jeden z najstarszych lekoéw prze-
ciwgrzybiczych przejawiajacych wysoka skutecznos¢
w terapii dermatomykoz [34]. Nalezy jednak zauwazy¢,
ze lek ten w wielu krajach zostal juz wycofany z uzycia
[26]. Podobnie jak amorolfina wysoka skutecznos$cia
i zastosowaniem jedynie miejscowym charakteryzuje
sie cyklopiroks [60], ktérego mechanizm dzialania jest
ztozony i jak do tej pory opisany w znikomym stopniu
[53, 60]. Pozostale ze znajdujacych sie w klinicznym
uzyciu lekow tj. echinokandyny [20] i pochodne fluoro-
pirymidyny [89] nie znalazly jak do tej pory zastosowa-
nia w terapii zakazen powodowanych przez dermatofity
[20]. W kontekscie powyzszych rozwazan popartych
literaturg nie trudno zauwazy¢, ze mozliwosci terapii
infekcji powodowanych przez dermatofity sa bardzo
ograniczone i wskazujg na naglaca potrzebe poszuki-
wania nowych skutecznych i bezpiecznych w uzyciu
antymykotykow.

3. Nowe syntetyczne preparaty o dzialaniu
przeciwgrzybiczym

Rosnaca liczba szczepéw grzybéw lekoopornych,
w tym wielolekoopornych stanowi powazne zagro-
zenie dla obecnych i przyszlych terapii przeciwgrzy-
biczych, niejednokrotnie ratujacych zycie. Pomimo
postepow w zakresie profilaktyki, diagnostyki i tera-
pii, inwazyjne infekcje grzybicze powodowane przez
szczepy oporne nadal powoduja znaczng $miertelnos¢
u pacjentow z uposledzona odpornoscig, co podkresla
pilng potrzebe opracowania nowych lekéw przeciw-
grzybiczych [41, 83]. Odkrywanie nowych lekéw do
wykorzystania w terapii przeciwgrzybiczej jest skompli-
kowane przynajmniej z dwoch powodoéw. Po pierwsze,
wiekszo$¢ infekeji grzybiczych dotyka ludzi z uposle-
dzong funkcja immunologiczng, a zatem ci pacjenci sa
bardziej uzaleznieni od skutecznosci leku przeciwgrzy-
biczego niz pacjenci z prawidlowa odpornoscia. Po dru-
gie, opracowanie skutecznych i zarazem cechujacych sie
wysokim profilem bezpieczenstwa lekéw przeciwgrzy-
biczych jest wyzwaniem, poniewaz wiele podstawowych
proceséw biologicznych jest wysoce konserwatywnych
miedzy grzybami i ludzmi [81]. W konsekwencji iden-
tyfikacja zwigzkow chemicznych zabijajacych patogen
i jednoczesnie oszczedzajacych gospodarza jest bardzo
trudna. Pomimo wielu przeszkéd, istniejg jednak moz-
liwosci rozwoju nowatorskich terapii. Ostatnie postepy
w zrozumieniu cyklu Zyciowego grzybdéw, genomiki
funkcjonalnej, proteomiki i mapowania genéw otwie-
rajag mozliwosci w identyfikacji nowych celéw komor-
kowych dla potencjalnych lekéw przeciwgrzybiczych,
ktore moglyby wzmocni¢ arsenat dostepnych $rodkow
przeciwgrzybiczych (Tabela I).

Obecnie leki syntetyczne o dzialaniu przeciwgrzy-
biczym sg w trakcie badan naukowych lub w badaniach
przedklinicznych i/lub klinicznych. Leki te wykazuja
dzialanie wobec nowych celéw komdrkowych, bedac
inhibitorami odmiennych niz dotychczas opisywane
szlakéw metabolicznych, m.in. cyklu glioksylano-
wego, biosyntezy pirymidyn i hemu, szlaku cytochromu
P450, metabolizmu zelaza, wraz ze szlakami przeka-
zywania sygnalu, takimi jak kinaza aktywowana mito-
genem (MAP) i szlaku kalcyneuryny [62]. Niektore
z nich sa aktywne wobec czynnikéw transkrypcyj-
nych badz stanowig inhibitory blokujace synteze DNA
poprzez inhibicje deacetylazy histonowej, przy czym
te ostatnie z wymienionych wpisuja si¢ juz w terapie
epigenetyczng [64].

Wigkszos$¢ czasteczek chemicznych rozwazanych
w kontekscie potencjalnych lekéw przeciwgrzybiczych
zostala oceniona pod katem skuteczno$ci przeciwko
grzybom odpowiedzialnym za infekcje ogdlnoustro-
jowe i zagrazajace zyciu. Wsréd czynnikéw etio-
logicznych powodujacych zagrazajace zyciu infekcje
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Tabela I
Potencjalne antymykotyki, syntetyczne i o pochodzeniu naturalnym
Typ preparatu Zwigzek chemiczny Pochodzenie Pismiennictwo
Preparaty syntetyczne | VT-1161 - [25, 84]
AR-12 - [48, 50]
Preparaty naturalne | Terpenoidy i olejki eteryczne | Lavender angustifolia Mill. [73]
Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor. [79]
Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob. [74]
Alkaloidy Solanum tuberosum L. [47]
Tabernaemontana catharinensis Mill. [65]
Flawonoidy Inula viscose Ait. [11]
Zuccagnia punctata Cav. [6]
Saponiny Medicago sativa L. [38]
Maesa lanceolata Forssk. [86]
Hedera colchica K. [66]

badania biologicznej aktywnos$ci wigkszos$ci nowych
zwigzkow przeprowadzono na szczepach grzybow
z gatunkow Candida spp., Cryptococcus spp. i Aspergil-
lus fumigatus (64, 77]. W nielicznych tylko badaniach
in vitro oceniano wplyw tych lekéw na dermatofity.
Jednym z takich przyktadéw moze by¢ preparat ozna-
czony symbolem VT-1161, ktéry obecnie znajduje sie
w fazie badan klinicznych jako potencjalne alterna-
tywne rozwigzanie w terapii grzybicy paznokci [25,
84]. Lek ten podobnie jak pochodne azolowe hamuje
obecng w komorkach grzybow 14-a-demetylaze lano-
sterolu (CYP51). Wykazano jego wysoka skuteczno$¢
in vitro wobec komorek takich gatunkéw dermatofitow
jak Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes
i Epidermophyton floccosum [25]. VT-1161 zostal zapro-
jektowany w ten sposob, aby zapewni¢ selektywng inhi-
bicje wspomnianego enzymu obecnego w komorkach
grzybow, przy jednoczesnym braku powinowactwa do
homologéw tego biatka wystepujacych w komorkach
ludzkich. Ponadto, w trakcie badan przedklinicznych
wykazano, ze pojedyncze dawki doustne preparatu
podawane in vivo $wince morskiej prowadzity do utrzy-
mywania si¢ w osoczu, przez co najmniej 48 h, stezen
aktywnego zwiazku wyzszych od tych oznaczonych
jako warto$ci MIC (minimal inhibitory concentration)
skuteczne in vitro. W oparciu o te rezultaty Garvey
i wsp. [25] postawili hipoteze, ze VT-1161 wykazuje
znaczacy skutecznos$¢ zaréwno in vivo, jak réwniez in
vitro w terapii zakazen powodowanych przez T. men-
tagrophytes. Zostalo to wykazane na eksperymental-
nym modelu $winki morskiej zakazonej tym wiasnie
szczepem grzyba, ktora raz dziennie miata aplikowany
doustnie preparat VT-1161. W pdzniejszych badaniach
klinicznych majacych na celu opracowanie schematéw
dawkowania doustnego, VT-1161 rzeczywiscie wyka-
zywal bardzo wysoka skutecznos¢, co przejawialo sig
szybkim ustepowaniem objawdw chorobowych u zaka-

zonej $winki morskiej. Co wiecej, VT-1161 mial wyso-
kie i dlugotrwale utrzymujace si¢ stezenie nie tylko
w osoczu, ale takze w skorze i wlosach, a wigc tkankach
sprzyjajacych rozwojowi dermatofitu. Bioragc powyz-
sze pod uwage, przewiduje sie, ze zwiazek VT-1161
wykaze réwniez znaczaca skuteczno$¢ w leczeniu
innych zakazen dermatofitowych u ludzi, takich jak
grzybica stop i paznokei [25].

Innym preparatem o szerokim spektrum dziatania
jest zwigzek oznaczony jako AR-12, bedacy pochodna
celekoksybu stanowigcego skuteczny inhibitor cyklo-
oksygenazy 2 (Cox2). Kushawa i wsp. [50] wykazali
réwniez jego wysoka skuteczno$¢ wobec T.rubrum,
jednego z najczesciej izolowanych dermatofitow z przy-
padkéw dermatomykoz u ludzi. Wspomniani badacze
stwierdzili, Ze zwiazek ten jako lek przeciwnowotwo-
rowy pierwszego zastosowania blokujacy syntetaze
acetylokoenzymu A (acetylo-CoA) i znajdujacy si¢
obecnie w trakcie badan klinicznych w terapii chlo-
niakow i guzow litych, moglby znalez¢ zastosowanie
w zwalczaniu infekcji dermatofitowych jako lek dru-
giego wyboru. Dalsze analizy wykazaly, ze zwiazek
AR-12 wykazuje dzialanie przeciwgrzybicze obejmujace
szerokie spektrum gatunkéw, w tym oprécz dermato-
fitow takie gatunki drozdzakow jak: Candida albicans,
non-albicans Candida sp., Cryptococcus neoformans,
plesnie, np. Fusarium spp., Mucor spp. i grzyby dimor-
ficzne (Blastomyces spp., Histoplasma spp. i Coccidio-
ides spp.) [48, 50]. Ponadto, w kontekscie mozliwej
w przysztosci terapii zwigzek AR-12 wykazuje dobra
penetracje w ludzkiej plytce paznokciowej, przez co
jest uznawany za obiecujgcy w terapii tej jednostki
chorobowej [50]. Dodatkowo, dekspantenol i PEG 400
(politlenek etylenu) okazaly si¢ srodkami zwiekszaja-
cymi zdolno$¢ penetracji zwigzku AR-12 [50]. Wysoce
prawdopodobne jest, ze obydwa wspomniane zwigz-
ki poprawiaja penetracje AR-12 poprzez zwickszanie
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rozpuszczalnoéci leku w filamentach keratyny, ktore
ulegaja wydajniejszej hydratacji, gdy wspomniane
zwigzki s3 obecne w plytce paznokciowej [50].

4. Naturalne preparaty przeciwgrzybicze

Réznorodnosé¢ gatunkowa krolestwa roélin jest nie
do konca oszacowana, a spo$rdd znanych gatunkow
rodlin przez ludzi wykorzystywanych jest mniej niz
10% [9]. Niepodwazalny jest jednak poglad, ze rodliny
moga stuzy¢ jako zrédlo zwigzkéw leczniczych, takze
o wlasciwoéciach przeciwgrzybiczych. Ponadto, te
naturalne zwigzki pochodzenia roélinnego stanowia
zrédlo danych o aktywnych przeciwdrobnoustrojowych
molekutach, ktére moga by¢ wykorzystywane bez-
posrednio lub funkcjonowa¢ jako prekursory do roz-
woju nowych, skuteczniejszych czasteczek [2, 19, 70].
W literaturze naukowej przedstawiane sg liczne donie-
sienia dotyczace roélin leczniczych i zwigzkéw che-
micznych z nich pozyskiwanych, takich jak metabolity
wtdrne, zwiazki fenolowe, olejki eteryczne i ekstrakty,
w aspekcie ich trwatosci, przyswajalnosci i aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe;.

Przy ustalaniu, czy produkt naturalny jest uzy-
tecznym leczniczo srodkiem przeciwgrzybiczym, brane
sa pod uwage nastepujace parametry: (1) mozliwo$¢
zastosowania rozpuszczalnika pozbawionego aktyw-
nosci przeciwgrzybiczej, szczegélnie dla zwigzkow
o stabej rozpuszczalnosci; (2) mozliwos¢ wyznaczania
wartosci stezent hamujacych wzrost i proliferacje grzy-
béw (MIC) za pomocg metod referencyjnych (proto-
koty: M27-A3, M38-A i M2-A8) opracowanych przez
CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute);
(3) mozliwo$¢ standaryzacji inokulum zgodnie z pro-
tokotami opracowanymi przez CLSI; (4) mozliwos¢ sto-
sowania szczepow referencyjnych rekomendowanych
w protokotach CLSI; (5) mozliwos¢ stosowania synte-
tycznego leku jako kontroli; oraz (6) mozliwie krotki
czas inkubacji gwarantujacy szybkie uzyskanie wyni-
kéw [70]. Obecnie stosowana strategia badania roélin-
nych zwigzkow o wilasciwosciach przeciwgrzybiczych
zaklada dwa etapy: pierwszy z nich stanowi badanie
przesiewowe surowego ekstraktu roslinnego, a nastep-
nie wykonuje sie testy ukierunkowane na identyfikacje
czasteczek odpowiedzialnych za aktywno$¢ przeciw-
grzybicza [57, 65, 70].

Omawiane zwigzki o potencjale leczniczym pelnig
w roslinach réznorakie funkcje, m.in. zapachowe (terpe-
noidy), pigmentacyjne (chinony i taniny) oraz smakowe
(terpenoidowa kapsaicyna z papryki chili) [2]. Jedno-
cze$nie, w wielu przypadkach substancje te stuzg jako
$rodki obrony roélin przed fitopatogennymi mikro-
organizmami, owadami i rodlinozercami [9]. Zwigzki
te zostaly zbadane réwniez pod katem mechanizmow

dzialania komoérkowego. Stwierdzono, ze kumaryny
wykazujg dzialanie immunoregulacyjne wobec makro-
fagow, podczas gdy chinony wigza si¢ z adhezynami
i polipeptydami $ciany komodrkowej, uposledzajac ich
funkcje [2, 61]. Z kolei saponiny dzialajg poprzez rozry-
wanie blon komdrkowych zawierajacych sterole, co pro-
wadzi do utraty turgoru i w krétkim czasie do $mierci
komorki [2, 44]. Podobnie jak w przypadku kumaryn
dzialanie immunoregulacyjne wykazano tez dla kwasu
cynamonowego, ktéry aktywuje przede wszystkim
monocyty [17]. Z kolei rosnace zainteresowanie kur-
kuming i izokwercytyna wynika z interesujacego, acz-
kolwiek niespecyficznego mechanizmu dziatania prze-
jawiajacego sie w uszkadzaniu blon komérkowych [52,
91]. O wiele ciekawsza opcje stanowi kwas kawowy ze
wzgledu na wyzsza specyficzno$¢ i hamowanie jednego
z kluczowych dla patogennych grzybow enzymu szlaku
glioksylanowego, liazy izocytrynianowej [15]. Réznora-
kie dzialanie fitochemiczne okre$lone in vitro sklonito
do zbadania potencjalu przeciwgrzybiczego tych zwiaz-
koéw, takze w stosunku do dermatofitow.

4.1. Terpenoidy i olejki eteryczne

W ostatnich latach przeprowadzono wiele badan
dotyczacych przeciwgrzybiczego dzialania terpenoidow
pochodzenia naturalnego. Zwiazki te wystepuja w olej-
kach eterycznych z szerokiej gamy ziot aromatycznych,
wykazujg duzg réznorodno$¢ strukturalng i wysoki
potencjal przeciwbakteryjny [2]. Jednym z przykladow
terpenoidow jest linalol (3,7-Dimetylo-1,6-oktadien-
-3-0l), bedacy alkoholem monoterpenowym szeroko
stosowanym w przemysle perfumeryjnym, kosmetycz-
nym i spozywczym [3]. Linalol przejawia zréznicowana
aktywnos¢ biologiczng, w tym: dzialanie przeciwbak-
teryjne [46], przeciwlekowe [56], obnizajace poziom
cholesterolu [16] i przeciwdrgawkowe [85]. Ponadto
Peana i wsp. [76] stwierdzili, ze linalol jest glownym
skladnikiem chemicznym olejku eterycznego otrzymy-
wanego z lawendy (Lavender angustifolia Mill.), ktoéry
wykazuje dzialanie przeciwbdlowe i przeciwzapalne
u zwierzat. Dane z piSmiennictwa pozwalajg wniosko-
wac réwniez o przeciwgrzybiczej aktywnosci linalolu
[39]. Obecnos¢ tego zwigzku zostata wykazana w olej-
kach eterycznych innych roslin o znanej juz aktywnosci
przeciwgrzybiczej, takich jak Ocimum sanctum L. [45]
i Ocimum basilicum L. [67].

Mechanizm dzialania terpenoidéw $cisle zwigzany
jest z ich lipofilna naturg i wchodzeniem w interakcje
z bong komorkowg grzybow [2]. W konsekwencji do-
chodzi do zwigkszenia przepuszczalnosci btony, zabu-
rzenia funkgji bialek blonowych i oddychania komor-
kowego [45]. Cardoso i wsp. [67] udowadniajg ponadto,
ze przeciwgrzybicze dziatanie linalolu zwigzane jest
z hamowaniem biosyntezy ergosterolu, waznego sterolu
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zaangazowanego w modulacje przeplywu elektrolitow
przez blong komoérkowa grzybow. Wyniki te potwierdza
Oliveira Lima i wsp. [73], ktdrzy na podstawie swoich
badan wyrazaja poglad, Ze terpeny wplywaja na integral-
nos$¢ i funkeje blony plazmatycznej, a zatem sg zdolne
do hamowania wzrostu i wywolywania znaczacych
zmian morfologicznych w komoérkach grzybow.

Ostatnio tez de Oliveira Lima i wsp. [73] dokonali
oceny przeciwgrzybiczego dzialania linalolu wobec
izolatéw klinicznych T. rubrum pozyskanych ze skory
i paznokci pacjentow z dermatomykoza wywotang
przez wspomniany czynnik etiologiczny. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw mozliwe bylto stwierdzenie,
ze linalol jest w stanie hamowac inicjacje tworzenia
grzybni T. rubrum w miejscu zakazenia, wykazujac
prawdopodobnie, zahamowanie adhezji dermatofitow
do tkanek gospodarza i ,,kietkowanie” konidiéw, po-
przedzajace tworzenie strzepek i wlasciwa penetracje.
Hamowanie blastokonidiogenezy i tworzenia strzgpek
oraz tzw. ,,germ tubes” przez linalol zostalo juz wczes-
niej opisane dla C. albicans [39]. Wydaje sie, ze ten
mechanizm przeciwgrzybiczego dzialania jest uniwer-
salny w przypadku tego zwigzku i pozwala skutecznie
zahamowac wzrost grzyba juz w poczatkowych etapach
rozwoju infekeji grzybiczej. Dalsze badania aktyw-
noéci linalolu w pézniejszych stadiach rozwoju grzybni
wykazaly, ze zwigzek ten uszkadza bton¢ komérkowsa
T. rubrum i powoduje uwalnianie sktadnikéw komor-
kowych do $rodowiska zewnetrznego [73]. Ponadto,
zaobserwowane zostaly istotne zmiany morfologiczne
w odniesieniu do grzybni T. rubrum, w szczegoélnosci
dotyczace tworzenia chlamydospor, indukowane obec-
noscig w srodowisku wzrostu grzyba linalolu [73].

Podobne wyniki dotyczace zmian na poziomie mor-
fologii grzybni w trakcie wzrostu T. rubrum odnoto-
wali Perreira i wsp. [74] jako skutek dzialania olejku
eterycznego Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor. Ta
roélina lecznicza jest pospolitym ziolem uprawianym
w Indiach i Brazylii, wykorzystywanym przez ludnos¢
jako s$rodek odstraszajacy owady, przeciwgrzybiczy
i roztoczobdjczy [75]. Olejki eteryczne z lisci C. winte-
rianus zawierajg ponad 80 roznych sktadnikow, wsrod
ktorych jako gtéwne wymienia sie terpenoidy - cytro-
nelal, citronelol i geraniol [7].

Obserwacje grzybni T. rubrum ATCC 1683 w mikro-
skopie $wietlnym przy powiekszeniu 400x po ekspozy-
¢ji na olejek eteryczny C. winterianus ujawnily istotne
skrocenie i rozszerzenie strzepek, utrate ich pigmen-
tacji i obecno$¢ wakuoli, ktére to cechy nie zostaly
odnotowane w warunkach optymalnych dla wzrostu
dermatofita [74]. Interesujace jest, ze te zmiany morfo-
logiczne byly niezalezne od stezenia olejku. Natomiast
nie zostaly odnotowane zaburzenia struktury konidiow,
chociaz ich wytwarzanie bylo znacznie ograniczone
w obecnosci kazdego ze stezen preparatu. Przeciwnie,

liczba wytwarzanych chlamydospor wzrastala propor-
cjonalnie do stezenia olejku. Oprdcz dziatania na der-
matofity, olejek eteryczny C. winterianus posiada row-
niez dzialanie hamujace wzrost grzybow plesniowych,
m.in. Aspergillus niger, Fusarium oxysporum i Penicil-
lium digitatum [74].

Dane pi$miennicze dostarczaja informacji takze
o terpenoidzie (6-cynamoiloksy-1-hydroksyeudesm-4-
en-3-on) pozyskanym z roéliny Vernonanthura twee-
dieana (Baker) H.Rob., dla ktérego wykazano silne
wlasciwosci przeciwgrzybicze wobec T. mentagrophytes
[79]. Uzyskane przez Portillo i wsp. [79] wartosci MIC
i MFC dla tego seskwiterpenu skuteczne wobec komdrek
izolatéw klinicznych T. mentagrophytes byly identyczne
i wynosity 4,0 pg/ml, co pozwala stwierdzi¢, ze zwigzek
ten wykazuje przy tym stezeniu dziatanie nie tylko grzy-
bostatyczne, ale przede wszystkim grzybobojcze.

4.2. Alkaloidy

Heterocykliczne zwiazki azotu nazywane sg alka-
loidami. Pierwszym medycznie uzytecznym alkalo-
idem byta morfina, wyizolowana w 1805 roku z maku
lekarskiego Papaver somniferum L. [2, 23]. Wiekszo$¢
alkaloidéw izolowanych jest z réznych gatunkéw roslin
psiankowatych z rodzaju Solanum L. [2].

Aktywno$¢ przeciwgrzybicza zostata udowodniona
dla pochodnych alkaloidow - glikoalkaloidéw. Glow-
nym sposobem przeciwgrzybiczego dziatania gliko-
alkaloidéw jest zaburzanie integralnosci blon komérko-
wych poprzez wigzanie z grupami 3-p-hydroksysterolu,
powodujace wzrost przepuszczalnosci blony, tworzenie
pordéw, a w konsekwencji rozpad i utrate integralnosci
komorek [2, 62]. Jednymi z szerzej przebadanych zwigz-
kow z tej grupy o wysokiej toksycznoéci wobec komoérek
dermatofitéw, w tym T. rubrum sg solamargina i sola-
sonina [78]. Ponadto dla alkaloidu MMV (12-metoksy-
-4-metylvoachalotyna), uzyskanego z Tabernaemontana
catharinensis Mill. réwniez wykazano aktywnos¢ prze-
ciwgrzybicza wobec T. rubrum [65].

Inny mechanizm dzialania zostal opisany dla gliko-
alkaloidow wystepujacych w ziemniakach (Solanum
tuberosum L.), przede wszystkim dla a-solaniny, ktorej
skuteczno$¢ zostala wykazana w stosunku do T. rubrum
[47]. Dzialanie przeciwgrzybicze tego zwigzku wynika
z inhibicji konidiogenezy i wzrostu strzepek [2, 62].
Komoto i wsp. [47] wykazali, ze a-solanina powo-
duje obnizenie poziomu ekspresji genéw z cyklu glio-
ksylanowego, zaangazowanych w proces biosyntezy
ergosterolu oraz gendéw kodujacych proteazy, co zaob-
serwowano w komorkach T. rubrum hodowanych jed-
noczes$nie z linig komadrkowa keratynocytow. Wymie-
nione geny ulegajg zwiekszonej ekspresji szczegélnie
w pierwszych etapach rozwoju infekcji dermatofitowe;.
Ponadto, dane literaturowe wskazujg, ze wspomniane
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juz glikoalkaloidy mogg hamowac biosyntez¢ pewnych
podstawowych metabolitéw istotnych dla funkcjono-
wania komorki grzyba. Zwigzki te moga tez dziatac jako
antymetabolity, co przejawia si¢ wyraznymi zmianami
w morfologii poszczegdlnych komorek grzyba, ktdre
przektadajg si¢ na deformacje strzgpek grzybni [24].

4.3. Flawonoidy

Flawonoidy sa strukturami fenolowymi zawieraja-
cymi jedng grupe karbonylowa, wystepujacymi natural-
nie w roélinach [2]. Flawonoidy sa gromadzone gtéwnie
w wakuolach komérek owocow (zwlaszcza cytruso-
wych), warzyw (np. pomidordéw, papryki), a takze roélin
straczkowych, herbaty i ziét. Najwigcej tych substan-
cji zawiera zewnetrzna tkanka (potocznie nazywana
skorka) lisci, kwiatow i owocow [11]. Cafarchia i wsp.
[11] wykazali, ze flawonoidy pochodzace z Inula viscose
Ait., rosliny wystepujacej pospolicie w regionie Morza
Srédziemnego, maja znaczacg aktywno$é przeciwgrzybi-
czg wobec dermatofitéw, nawet przy niskich stezeniach.
Na ten fakt moze mie¢ wplyw réwniez wysoka zawar-
tos¢ seskwiterpenu (karboksyeudesmadienu), zwigzku
z grupy terpenoidow, w ekstraktach z lisci tej rosliny
i synergistyczne dzialanie przynajmniej tych dwdch
substancji w olejku eterycznym [11]. Zatem aktywnos¢
przeciwgrzybicza flawonoidéw wytwarzanych przez
I. viscose, w tym wobec komorek patogennych derma-
tofitow wymaga dalszych wnikliwych badan.

Specyficzng grupe flawonoidéw stanowig chalkony
(1,3-diarylo-2-propen-1-on), bedace flawonoidami
o otwartym lancuchu [6]. Chalkony stanowig szeroko
rozpowszechnione naturalne zwigzki, ktore sg przed-
miotem coraz wigkszego zainteresowania ze wzgledu na
zroznicowane spektrum aktywnosci farmakologicznej
[71]. Zwigzki te s3 uwazane za interesujace i obiecujace
jako prekursory nowych lekéw przeciwgrzybiczych.
Ich proste struktury chemiczne pozwalajg na ich syn-
teze w bezpieczny i niedrogi sposob [69]. Wykazano, ze
zwigzki te wywieraja znaczng aktywnos¢ przeciwgrzybi-
czg, zwlaszcza przeciwko dermatofitom [71]. Wigkszos¢
chalkonéw hamuje biosyntezg istotnych komponentow
$ciany komorkowej grzybow [8], ale istnieja dowody
na to, ze chalkony blokujg réwniez syntaze kwasow
ttuszczowych (FAS, fatty acid synthase) w komoérkach
drozdzy i pratkéw [6]. Bitencourt i wsp. [6] zaobser-
wowali, ze hamowanie syntezy kwasow tltuszczowych
i ergosterolu w komorkach T. rubrum przez kwerce-
tyne i trans-chalkon prowadzi do obnizenia poziomu
ekspresji odpowiednich genéw przez obydwa flawono-
idy. Dalsze badania na modelu komoérek Saccharomy-
ces cerevisiae wykazaly, ze kwercetyna i trans-chalkon
hamuja aktywno$¢ enzymatyczng FAS. Kwercetyna cho-
ciaz wykazywala in vitro lepsza aktywno$¢ inhibicyjna
wobec samego enzymu, przejawiala stabszg aktywnos¢

przeciwgrzybicza w pordéwnaniu z trans-chalkonem.
Uzyskane przez Bitencourt i wsp. [6] wyniki sugeruja,
ze przeciwgrzybicza aktywnos¢ trans-chalkonu moze
by¢ zwigzana z wystepowaniem dodatkowych (poza
FAS) celow komodrkowych dla tego zwigzku, najpraw-
dopodobniej na szlaku syntezy ergosterolu. Pelna ocena
sposobu dziatania kwercetyny i trans-chalkonu wymaga
analizy dodatkowych genéw i wykonania uzupelnia-
jacych testow, ktore moglyby wykaza¢ interferencje
hamowania FAS z homeostaza kwasow ttuszczowych
w komorkach T. rubrum. By¢ moze odpowiedz na to
pytanie dostarczg prowadzone przez zespdt Bitencourt
badania, w ktdrych stosuje si¢ suplementacje podlozy
hodowlanych egzogennymi kwasami tluszczowymi
w obecnosci kwercetyny i trans-chalkonu.

Badania nad aktywnoscig przeciwgrzybicza innego
zwigzku z grupy chalkonéw - lico-chalkonu, potwier-
dza sugestie zespolu Bitencourt [6] wskazujaca na
mozliwa represje szlaku syntezy ergosterolu jako
dodatkowego mechanizmu dzialania zwigzkéw z tej
grupy. Cantelli i wsp. [13] wykorzystali uktad hodowli
T rubrum z ludzkimi keratynocytami, symulujacy
naturalng infekcje, do okredlenia poziomu ekspresji
gendéw ERGI, ERG6 i ERG11, ktore sg krytyczne dla
syntezy ergosterolu. W swoich badaniach wykazali, ze
dodawanie do hodowli lico-chalkonu znaczgco obniza
stopien ekspresji tych genéw. Ponadto zwigzek ten
wyraznie spowalnial rozwdj strzepek podczas interakcji
T. rubrum z linig komdrkowg keratynocytéw i znaczaco
hamowat aktywno$¢ liazy izocytrynianowej [13].

4.4. Saponiny

Saponiny s3 metabolitami wtérnymi wystepujacymi
w tkankach wielu gatunkéw roslin. Pod wzgledem che-
micznym skladaja si¢ z aglikonu - sapogeniny (sapo-
genol) i glikonu - sacharydu (cukru) [80]. Zwigzki te
przechowywane s3 w komoérkach roslinnych jako nie-
aktywne prekursory, ktére moga zosta¢ przeksztalcane
enzymatycznie w biologicznie aktywne antybiotyki [2,
44]. Nazwa saponiny wywodzi si¢ od facinskiego stowa
»sapo’, oznaczajacego mydlo, co zwigzane jest z whasci-
wosciami do tworzenia piany w kontakcie tych substan-
cji z woda [80]. Saponiny stanowig naturalne Zrédlo
substratéw do syntezy lekéw steroidowych oraz hormo-
néw (progesteronu oraz pochodnych kortyzonu) [80].
Rosliny zawierajace saponiny od dawna byty stosowane
réwniez w ziololecznictwie i medycynie ludowej jako
surowce przeciwgrzybicze, przeciwzapalne, przeciw-
wirusowe, cytotoksyczne i wykrztusne. W chwili obec-
nej znajduja zastosowanie w branzy kosmetycznej do
produkcji tonikéw, maseczek czy tez szampondow [86].

Wykazano, ze bogate w saponiny ekstrakty Medicago
sativa L. posiadajg dzialanie przeciwgrzybicze w sto-
sunku do dermatofitéw. Houghton i wsp. [38] prze-
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badali aktywnos¢ saponin wyizolowanych z korzeni
i czesci nadziemnych M. sativa L., Medicago murex
L., Medicago arabica L. i Medicago hybrida L. w sto-
sunku do dermatofitow Nannizzia gypsea, Trichophyton
interdigitale i T. tonsurans. Wszystkie badane saponiny
dzialaly inhibicyjnie na wzrost wszystkich trzech bada-
nych gatunkow dermatofitéw, przy czym T. tonsurans
okazal si¢ grzybem najbardziej wrazliwym na dziala-
nie tych zwigzkow. Ponadto, saponiny ekstrahowane
z korzeni M. murex L. i M. hybrida L. byly skuteczniej-
sze niz zwiazki uzyskane z czesci nadziemnych tych
rodlin. Nie ma jednak wystarczajacej wiedzy dotycza-
cej sktadu chemicznego tych ekstraktow, ktora moglaby
wyjasni¢ zaobserwowane roznice w aktywnosci prze-
ciwgrzybiczej.

Saponiny wyizolowane z afrykanskiej rosliny Maesa
lanceolata Forssk. wykazuja dziatanie przeciwgrzybi-
cze wobec E. floccosum, T. rubrum i Microsporum canis
[86]. Ponadto, dziatanie tych naturalnych zwiazkow
jest wprost proporcjonalne do stosowanego stezenia.
Istotnym problemem jest jednak brak wiedzy na temat
sktadu chemicznego ekstraktow M. lancelota.

Mshvildadze i wsp. [66] przeprowadzili badania
celem oceny aktywnosci przeciwgrzybiczej o$miu sapo-
nin wyizolowanych z lisci bluszczu (Hedera colchica K.).
Hederagenina, nalezgca do saponin triterpenowych,
wykazywala najwyzsza aktywno$¢ przeciwgrzybi-
czg sposréd o$miu saponin wyizolowanych z blusz-
czu. Zaobserwowano réwniez, ze liczba, rodzaj oraz
sekwencja podjednostek wchodzacych w sktad tancu-
cha weglowodanowego saponin maja znaczacy wplyw
na aktywno$¢ przeciwgrzybicza. Podobne wyniki uzy-
skali Bialy i wsp. [5], ktérych badania wykazaly, ze cze-
$ci nadziemne M. arabica L. zawieraja jedna z najbar-
dziej aktywnych saponin - hederagening, a takze inne
podobne zwiazki aktywne. Niemniej jednak, ograni-
czona wiedza na temat wlasciwosci chemicznych sapo-
nin i mechanizmoéw ich dziatania przeciwgrzybiczego
wcigz stanowi istotne ograniczenie w ich leczniczym
stosowaniu na obecnym etapie badan.

4.5. Inne zwiazki chemiczne

Wachlarz aktywnych przeciwgrzybiczo zwigzkow
pochodzenia rodlinnego nie ogranicza sie tylko do kilku
wymienionych powyzej klas. Wiele gatunkéw roslin
produkuje substancje, ktorych nie da si¢ jednoznacz-
nie sklasyfikowac, a ich wlasciwosci przeciwgrzybicze
zostaly juz udowodnione.

Eter naftowy i dichlorometanowe ekstrakty owocow
i czesci nadziemnych roéliny Zuccagnia punctata Cav.
(Fabaceae) wykazuja umiarkowane dzialanie przeciw-
grzybicze wobec komorek C. albicans, S. cerevisiae i C. neo-
formans (wartosci MIC w zakresie: 62,5-250 ug/ml) i
bardzo silng aktywno$¢ biologiczna wobec komorek

dermatofitow z takich gatunkow jak: N. gypsea, T. rub-
rum i T. mentagrophytes (wartosci MIC w zakresie:
8-16 ug/ml) [87]. Svetaz i wsp. [87] przeprowadza-
jac frakcjonowanie aktywnych ekstraktow tej rosliny
przy uzyciu bioautografii wyizolowali réwniez zwigzki
o strukturze chemicznej zblizonej do flawonoidow — 2}
4’-dihydroksy-3’-metoksychalkon i 2} 4’-dihydrok-
sychalkon. Aktywnos¢ przeciwgrzybicza moze zatem
by¢ wypadkowq dzialania kilku zwigzkéw chemicznych
obecnych w ekstrakcie Z. punctata.

5. Podsumowanie

Praktycznie kazdy z obecnie dostepnych lekow prze-
ciwgrzybiczych moze by¢ toksyczny, a wszystko zalezy
od wielkosci dawki i czasu ekspozycji. Ta wciaz zywa
w farmakologii i wielu dziedzinach $cisle zwigzanych
z medycyng teza, chociaz sformulowana przez Para-
celsusa w XV wieku, nieustannie podlega bardziej lub
mniej trafnym interpretacjom [14].

Warto podkresli¢, ze az do polowy XX wieku w te-
rapii grzybic stosowano szereg réznych substancji,
zwykle nieaktywnych lub w znikomym stopniu wyka-
zujacych aktywno$¢ przeciwgrzybicza. Do szczegdlnie
czesto wowczas stosowanych nalezaly: produkty desty-
lacji ropy naftowej, jodek potasu, zwiazki zawierajace
brom, nadmanganian potasu czy olej z terpentyna [1].
Dopiero odkrycie w 1955 roku amfoterycyny B przez
Gold i wsp. [21] oraz jej dopuszczenie przez organizacje
FDA (Food and Drug Administration) do klinicznego
stosowania wraz z wprowadzeniem na rynek gryzeo-
fulwiny i klotrimazolu w 1958 roku rozpoczelo ere
lekow przeciwgrzybiczych [1]. Trwajace od tamtej pory
poszukiwania ,,$wietego Graala” terapii przeciwgrzybi-
czej [14] jak dotychczas nie przyniosty zadowalajacych
rezultatow. Obecnie w leczeniu infekcji grzybiczych
dysponujemy zaledwie o$mioma klasami lekow prze-
ciwgrzybiczych, sposréd ktdrych tylko cztery znalazly
zastosowanie w terapii infekcji powodowanych przez
dermatofity [60, 88]. Problem opracowania wzorco-
wego zwigzku przeciwgrzybiczego, chociaz z pewnoscia
mozna traktowac jako wyidealizowany, pozostaje wcigz
otwarty, a wérdd najczesciej wymienianych w literatu-
rze przedmiotu [14, 55] pozadanych cech takiej sub-
stancji znajduja sie:

- szerokie spektrum przeciwgrzybiczego dziatania
réwniez wobec szczepdw (gatunkéw) opornych na
obecnie stosowane leki;

- wyrafinowany i wysoce specyficzny dla komorki
grzyba mechanizm dzialania uniemozliwiajacy
powstanie mechanizméw opornosci nabytej;

- mozliwo$¢ szerokiej i zroznicowanej aplikacji;

- wysoka aktywno$¢ grzybobojcza (nie tylko grzy-
bostatyczna);
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— brak toksycznosci w stosunku do komoérek ssakow;

—brak ryzyka wystapienia interakcji z innymi

lekami stosowanymi jednoczesnie;

- niskie koszty terapii pozwalajace na stosowanie

u potencjalnych pacjentow.

Na przefomie ostatnich trzech dekad gdy problem
lekoopornosci grzybéw patogennych nieustannie nara-
sta konieczno$cig jest poszukiwanie nowych poten-
cjalnych antymykotykow lub zwigzkow wykazujacych
synergistyczne dzialanie z obecnie znanymi i klinicz-
nie stosowanymi lekami przeciwgrzybiczymi. Problem
zwigzany z poszukiwaniem nowych lekéw przeciwgrzy-
biczych wynika przede wszystkim z faktu, ze komorka
grzyba jako komorka eukariotyczna wykazuje stosun-
kowo duze podobienstwo do komoérek ssakow [14, 55].

Identyfikacja zwigzkéw chemicznych mogacych sta-
nowi¢ prototypy do opracowania nowych lekdéw prze-
ciwgrzybiczych, szczegdlnie w aspekcie terapii derma-
tomykoz, stanowi obecne wyzwanie mikrobiologéw.
Szereg zwigzkow o dzialaniu przeciwgrzybiczym za-
proponowanych do tej pory, zwlaszcza pochodzenia
naturalnego, zostalo przetestowanych pod katem ich
aktywnosci wylacznie in vitro. Aktywno$¢ preparatu in
vivo i in vitro moze by¢ jednak rézna. Przyszle badania
powinny by¢ skupione na prébie okreslenia mozliwosci
aplikacyjnych danych substancji oraz ich zalet i wad
w implementacji do rutynowego stosowania.
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Streszczenie: Dehydrogenaza cellobiozowa (CDH) nalezy do zewnatrzkomorkowych enzyméw oksydoredukceyjnych, produkowanych
przez grzyby rozkladajace drewno, nalezace zaréwno do Basidiomycota jak i Ascomycota. Enzym ten posiada binarng strukture, zawie-
rajacg dwa kofaktory (FAD i hem), zlokalizowane w oddzielnych domenach polaczonych proteolitycznie wrazliwym regionem zawiaso-
wym. Ze wzgledu na unikalng budowe oraz wtasciwosci, CDH wykazuje ogromny potencjat aplikacyjny, zaréwno biotechnologiczny jak
i biomedyczny. Celem niniejszej pracy jest przeglad literatury dotyczacej wladciwosci katalitycznych dehydrogenazy celobiozowej oraz jej
potencjalnych zastosowan.

1. Wprowadzenie. 2. Dehydrogenaza celobiozowa. 2.1. Historia odkrycia i klasyfikacja enzymu. 2.2. Struktura, mechanizm dziatania
i wlasciwodci. 3. Potencjal aplikacyjny dehydrogenazy celobiozowej. 3.1. Biomedyczne zastosowania. 3.2. Zastosowanie dehydrogenazy
celobiozowej w procesach biotechnologicznych. 4. Podsumowanie

BIOTECHNOLOGICAL AND BIOMEDICAL APPLICATIONS OF FUNGAL CELLOBIOSE DEHYDROGENASE

Abstract: Cellobiose dehydrogenase (CDH) is an extracellular oxidoreductive enzyme produced by wood-decaying fungi belonging to the
phylum Basidiomycota and Ascomycota. This enzyme has a binary structure containing two cofactors (FAD and hem), located in sepa-
rate domains and connected by a proteolytically sensitive linker. Due to its unique structure and properties, CDH has great potential for
application in both biotechnology and biomedical applications. The aim of this paper is to review the literature on catalytic properties of
cellobiose dehydrogenase and its potential applications.

1. Introduction. 2. Cellobiose dehydrogenase. 2.1. History of discovery and classification of the enzyme. 2.2. Structure, mechanism of
action and properties. 3. Application potential of cellobiose dehydrogenase. 3.1. Biomedical applications. 3.2. Application of cellobiose

dehydrogenase in biotechnological processes. 4. Summary

Slowa kluczowe: antyoksydacyjny, biosensory, dehydrogenaza celobiozowa, grzyby, wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

Key words:

antioxidant, biosensors, cellobiose dehydrogenase, fungi, antimicrobial properties

1. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwdj populacji ludzkiej wywiera
ogromny wplyw na funkcjonowanie wszystkich ekosys-
temow na Ziemi. Zmieniajace si¢ srodowisko powoduje
modyfikacje calych organizmdw, a nawet pojedynczych
komorek czy organelli. Zywno$¢ i woda zanieczysz-
czone chemikaliami nie sg obojetne dla naszego zdro-
wia. Czesto zwiekszajac okres przydatnosci pokarmow
do spozycia, zmniejszamy szanse naszego organizmu
na funkcjonowanie w pelnej homeostazie i utrzymanie
zdolnosci do aktywnej obrony przed patogenami. Gleba
przesycona herbicydami i sztucznymi nawozami wydaje
plony, ktdre staja sie zrodtem substancji niekorzystnie
oddzialujacych na zdrowie konsumentdéw. Oczyszcza-
nie §rodowiska ze zwigzkow, ktore z zalozenia mialy
oddzialywa¢ pozytywnie na organizmy zZywe, a obecnie

sa dla nich zagrozeniem, to jedno z zadan wspolczesnej
biotechnologii. Takze upowszechnienie antybiotyko-
terapii oprdcz dziatania pozytywnego ma swoje nega-
tywne skutki. Coraz wigkszym problemem staje si¢ zja-
wisko antybiotykoopornosci. Naukowcy opracowuja
coraz to lepsze metody zwalczania drobnoustrojow
i syntezy lekéw nowej generacji. Potencjalnym, bardzo
obiecujacym zrodlem substancji bioaktywnych, o dzia-
faniu bakteriobdjczym, sa zyjace wokot nas mikroor-
ganizmy. Dzieki rozwojowi techniki oraz osiagnieciom
takich nauk jak biotechnologia, mikrobiologia czy inzy-
nieria genetyczna, mozemy nie tylko poznawa¢ mikro-
organizmy, ale takze wykorzystywac je w praktyce.
Enzymy to substancje bialkowe katalizujgce reak-
cje chemiczne zachodzace w przyrodzie. Ich réznorod-
nos¢ zapewnia prawidtowe funkcjonowanie wszystkich
proceséw biochemicznych. Wykazuja one okreslona
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specyficzno$¢ substratows, reaktywnos¢ a takze wias-
ciwosci fizykochemiczne, katalityczne czy biologiczne,
pozadane w wielu dziedzinach biotechnologii. Dzieki
temu, znajduja zastosowanie w medycynie, oraz w réz-
nych galeziach przemystu, usprawniajac procesy tech-
nologiczne, obnizajac ich koszt oraz podnoszac wydaj-
nos¢ [1]. Wedtug najnowszych badan, $wiatowy rynek
enzymow oszacowany w roku 2016 na 5,01 mld USD
do roku 2021 osiagnie 6,32 mld [2]. Statystycznie okoto
65% handlowych enzyméw to enzymy techniczne,
25% to enzymy spozywcze, a 10% to enzymy paszowe.
Wiekszos$¢ enzymoéw przemystowych to hydrolazy, jed-
nak to oksydoreduktazy ze wzgledu na ogromny, nie
do konca wykorzystany potencjal aplikacyjny oraz
bardzo czeste wystepowanie w przyrodzie, sa obecnie
w centrum zainteresowania najwiekszych zespolow
badawczych na $wiecie.

Oksydoreduktazy to enzymy zaklasyfikowane przez
Komitet Nazewnictwa Migdzynarodowej Unii Bio-
chemii i Biologii Molekularnej do klasy pierwszej
(EC1), ktdre katalizuja reakcje utleniania i redukcji.
Oksydoreduktazy grzybowe, o najwiekszym znacze-
niu biomedycznym i biotechnologicznym, mozemy
podzieli¢ na:

— peroksydazy i peroksygenazy zawierajace w swo-
jej strukturze grupe hemowg, aktywowane przez
H,0, jako jedyny akceptor elektron6w;

- oksydazy i dehydrogenazy zawierajace ugrupowa-
nie flawinowe, aktywowane przez O, oraz inne
utleniacze, takie jak Fe** i chinony;

- oksydazy i monooksygenazy zawierajace jony
miedzi [3].

Ze wzgledu na zastosowanie, oksydoreduktazy moz-
na podzieli¢ na techniczne (np. w biosensorach ana-
litycznych), stosowane w specjalistycznych syntezach
chemicznych (np. synteza i modyfikacja polimeréw),
$rodowiskowe (np. oksydacyjna degradacja takich
zanieczyszczen jak polichlorowane bifenyle (PCB) czy
zwigzki fenolowe), spozywcze, lecznicze oraz stosowane
w segmencie srodkéw higieny osobistej [1].

W grupie oksydoreduktaz grzybowych ostatnio
znéw bardzo intensywnie badanym enzymem jest dehy-
drogenaza celobiozowa (CDH), odkryta w latach 70.
XX wieku. Ze wzgledu na swoje niezwykle wtasciwosci,
znajduje ona coraz to nowe zastosowania w réznych
galeziach przemystu oraz medycynie.

2. Dehydrogenaza celobiozowa
2.1. Historia odkrycia i klasyfikacja enzymu
Dehydrogenaza celobiozowa (CDH) to zewnatrz-

komoérkowy, ligninocelulolityczny enzym, odkryty
w roku 1974 przez Ulle Westmark i Karl-Erika Eriks-

sona. Zaobserwowali oni odbarwianie plytek lignino-
-agarowych, w obecnosci celulozy, pod wplywem hodo-
wanych kultur grzybowych, co $wiadczylo o produkeji
przez te grzyby substancji zdolnych do rozktadu kom-
pleksu ligninocelulozowego. Enzym, prawdopodobnie
odpowiedzialny za odbarwianie ptytek, zostal wyizo-
lowany i oczyszczony z dwoch gatunkéw grzybow:
Phanerochaete chrysosporium (dawniej Sporotrichum
pulverulentum) i Trametes versicolor. Biatko to posia-
dalo w swojej strukturze ugrupowanie flawinowe i pier-
wotnie okreslane bylo jako oksydaza celobiozowo-chi-
nonowa (CBQ). Przez wiele lat wystepowato w katalogu
enzymow pod numerem EC1.1.5.1 [4, 5]. Cztery lata
pozniej, w roku 1978 z grzyba P. chrysosporium wyizo-
lowano biatko o dwoch grupach prostetycznych: fla-
winowej i hemowej, wykazujace podobne wlasciwosci
do CBQ, i nadano mu nazwe ,,oksydaza celobiozowa”
(CBO). Badacze sadzili wowczas, ze istnieja dwa nieza-
lezne enzymy rozkladajace ligninoceluloze: flawoprote-
ina (CBQ) oraz hemoflawoproteina (CBO) [6]. W roku
1992 Jonathan D. Wood i Paul M. Wood w swojej pracy
opublikowali dowody na to, ze oksydaza celobiozowo-
-chinonowa to pozbawiona hemu cz¢$¢ oksydazy celo-
biozowej. CBO w wyniku proteolizy ulega rozpadowi na
nieaktywny fragment z grupa hemowg oraz na posiada-
jacy grupe flawinowg katalityczny fragment z centrum
aktywnym [7]. Ze wzgledu na wlasciwosci enzymu, we
wczesnych latach 90. zaproponowano zmiane nazwy
tego biokatalizatora na ,,dehydrogenaza celobiozowa”
(cellobiose dehydrogenase), w skrocie CDH [8]. Nazwa
ta stosowana jest do dzi$, a sam enzym zostal wpisany
do katalogu pod numerem EC 1.1.99.18.

W oparciu o sekwencje genetyczne CDH moze
by¢ filogenetycznie zaliczane do trzech klas: CDH I,
CDH II i CDH III. Pierwsze dwie klasy zbiegaja sie
z genetycznym podzialem organizméw zdolnych do
produkeji dehydrogenazy celobiozowej. Klasa trzecia,
zawierajgca biokatalizatory dotad niesklasyfikowane,
zostala wprowadzona w roku 2008 [9, 10]. Do klasy I
zaszeregowano enzymy syntetyzowane przez grzyby
nalezace do Basidiomycota. Grupa ta obejmuje m.in.
takie gatunki jak Trametes versicolor, Phanerochaete
chrysosporium i Athelia rolfsii (Sclerotium rolfsii). Do
CDH II nalezg za$ bialka wydzielane przez Ascomycota
(m.in. Neurospora crassa, Aspergillus fumigatus i Cha-
etomium atrobrunneum [11]. Enzymy poszczegélnych
klas réznig si¢ miedzy sobg wlasciwosciami. Klasa I
charakteryzuje si¢ stabszym utlenianiem cukréw pro-
stych, takich jak glukoza, wydajniejszym dzialaniem
w kwasnym pH oraz krotsza sekwencja aminokwasows.
Enzymy te w domenie flawinowej maja zlokalizowane
miejsce wigzania celulozy CBD (cellulose binding
domen). Miejsce to, ze wzgledu na swoja konserwatyw-
nos¢, rozpoznaje jedynie celuloze, nie reaguje zas z ksy-
lanem, mannanem, skrobig czy chityna [12]. Sekwencja
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aminokwasowa enzymow nalezacych do CDH II jest
dluzsza, a optimum pH plasuje si¢ w zakresie obojet-
nym lub zasadowym. Klasa ta zostala podzielona na
dwie podklasy: ITA zawierajacg C-koncowy modut wig-
zacy weglowodany i IIB bez takiego modutu. W odnie-
sieniu do swoistosci substratowej, CDH podklasy IIB
wykazuja mniej wyrazng specyficzno$¢ substratowa w
stosunku do celobiozy niz enzymy podklasy IIA [9].
Oczyszczanie dehydrogenazy celobiozowej z kultur
grzybowych, hodowanych na podtozu zawierajacym
celulozg, pomimo duzego stezenia biatka w supernatan-
cie, jest procesem trudnym i czasochlonnym. Zastoso-
wanie bioinzynierii, w procesie biosyntezy CDH, z eko-
nomicznego punktu widzenia jest nieuniknione. Z tego
tez wzgledu, w ostatnich latach opracowano kilka syste-
mow ekspresji rekombinowanego CDH w komorkach
pro- i eukariontow w celu taniej, szybkiej i bezpiecznej
produkeji duzych ilosci enzymu, ktéry mozna tatwo
oczysci¢, ale takze podda¢ modyfikacjom genetycznym
[13]. Paleczka Escherichia coli jest jednym z najczgsciej
stosowanych do produkgcji bialek rekombinowanych
organizméw prokariotycznych. Ekspresja nieuszko-
dzonego CDH, w tym gospodarzu, nie zostata do tej
pory osiagnieta, co wiaze si¢ gtéwnie z brakiem mody-
fikacji potranslacyjnych (glikozylacja), ktore wpltywaja
na wlasciwo$ci dojrzalego biatka [5]. Udokumentowa-
nym efektem ekspresji CDH w E. coli byta funkcjonal-
nie wyrazona domena flawinowa P. chrysosporium [14].
Pichia pastoris jest jednym z najczesciej uzywanych
gospodarzy w ekspresji heterologicznej kilku CDH
syntetyzowanych przez Basidiomycota i Ascomycota.
Drozdze te przeprowadzaja podstawowe modyfikacje
potranslacyjne, wydzielajac zazwyczaj duze ilo$ci funk-
cjonalnych enzymoéw [15-17]. Rozwdj nowych mole-
kularnych narzedzi genetycznych sprawil, ze rowniez
grzyby nitkowane takie jak Aspergillus niger, A. oryzae
czy Trichoderma reesei s3 stosowane jako gospodarze
do produkcji duzych iloéci biatek ekspresyjnych [18].
Do dnia dzisiejszego tylko dwie dehydrogenazy celo-
biozowe zostaly rekombinacyjnie wyprodukowane
w drodze ekspresji w A. oryzae [19] i w A. niger [17].

2.2. Struktura, mechanizm dzialania i wlasciwosci

Dehydrogenaza celobiozowa najczeéciej jest bial-
kiem monomerycznym, skladajagcym si¢ z dwdch
domen potaczonych przez proteolitycznie wrazliwy
region zawiasowy o dlugosci okoto 20-35 reszt amino-
kwasowych [20]. Enzym po trawieniu papaing In vitro
rozpada sie na dwie domeny: flawinowg (DHcdh) i cyto-
chromowa (CYTcdh). Wigksza domena (DHcdh) jest
zwigzana z dinukleotydem flawinoadeninowym, pod-
czas gdy mniejsza domena cytochromowa (CYTcdh)
wigze sie z pojedyncza czasteczka hemu. Sekwencja
domeny cytochromowej jest unikalna w poréwnaniu

z obecnie znanymi w przyrodzie flawocytochromami.
Natomiast ze wzgledu na sekwencje domeny flawinowej
CDH, ta katalitycznie aktywna podjednostka zaliczana
jest do rodziny oksydoreduktaz GMC (glukoza-meta-
nol-cholina) [5]. Domena cytochromowa, znajdujaca
sie na N-koncu lancucha bialkowego, zawiera hem b,
ktory petni funkcje kofaktora. Koniec C biatka zawiera
domene flawinowg, ktora jest niekowalencyjnie zwia-
zana z fragmentem FAD [21]. Wystepowanie obok
siebie grupy flawinowej i hemowej w jednym biatku
katalitycznym, jest unikalne wérdd enzymow zewnatrz-
komdrkowych i zapewnia niezwykle wlasciwosci CDH,
ktére moga miec zastosowanie w wielu galeziach prze-
mystu oraz w medycynie [22].

Funkcja biologiczna dehydrogenazy celobiozowej,
pomimo wielu lat badan, nadal nie zostala do konca
wyjasniona. Enzym ten uczestniczy w degradacji celu-
lozy, a badania prowadzone w ciagu ostatniej dekady
dowodza, ze proces ten wymaga wspoétdziatania CDH
z lityczng monooksygenazg polisacharydowa (LPMO).
Celobioza jest naturalnym substratem dla dehydro-
genazy celobiozowej, ktora utlenia ten zwigzek do
celobionolaktonu [23]. Podczas tego procesu powstaja
dwa elektrony, ktére sg nast¢pnie przenoszone przez
CDH na LPMO. Zredukowane LPMO moze dalej
reagowaé z tlenem i tworzy¢ rodniki, ktére atakuja
matryce celulozows, co ulatwia jej penetracje i rozklad.
Lityczne monooksygenazy polisacharydowe wyrdzniaja
sie wsrod oksydoreduktaz miedziowych, poniewaz
s3 zdolne do oksydacyjnego rozbijania krystalicznej
celulozy, ktorej dezintegracja jest nadal powaznym
problemem przemystowym [3]. Wobec tego dehydro-
genaza celobiozowa uczestniczy w systemie degradacji
celulozy na dwa sposoby: poprzez utlenianie celobiozy
i/lub funkcjonowanie jako enzym redoks integrujacy
dzialanie LPMO. Enzym CDH moze réwniez redu-
kowac¢ Fe** do Fe** i O, do H,0, [24]. Podczas reakcji
redukgji, p-D-celobioza jest utleniana, tworzac w ten
sposob celobionolakton, ktdry jest nastepnie hydroli-
zowany w duzej ilosci wody do odpowiedniego kwasu
karboksylowego. Nastepuje przeptyw elektronéw z cen-
trum katalitycznego, przy udziale grupy FAD, ktéra
zostaje zredukowana do FADH, [25], poprzez miedzy
domenowy transfer elektronéw do domeny hemowej
[26]. Akceptorem elektronéw jest kompleks zelazowy,
prawdopodobnie z atomem Fe**. Zredukowana CDH
ulega ponownemu utlenieniu przez akceptory elektro-
now, takie jak 1,2- lub 1,4-benzochinon, kationy ABTS
oraz skompleksowane jony metali, takie jak Fe’*, Cu**
i Mn** lub tlen. Otrzymane jony zelaza moga nast¢pnie
uczestniczy¢ w reakeji Fentona, ktdrej produktami sg
wysoko reaktywne rodniki hydroksylowe. W nienaru-
szonym enzymie hem stymuluje redukcje Fe** dziatajac
jako akceptor elektronéw lub bezposrednio redukujac
Fe’* [27] (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Schemat cyklu katalitycznego oraz lancucha transportu elektronow w dehydrogenazie celobiozowej
z Myriococcum thermophilum [MtCDH (pdb 4QI6)] [21]

3. Potencjal aplikacyjny dehydrogenazy produktow medycznych. Dzialania niepozadane moga

celobiozowej by¢ przyczyna nie tylko braku skutecznosci dziatania

opracowanych rozwigzan, ale takze wywolywa¢ nowe

Zlozonos¢ organizmu ludzkiego sprawia, ze przy  schorzenia. Aby zminimalizowa¢ ryzyko takiej sytuacji,

opracowywaniu nowych wyrobéw biomedycznych coraz czesciej stosowane s3 substancje pochodzenia

nalezy uwzgledni¢ interakcje pomiedzy substancjami  naturalnego, pozwalajace uniknaé przykrych konse-
wchodzacymi w sklad naszego ciala, a komponentami  kwencji zjawiska nietolerancji (Tab. I).

Tabela I
Grzyby produkujace CDH o najwyzszym potencjale aplikacyjnym
Zrédlo enzymu ele;:iu Zastosowanie P;ig::;g_
Phanerochaete chrysosporium CDHI |Biosensor laktozowy [22,23]
Biosensor do detekcji katecholoamin [24]
Phanerochaete sordida CDHI |Biosensor laktozowy [25-27]
Trametes villosa CDHI |Biosensor laktozowy [22,25]
Bioogniwo paliwowe [28]
Sclerotium rolfsii (Athelia rolfsii) CDHI |Biosensor do detekcji katecholamin [24]
Produkcja kwasu laktobionowego [29]
Corynascus thermophilus CDHII |Bioogniwa paliwowe [30]
Biosensor laktozowy [31]
Biosensor glukozowy [32-34]
Jezyk bioelektroniczny [35]
Dichomera saubinetii CDHII |Bioogniwo paliwowe [36]
Myriococcum thermophilum CDHII |Biosensor glukozowy [37,38]
Jezyk bioelektroniczny [35]
Synteza nadtlenku wodoru [39]
Wybielanie papieru [40]
System regeneracji przeciwutleniaczy [41]
Systemy przeciwdrobnoustrojowe i antybiofilmowe | [42-44]
Detoksykacja [45]
Humicola insolens CDHII |Bioogniwo paliwowe [46]
Chaetomium cellulolyticum (Collariella virescens) | CDHII | Degradacja celulozy [47]
Neurospora crassa CDHII |Produkcja kwasu celobionowego [48-50]
Jezyk bioelektroniczny [35]
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3.1. Biomedyczne zastosowania

Doskonalymi komponentami materialéw biome-
dycznych, o duzym potencjale aplikacyjnym, sg enzymy
a w tym takze dehydrogenaza celobiozowa. Perspek-
tywa zastosowania tego biokatalizatora wynika miedzy
innymi ze specyficznosci substratowej oraz zdolnosci
do bezpos$redniego transferu elektronéw, co wykorzy-
stywane jest w biosensorach i bioogniwach paliwowych.
Enzymy syntetyzowane przez Ascomycota, posiadaja
modut wigzacy weglowodany, dzieki czemu wykazuja
szerszg specyficznos¢ substratowa niz CDH wyizolo-
wane z Basidiomycota. Reaguja one z mono-, di- i oli-
gosacharydami, w tym takze z glukoza, powszechnie
wystepujaca w organizmie ludzkim.

Waznym aspektem zastosowania CDH, zaréwno
w procesach biotechnologicznych jak i biomedycznych,
sa takze produkty powstajace w wyniku reakcji enzyma-
tycznych katalizowanych przez to biatko. Cukry znajdu-
jace si¢ w organizmie ludzkim, ale takze w Srodowisku
naturalnym, moga stanowi¢ potencjalne substraty dla
CDH, umozliwiajac poprawne dzialanie tego enzymu.
W wyniku ich utleniania powstajg kwasy aldonowe,
stosowane w wielu dziedzinach. Podczas reakeji enzy-
matycznej nastgpuje takze przeniesienie elektronéw na
tlen czasteczkowy. Produktem ubocznym tej reakcji jest
nadtlenek wodoru (H,O,), bedacy silnym $rodkiem
utleniajacym, wykazujacym wiasciwosci dezynfekujace
oraz antyseptyczne [46].

Systemy przeciwdrobnoustrojowe
i antybiofilmowe oparte na CDH

Zdolnos¢ dehydrogenazy celobiozowej do wytwa-
rzania nadtlenku wodoru przy udziale tlenu czastecz-
kowego jako akceptora elektronéw uczynila ten enzym
bardzo interesujacym kandydatem do opracowywania
systemow antybakteryjnych, zapobiegajacych koloniza-
¢ji implantéw lub cewnikéw moczowych poprzez hamo-
wanie tworzenia biofilmow [49]. Nadtlenek wodoru to
zwigzek, ktory juz w niskich stezeniach rzedu 0,25-3%
wykazuje wlasciwosci antyseptyczne i dezynfekujace.
Dziala on na bakterie m.in. poprzez peroksydacje
i przerwanie blony komoérkowej, utlenianie nukleozy-
déw, hamowanie syntezy bialek oraz inhibicje enzy-
mow. Nastepstwem tych zjawisk jest $mier¢ komorki
[58]. Niewatpliwg zaleta H,O, jest jego niska stabilnos¢
w roztworze, ktdra pozwala na precyzyjng lokalizacje
jego dziatania. Aktywno$¢ systemu wytwarzania H,O,
z udziatem CDH moze by¢ kontrolowana przez poda-
wanie do srodowiska reakcji odpowiedniego substratu.
Co wigcej wydajno$¢ powyzszego ukladu wykazuje
stechiometryczng zalezno$¢ tzn. podanie do ukiadu
2mM celobiozy powoduje wytworzenie 2mM nad-
tlenku wodoru. Prowadzone badania dowodza, ze catko-
wite zahamowanie wzrostu drobnoustrojow z gatunku

Escherichia coli i Staphylococcus aureus mozna osiaggnaé
poprzez dodanie do ukfadu 0,8 mM celobiozy, zas 50%
redukcja zachodzi na poziomie odpowiednio 0,25 mM
dla E.coli i 0,19 mM dla S. aureus [59]. W ostatnich
latach przeprowadzono badania nad mozliwym zasto-
sowaniem dehydrogenazy celobiozowej do wytwarzania
nadtlenku wodoru, dezynfekujacego cewniki moczowe.
Sa one standardowymi narzedziami medycznymi sto-
sowanymi na calym $wiecie. Obecnie przeprowadza si¢
u pacjentdw czesta wymiane cewnikéw, co powoduje
znaczne niedogodno$ci i zwieksza koszty opieki zdro-
wotnej. Infekcje cewnikéw powodowane sa gldwnie
przez drobnoustroje z rodzaju Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Pseudomonas, Acinetobacter i Enterobacter,
ktore przylegaja do powierzchni cewnika w zlozonym
biofilnie [60]. Badania wykazaly, Ze rekombinacyjnie
wytwarzany w Pichia pastoris CDH z Myriococum ther-
mophilum catkowicie hamuje wzrost E. coli i S. aureus
zaréwno w cieklym, jak i stalym podtozu, gdy jest ono
uzupelnione o 0,8 mM lub 2mM roztwdr celobiozy.
W ten sam sposob wzbogacajac uktad w 1 mM roztwor
celobiozy mozemy hamowa¢ tworzenie si¢ biofilmu na
foliach silikonowych. System CDH/celobioza skutecz-
nie hamowat wiele mikroorganizméw kolonizujacych
cewniki, w tym lekooporne szczepy S. aureus, Staphy-
lococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Stenotropho-
monas maltophilia, Acinetobacter baumannii i Pseudo-
monas aeruginosa. Co ciekawe, CDH utlenial réwniez
zewnatrzkomorkowe polisacharydy (exPS) wytwarzane
przez mikroorganizmy, generujac nadtlenek wodoru
w ukladzie nie zawierajagcym celobiozy. Produkcja
H,0,, a w konsekwencji wlasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe i antybiofilmowe, wzmocnione zostaly przez
wlaczenie do systemu hydrolaz glikozydowych, takich
jak a-amylazy. Przeprowadzaly one hydrolize polisa-
charydow, zwigkszajac liczbe koncowych substratow
dla CDH i destabilizowaly strukture biofilmu [49]. Aby
przetestowac skuteczno$¢ tego systemu w srodowisku
medycznym zesp6t badawczy profesora G.S. Nyanhongo
wyizolowal bakterie powszechnie zasiedlajace cewniki,
a nastepnie inkubowat je z CDH w obecnosci celobiozy.
Testy in vitro wykazaly, ze uktad zawierajacy 10 mM roz-
twor wymienionego wyzej dwucukru i CDH, catkowi-
cie eliminuje S. aureus i A. baumannii oraz intensywnie
hamuje wzrost S. epidermidis i S. maltophilia. Badane
szczepy bakteryjne, podobnie jak wigkszo$¢ organiz-
moéw tlenowych, posiadaly zdolno$¢ do syntezy kata-
lazy, enzymu rozkladajacego H,O,. Oznacza to, Ze byty
one wyposazone w czynnik opornosci, ktory czynit te
szczepy niewrazliwymi na nadtlenek wodoru. Wykorzy-
stywanie celobiozy jako substratu w reakcji wytwarzania
nadtlenku wodoru z udzialem CDH jest réwniez bardzo
korzystne z medycznego punktu widzenia, gdyz cukier
ten nie nalezy do tatwo przyswajalnych zrodet wegla dla
mikroorganizméw. Dzigki temu mozemy juz w pewien
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sposob ogranicza¢ ich wzrost. Ponadto CDH moze
wykorzystywac¢ réwniez inne substraty, takie jak oligo-
i polisacharydy obecne w systemach biomedycznych
[59]. Daje nam to mozliwos¢ dostosowania rodzaju sub-
stratow reakcji do typu srodowiska. Zjawisko powstawa-
nia biofilmu odgrywa ogromna role we wspoélczesnej
walce czlowieka z patogennymi mikroorganizmami.
Stopien ekspansywnosci tej struktury bakteryjnej obra-
zuje fakt, iz 80% wszystkich zakazen drobnoustrojami
ma zwigzek z powstaniem biofilmu [61]. Jego wytwo-
rzenie sprawia, ze konwencjonalne $rodki przeciwdrob-
noustrojowe stajg si¢ nieskuteczne. Proces ten zachodzi
wedlug nastepujacego schematu: odwracalne przytacze-
nie bakterii do powierzchni, nieodwracalna adhezja,
wzrost i podzial bakterii, tworzenie zewnetrznej ostonki
i powstanie biofilmu, nabycie przez biofilm struktury
trojwymiarowej [62]. Gléwng funkcja biofilmu jest
ochrona drobnoustrojéw przed negatywnym wplywem
$rodowiska zewnetrznego [63]. Mikroorganizmy two-
rzace biofilm sg bardziej oporne na antybiotykoterapie
i trudniejsze do usuniecia. Z tego wzgledu zapobieganie
powstawaniu biofilmu jest kluczowe dla udanej strate-
gii walki z infekcjami wywolywanymi przez mikroorga-
nizmy zasiedlajace powierzchnie biomateriatéw medycz-
nych [49]. Biofilmy oporne na antybiotykoterapie staja
sie zrodlem ciggle nawracajacych i przewlektych zaka-
zen. Dzieje si¢ tak dlatego, ze bakterie Zyjace wewnatrz
tej struktury sg dobrze chronione przed srodkami béj-
czymi, ktére majg ograniczony dostep do patogendow.
Dochodzi do powstawania opornych fenotypéw oraz
modyfikacji mikrosrodowiska [64]. Jednym z rozwia-
zan, ktore mozemy zastosowaé do walki z biofilmami,
jest unieruchomienie na powierzchni chronionych
struktur enzymow, ktére dzieki swoim wlasciwosciom
zdolne sg do zakldcania waznych dla komorek bakteryj-
nych proceséw, hamowania ich wzrostu i podzialu oraz
niszczenia skladnikéw niezbednych do osiagniecia przez
biofilm stabilno$ci [51]. Badacze z zespolu profesora
G.S. Nyanhongo przylaczyli dehydrogenaze celobiozowa
do powierzchni cewnikéw moczowych wykonanych
z polidimetylosiloksanu (PDMS) i obserwowali wplyw
enzymu na proces tworzenia si¢ biofilmow [59]. Enzym
CDH wbudowany zostal w $rodek poslizgowy, trady-
cyjnie stosowany w celu zminimalizowania dyskom-
fortu podczas cewnikowania [49]. Badania wykazaly,
ze immobilizowany enzym byl w stanie zakt6caé wcze-
sne etapy powstawania biofilmu (préba na S. aureus).
Zywotno$¢ komorek bakteryjnych w tym uktadzie byta
0 70% nizsza niz tych pochodzacych z proby kontrol-
nej, a catkowita biomasa zdeponowana na powierzchni
cewnikéw zmniejszyla si¢ o 30%. Inny eksperyment
pokazuje, ze antybiofilmowe dziatanie CDH aktywne
jest przez dluzszy czas, gdyz po tygodniu umieszczona
na cewnikach biomasa bakteryjna zmniejszyta sie o 70%
[50]. Badania te pokazuja, ze dehydrogenaza celobio-

zowa jest enzymem, ktory w efektywny sposob moze
by¢ wykorzystywany w takich aplikacjach jak systemy
antybiofilmowe i komponenty biomaterialow.

System regeneracji przeciwutleniaczy

Rany przewlekle, stanowigce powazny problem
zdrowotny, definiuje sie jako trudne do wyleczenia
i pozostajace w fazie zapalnej przez nieprzewidywalny
czas. Duza przeszkoda pojawiajacy si¢ podczas proby
ich leczenia jest ciagle uwalnianie proteaz, wolnych
rodnikéw, w tym reaktywnych form tlenu (ROS) i reak-
tywnych form azotu (RNOS) oraz duze ilosci wysie-
kéw sprzyjajacych zakazeniom mikrobiologicznym.
W ostatnich latach zesp6t profesora Nyanhongo opra-
cowal hydrozel na bazie CDH, ktéry moze zrewolucjo-
nizowa¢ sektor opatrunkéw medycznych [65]. Skon-
struowano go poprzez wlaczenie zwigzku fenolowego
- katecholu (pelnigcego funkcje przeciwutleniacza)
i celobiozy do hydrozelu (alginianu i/lub Zelatyny), two-
rzac w ten sposob wielofunkcyjny polimer pomocny
w leczeniu chronicznych ran. Hydrozele te wspoma-
gaja proces gojenia w dwojaki sposéb. CDH wlaczony
do hydrozelu regeneruje cyklicznie przeciwutleniacze
po tym, jak zostaja one zuzyte w procesie neutraliza-
cji wolnych rodnikéw. Réwnoczesnie ciagta produkcja
H,0, hamuje rozwdj mikroorganizméw i odkaza rane.
Wyniki badan wskazuja, ze opatrunki te moga catko-
wicie zahamowac wzrost S. aureus, Cellulosimicrobium
cellulans, Bacillus subtilis oraz Pseudomonas putida,
umozliwiajac tym samym sprawne gojenie sie rany [59].

Produkcja bioaktywnych czasteczek
na bazie CDH

Kwasy aldonowe, zwane takze kwasami cukrowymi,
to zwigzKki, ktore znajdujg szerokie zastosowania biome-
dyczne. Wykorzystywane sa miedzy innymi jako $rodki
nawilzajace i bioaktywne w medycynie, a w transplan-
tologii jako sktadniki roztworéw do przechowywania
narzagdéw przygotowanych do przeszczepéw. Z nich
takze w przemysle farmaceutycznym i chemicznym syn-
tetyzuje sie biokompatybilne i biodegradowalne systemy
dostarczania lekéw [66]. Proces ich syntezy prowadzony
w sposob tradycyjny jest zrodlem wielu nieprzyjaznych
dla $rodowiska substancji takich jak wodorotlenki bro-
mu, miedzi lub srebra [67], dlatego tak wazne jest opra-
cowanie alternatywnych metod ich otrzymywania. Jed-
nym z powszechnie uzywanych zwigzkow z tej grupy
jest kwas laktobionowy (LBA). Zwiazek ten jest obecnie
najbardziej rozpowszechnionym skladnikiem systemow
chtodniczych stosowanych do stabilizacji narzadow
przed przeszczepem. Znajduje rowniez zastosowanie
w kosmetologii jako $rodek do wygladzania zmarsz-
czek, ogdlnej pielegnacji skory i jej wytwordw [68, 69].
Jego synteze mozna przeprowadzi¢ z udzialem CDH,
ktora w temperaturze 25-50°C biotransformuje laktoze



BIOTECHNOLOGICZNE I BIOMEDYCZNE ZASTOSOWANIA DEHYDROGENAZY CELOBIOZOWE] GRZYBOW 81

w laktono-6-lakton, ulegajacy spontanicznej hydrolizie
w roztworach wodnych do LBA. W tych warunkach
po 2,5 godz. inkubacji zachodzi 100% przeksztalcenie
wyjsciowego cukru w kwas laktobionowy [70]. Enzyma-
tyczne utlenianie laktozy jest znacznie wydajniejsze niz
procesy chemicznego otrzymywania LBA [71]. Dehydro-
genaza celobiozowa wykazuje jak dotad najwyzsza selek-
tywnos$¢ (na poziomie 100%) i wydajnos¢ (95%) spo-
$réd dotychczas testowanych enzymoéw [72]. Zapewnia
to duzy spadek kosztow procesu oraz oszczedno$¢ czasu.

Celobioza bedaca naturalnym substratem dla CDH
utleniana jest przez ten enzym do kwasu celobiono-
wego. Zwigzek ten jest wysoce higroskopijny. Wiasci-
wos¢ ta zostala wykorzystana do produkcji nawilzajg-
cych skére matryc zelowych. W obecnosci tego enzymu
zachodzg réwniez reakcje utleniania pochodnych celu-
lozy zawierajacych grupy aminowe, acetamidowe i azy-
dowe [73]. Zwiazki te badane sa pod katem wykorzysta-
nia jako biomedyczne systemy dostarczania lekéw oraz
prekursory podczas syntezy substancji pomocniczych
w farmakologii [74].

Produkcja prebiotykow bez laktozy

Prebiotyk okresla si¢ jako substrat selektywnie
wykorzystywany przez mikroorganizmy gospodarza,
zapewniajacy mu korzysci zdrowotne. Termin ten moze
by¢ stosowany tylko wtedy, gdy korzystny wplyw na
zdrowie zwigzany jest z modulacja mikrobioty w okres-
lonej lokalizacji [75]. Do substancji prebiotycznych
zaliczamy m.in. galakto-oligosacharydy (GOS) bedace
zlozonymi mieszaninami réznych cukrow wytwarza-
nych poprzez transgalaktozylacje laktozy przy uzyciu
enzymu (-galaktozydazy [76]. Szczegdlnie stymuluja
one wzrost bakterii z grup Bifidobacteria i Lactoba-
cillus. Przyczynia si¢ to do zwigkszonego wchlaniania
mineratéw przez organizm ludzki, hamowania rozwoju
patogendw oraz modulacji uktadu odpornosciowego.
Jednakze komercyjne GOS-y zawierajag w swoim skla-
dzie jednostki galaktolaktozy, co stanowi duzy problem,
poniewaz obecnie okoto 70% populacji $wiatowej cierpi
na niedobor B-galaktozydazy w jelicie cienkim [77].
Defekt ten powoduje zwigkszong wrazliwos¢ na lak-
toze, ktorej usuniecie z GOS jest trudne i nieoptacalne
[59]. Aby rozwigzaé ten problem mozemy wykorzysta¢
zdolno$¢ CDH do biotransformacji laktozy w LBA
omoéwiong w poprzednim podrozdziale. Kwas laktobio-
nowy wytworzony z laktozy w obecnosci CDH zostaje
nastepnie usuniety z preparatu za pomoca chromato-
grafii jonowymiennej [5].

3.2. Zastosowanie dehydrogenazy celobiozowej
w procesach biotechnologicznych

Enzymy grzybowe wykazuja znaczny potencjal bio-
technologiczny ze wzgledu unikalne wlasciwosci. Stoso-

wane sa w biodegradacji zwigzkéw toksycznych, konwer-
sji polimeréw czy produkgji substancji bioaktywnych.

Dehydrogenaza celobiozowa, ze wzgledu na zdol-
nos¢ do rozktadu i modyfikacji sktadnikow kompleksu
ligninocelulozowego, moze znalez¢ praktyczne zastoso-
wanie w przemysle celulozowo-papierniczym w procesie
wybielania papieru obok powszechnie uzywanych do
tego celu enzymow ligninolitycznych takich jak lakaza
czy peroksydazy manganozalezna (MnP) i ligninowa
(LiP) [78, 79]. Wlasciwosci CDH nie ograniczajg si¢
jedynie do degradacji skladnikéw drewna. Prowadzone
przez grupy rosyjskich naukowcéw badania wykazaly,
ze enzym ten moze rozkladac réznego rodzaju zwigzki
o charakterze ksenobiotykéw. Zaobserwowano zdolnosé
CDH do biodegradacji m.in: poliakrylanu, kopolimeru
akrylanowo-akrylamidowego, heksohydro-1,3,5-trini-
tro-1,3,5-triazyny oraz herbicydéw triazynowych (np.
atrazyny). W latach 90. w Europie, jednym z najczesciej
stosowanych herbicydéw byla atrazyna, wykazujaca
silne wlasciwosci karcinogenne. Zwigzek ten pomimo,
wycofania z uzycia ciagle znajduje si¢ zaréwno w wodach
gruntowych jak i glebie. Uzyskane wyniki wskazujg na
mozliwo$¢ zastosowania dehydrogenazy celobiozowej
W procesie usuwania zanieczyszczen srodowiska, mie-
dzy innymi z takich zwigzkow jak pestycydy [79, 80], co
sugeruje potencjalne zastosowanie CDH w bioremedia-
cji zwigzkow powszechnie zanieczyszczajacych srodowi-
sko. Zdolnos¢ CDH do usuwania toksyn wykazali takze
naukowcy z dwoch zaprzyjaznionych uniwersytetow
wiedenskich poddajac procesowi detoksykacji pozo-
stalosci po tloczeniu oliwy z oliwek. Po raz pierwszy
oceniali oni wspéldziatanie CDH i lakazy, wykorzystujac
odpady poddane dziataniu enzymow jako substraty do
produkgji biogazu [52].

W ostatniej dekadzie, wiele zespoléw badaw-
czych skupilo si¢ na synergistycznym dziataniu CDH
i litycznej monooksygenazy polisacharydowej (LPMO).
Enzymy te uczestnicza w rozkladzie celulozy bedacej
potencjalnym substratem w produkcji biopaliw nowej
generacji [81].

Dehydrogenazy celobiozowe moga by¢ réwniez sto-
sowane jako biokomponenty w biosensorach ampero-
metrycznych lub przy konstrukcji enzymatycznych bio-
ogniw paliwowych, ze wzgledu na sposdb przenoszenia
elektronow w ukladzie katalitycznym, oraz specyficz-
no$¢ substratows biokatalizatora.

Biosensory enzymatyczne oparte na CDH
Dehydrogenazy celobiozowe to wszechstronne bio-
katalizatory, zdolne do wykrywania weglowodanow,
a takze chinondéw i katecholamin. Biosensory oparte na
CDH znalazly swoje zastosowanie w wielu roznych dzie-
dzinach biotechnologii, technologii Zywnosci, rolnic-
twie, ochronie zdrowia, medycynie czy monitorowaniu
zanieczyszczen [82]. W zaleznosci od zrddla z jakiego



82 KATARZYNA OLSZEWSKA, ANNA OLSZEWSKA, JERZY ROGALSKI, JUSTYNA SULE]

oczyszczono bialko, specyficzne wiasciwosci katali-
tyczne enzymu umozliwiajg utlenianie réznych sub-
stratow, a zatem uzycie réznych analitow w zakresie
zastosowan biosensora. Klasa I CDH, syntetyzowana
przez grzyby nalezace do Basidiomycota, wykazuje bar-
dzo wysoka specyficznos¢ w stosunku do substratow
polaczonych wigzaniem p-1,4-glikozydowym, a zatem
s3 to idealne biokomponenty do wykrywania celo-
biozy i laktozy [83]. Pierwszy biosensor zawierajacy
CDH skonstruowano na poczatku lat dziewiecdzie-
sigtych w grupie badawczej Lindquista, na bazie wegla
szklistego, CDH (Phanerochaete chrysosporium) oraz
osmu, oznaczajac ilosciowo zawartos¢ celobiozy i lak-
tozy [84]. Ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ jonow
osmu, praktyczne zastosowanie takiego ukladu byto
znacznie ograniczone. Jednakze potrzeba opracowania
metody szybkiej detekcji laktozy w $rodkach spozyw-
czych, wynikajaca z coraz czestszych nietolerancji tego
disacharydow spoleczenstwie, doprowadzila do inten-
syfikacji badan. Poszukiwano nietoksycznych substan-
cji faczacych biokatalizator do powierzchni czujnika.
Zastosowanie nanorurek weglowych w analizach elek-
trochemicznych, doprowadzito do przelomu w bada-
niach. Amperometryczne biosensory trzeciej generacj,
o bardzo duzej czulosci, bazujace na CDH z Trametes
villosa lub Phanerochaete sordina zostaly opracowane
do zastosowan w przemysle mleczarskim [32, 83].

Odkrycie CDH produkowanych przez Ascomycota,
nalezacych do klasy II, zdolnych do utleniania takze
monosacharydoéw, stworzyto mozliwos¢ zaprojektowa-
nia bioczujnika glukozowego opartego na dehydroge-
nazie celobiozowej. Okreslono wlasciwosci katalityczne
oraz profile pH kilku CDH, jednak najbardziej obie-
cujace, jako skladnik biosensora glukozowego, okazaty
sie enzymy z Corynascus thermophilus (CtCDH) [40,
41] i Myriococcum thermophilum (MtCDH) [44, 45], ze
wzgledu na zdolno$¢ do bezposredniego przeniesienia
elektronow (DET - direct electron transfer) w fizjolo-
gicznym dla czlowieka pH [85].

Biosensory bazujace na elektrodzie grafitowej zmo-
dyfikowanej CDH stosowane s3 takze do prostego
i szybkiego pomiaru zawarto$ci zwigzkéw fenolowych
w srodowiska [86]. Mozliwe jest réwniez monitorowanie
stezenia katecholoamin bedgcych prekursorami neuro-
transmiteréw i hormonéw, w medycynie przy leczeniu
zaburzen neurologicznych i psychiatrycznych [78].

Innym, ciekawym zastosowaniem CDH jako ele-
mentu detekcyjnego, jest konstrukcja tzw. elektronicz-
nych jezykow (electronics tongues, ET). S to systemy
wieloczujnikowe wykorzystujace reakcje krzyzowe,
ktore moga przetwarzac sygnat za pomocg zaawanso-
wanych metod matematycznych opartych na rozpozna-
waniu wzorcéw i/lub wielowymiarowej analizie danych.
Umozliwiaja one interpretacje kompozycji ztozonych
analitéw oraz odrdznianie elementéw pierwotnych

od zakldcajacych [87]. Matryce czujnikowe, ktérych
sygnaly analizowane sa przez odpowiednie procedury
numeryczne (tzw. elektroniczne jezyki) charakteryzuje
odmienne w stosunku do klasycznej analizy chemicz-
nej podejscie. Zamiast oznaczania wybranych substan-
cji w badanych prébkach, matryce najczesciej majg za
zadanie okresli¢ cechy jako$ciowe probek niezwigzane
z jej pojedynczymi, analizowanymi oddzielnie sktadni-
kami. Dzigki temu mozliwe jest na przyklad okreslenie
przydatnosci do spozycia, wartosci odzywczej, odpo-
wiedniego czasu lezakowania lub fermentacji. Z tego
wzgledu w ciagu ostatnich kilkunastu lat matryce czuj-
nikowe z powodzeniem wykorzystywane byly w szeregu
aplikacji - od analizy Zywno$ci, przez monitoring $ro-
dowiskowy i procesowy, do diagnostyki medycznej [88,
89]. Systemy ET oparte na czasteczkach biologicznych,
takich jak enzymy, nazywane sg jezykami bioelektro-
nicznymi (bioelectronics tongues, BioET). Zastosowa-
nie CDH w BioET jest zwigzane z duza réznorodnoscia
form enzymow pochodzacych z réznych zrddel, ktora
pozwala na dostosowanie systemu do wykrywania
réznych analitycznie istotnych cukréw, takich jak np.
laktoza, maltoza i celobioza. Istotna byla rowniez, nie-
dawno odkryta zaleznos¢ poziomu aktywnosci enzymu
od obecnosci w srodowisku kationdw, a w szczegolnosci
Ca?*. Wlasciwos¢ ta sprawia, ze bialka z klasy II, ktore
sa w wiekszym stopniu regulowane przez Ca’*, moga
by¢ uzywane do okreslania zawartosci jonéw wapnia
w mleku. Dodatkowo wykorzystujac reakcje krzyzowa
CDH roéznego pochodzenia z laktoza i glukoza oraz
interferujacymi kationami Ca** mozna przeprowadzi¢
rozdzielenie tych analitow [42].

Bioogniwa paliwowe oparte na CDH

Konstrukcja bioogniw paliwowych (biofuel cells,
BFC) opartych na dziataniu dehydrogenazy celobio-
zowej, to kolejna aplikacja wykorzystujaca bioelektro-
chemiczne wtasciwosci CDH. Enzym ten dzieki mozli-
wosci zaréwno bezposredniego (DET) jak i posredniego
(MET - mediated electron transfer) transferu elektro-
ndw, stal sie interesujacym skladnikiem anodowej cze-
$ci bioogniwa paliwowego. Urzadzenia te sa w stanie
przeksztalci¢ energie chemiczng w elektryczng prze-
prowadzajac reakcje biochemiczne odbywajace si¢ za
pomocy biokatalizatoréw, katalizujacych utlenianie
biopaliwa i redukcje utleniacza [90]. Urzadzenia zasi-
lane bioogniwami mogg by¢ w prosty sposob miniatu-
ryzowane, dlatego ich potencjal aplikacyjny zwigzany
jest gléwnie z zasilaniem niewielkich wszczepialnych
lub przeno$nych urzadzen, takze biomedycznych [91].

Poczatkowe prace nad zastosowaniem CDH w bio-
ogniwach paliwowych oparte byly na elektrodach grafi-
towych modyfikowanych zaadsorbowanym enzymem.
Biatka nalezace do klasy I CDH produkowane przez
Phanerochaete chrysosporium [33, 45], Trametes villona
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[29, 35] i Dichomera saubinetii [43] oraz klasy II CDH
z Myriococcum thermophilum [45] i Corynascus ther-
mophilus [38] zostaly uzyte we wstepnych badaniach
z laktoza i glukoza jako paliwem anodowym [83].
Przyktadem takiego bioogniwa jest zaprojektowany
przez Comana i wsp. [43] model bioogniwa paliwo-
wego, w ktorym dehydrogenaza celobiozowa stanowi
bioanodg, natomiast na katodzie immobilizowana jest
lakaza. W ostatnich latach badania nad bioogniwami
paliwowymi prowadzone sg bardzo intensywnie, skut-
kujac zgloszeniami patentowymi obiecujgcych mikro-
systemow stosowanych w dyscyplinach medycznych
i inzynieryjnych. Wykazano mozliwo$¢ tworzenia
miniaturowych, samodzielnych biourzadzen zasila-
nych bioogniwem, w ktérym CDH unieruchomiono
na anodzie a oksydaze bilirubinowa (BOD) na kato-
dzie. Ogniwo to umozliwia produkcje nowej generacji
bezprzewodowych interfejséw neuronalnych znajdu-
jacych zastosowanie kliniczne. Uzywa si¢ ich réwniez
w przeprowadzanych in vivo badaniach neurofizjolo-
gicznych. Dzigki polaczeniu ogniwa i metody spektro-
skopii impedancyjnej (EIS) zademonstrowano sprze-
zenie indukcyjne miedzy urzadzeniem a neuronami
mozgu szczura [85]. Kolejnym przykltadem urzadzen
zasilanych energig pochodzaca z BFC jest elektroniczna
soczewka kontaktowa. Zastosowany w niej uktad CDH/
BOD do wytwarzania pradu wykorzystuje glukoze i tlen
rozpuszczone we Izach [92]. Ryc. 2

4. Podsumowanie
Dehydrogenaza celobiozowa jest enzymem, ktdry

dzieki oryginalnej strukturze i wlasciwosciom moze by¢
stosowany w wielu procesach biotechnologicznych oraz

w medycynie. Intensywnie prowadzone badania dostar-
czajg coraz to nowych mozliwosci aplikacyjnych tego
biatka. Rozpoczynajac od degradacji ligninocelulozy,
bedacej substratem w produkcji biopaliw, umozliwiajac
tym samym prowadzenie proceséw technologicznych
w sposob bardziej przyjazny dla $srodowiska. Poprzez
procesy detoksykacyjne, az do zastosowan bioelek-
trochemicznych zwigzanych z detekcjg lub zasilaniem
wszczepialnych i przeno$nych urzadzen, zwlaszcza bio-
medycznych. Biomedyczne zastosowania tego enzymu
obejmuja takie dziedziny jak antybiotykoterapia, sektor
opatrunkow, regeneracja przeciwutleniaczy, a przede
wszystkim systemy antybiofilmowe. Wtasciwosci anty-
oksydacyjne i przeciwdrobnoustrojowe CDH s3 obec-
nie intensywnie badane pod katem nowych mozliwosci
zastosowania w przemysle spozywczym a dokladniej
w opakowalnictwie. Zastosowanie tego enzymu moze
sta¢ sie alternatywg dla posiadajgcej podobne wlas-
ciwosci oksydazy glukozowej, stosowanej takze w sek-
torze opakowan.

Dehydrogenaza celobiozowa uzywana jest réwniez
do produkeji czasteczek bioaktywnych takich jak np.
kwasy aldonowe, ktorych zastosowanie wykracza poza
obszar medycyny. Niezwykle istotna jest takze mozli-
wo$¢ zastosowania CDH w procesie produkcji prebioty-
kéw niezawierajgcych laktozy. Mozliwosci zastosowania
tego biokatalizatora sg bardzo szerokie i z pewnoscia
wciaz nie do konca odkryte. Dlatego tak wazne jest
nieustanne pogtebianie naszej wiedzy o tym enzymie,
ale réwniez o innych biatkach katalitycznych, ktore
moga zrewolucjonizowaé przemyst i rynek produktow
medycznych. Otaczajgce nas mikroorganizmy sg zrod-
fem substancji bioaktywnych o ogromnym potencjale
aplikacyjnym.
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Streszczenie: Branza spozywcza jest jednym z obszaréw dziatalnosci przemystowej, ktéra wymaga czestego wdrazania technologicznych
i produktowych innowacji. Wyroby spozywcze powstajace zardéwno w zaawansowanych technologicznie fabrykach, jak i w matych przed-
siebiorstwach produkcyjnych, sg coraz czesciej wytwarzane z wykorzystaniem innowacyjnych dodatkéw do Zywnosci, do ktérych naleza
m.in. naturalne sktadniki polisacharydowe. Jednym z takich sktadnikéw jest produkowana przez bakterie (najczesciej z rodzaju Komaga-
taeibacter xylinus, znanego wczesniej jako Gluconacetobacter xylinus) celuloza, nazywana bionanoceluloza. Bionanoceluloza to polimer
o wyjatkowo cennych wiasnosciach uzytkowych, wynikajacych z jego unikalnej molekularnej budowy, ktérg stanowi chemicznie ultra
czysty B-1,4-glukan. Gtéwne cechy tego bionanopolimeru to m.in. wysoka higroskopijno$¢, elastycznos¢ i wytrzymalos¢ mechaniczna.
Rézne postacie fizyczne i chemiczne bionanocelulozy (wytworzonej zaréwno w wyniku hodowli powierzchniowej, jak i wgtebnej) coraz
czedciej znajduja zastosowanie w wytworstwie produktow spozywczych. Potrzeba wytwarzania silnie zréznicowanych (np. uzytkowo
lub sensorycznie) wyroboéw zywnosciowych, a takze coraz wigksze trudnosci zwigzane z dostepem do konwencjonalnych Zrédel wegla
zewnetrznego, stwarzajg konieczno$¢ poszukiwania alternatywnych podltozy hodowlanych do wytwarzania bionanocelulozy. Celem pracy
jest przyblizenie problematyki wykorzystania alternatywnych zZrodet wegla do mikrobiologicznej syntezy bionanocelulozy oraz jej zasto-
sowania w przemysle spozywczym.

1. Wprowadzenie. 2. Budowa i charakterystyka fizyko-mechaniczna bionanocelulozy. 3. Proces syntezy bionanocelulozy i jej znaczenie dla
drobnoustrojoéw. 4. Drobnoustroje wykorzystywane do produkcji bionanocelulozy. 5. Surowce wykorzystywane w procesie syntezy bio-
nanocelulozy. 6. Techniki hodowli drobnoustrojow produkujacych bionanoceluloze. 7. Mozliwo$ci zastosowania bionanocelulozy w prze-
mysle spozywczym. 8. Podsumowanie

BIONANOCELLULOSE - PROPERTIES, ACQUISITION AND PERSPECTIVES
OF APPLICATION IN THE FOOD INDUSTRY

Abstract: The food industry is one area of industrial activities that requires the frequent implementation of technological and product
innovations. Foodstuffs obtained both in technologically advanced factories, as well as in small manufacturing enterprises, are increas-
ingly produced using innovative food additives, which include natural polysaccharide ingredients. One of these substances is bionano-
cellulose — microbially produced cellulose (most commonly by the genus Komagataeibacter xylinus, formerly known as Gluconacetobacter
xylinus). Bionanocellulose is a polymer with exceptionally valuable functional properties resulting from its unique molecular structure
(formed by the chemically ultra-pure -1,4-glucan). The main features of bionanocellulose are high hygroscopicity, flexibility and mechan-
ical strength. Various physical and chemical forms of bionanocellulose (produced both during surface and submerged cultivation) are
increasingly used in the production of food products. The need to produce highly diversified (e.g., usable or sensory) food products as well
as the increasing difficulties associated with access to conventional sources of external coal, necessitate the search of alternative culture
media for the production of bionanocellulose. The aim of the work is to describe the use of alternative carbon sources for the microbio-
logical synthesis of bionanocellulose and its application in the food industry.

Introduction. 2. Structure and physico-mechanical characteristics of bionanocellulose. 3. The process of synthesis of bionanocellulose and
its importance for microorganisms. 4. Microorganisms used for the production of bionanocellulose. 5. Raw materials used in the synthesis
of bionanocellulose. 6. Techniques of culturing microorganisms that produce bionanocellulose. 7. Possible applications of bionanocel-
lulose in the food industry. 8. Conclusions

Slowa kluczowe: celuloza bakteryjna, Komagataeibacter xylinus, nanomaterialy, surowce odpadowe
Key words: bacterial cellulose, Komagataeibacter xylinus, nanomaterials, waste raw materials

1. Wprowadzenie dzy i techniki, a takze coraz czesciej zwyklych konsu-
mentow. Szczegdlne wlasciwosci tego naturalnego nano-

Celuloza bakteryjna (BC), zwana réwniez bionano-  materialu wynikajg z unikalnej molekularnej budowy,
celulozy, to naturalny polimer, ktory ze wzgledu na  ktéra stanowi chemicznie ultra czysty B-1,4-glukan.
swoje wyjatkowe wlasciwosci skupia w ostatnich latach ~ Struktura chemiczna jest czynnikiem determinujacym
szczegdlng uwage naukowcow z roznych obszaréw wie-  gtéwne cechy tego bionanopolimeru, takie jak wysoka

* Autor korespondencyjny: Remigiusz Oledzki, Katedra Biotechnologii i Analizy Zywno$ci, Wydzial Inzynierii Produkcji, Uniwersytet
Ekonomiczny we Wroctawiu, Komandorska 118/120, 53-345 Wroctaw, e-mail: remigiusz.oledzki@ue.wroc.pl
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higroskopijnos¢, elastycznos¢ oraz wytrzymalos¢ me-
chaniczna, ktoére decydujg jednoczes$nie o szerokim
komercyjnym zastosowaniu BC [43].

Celuloza bakteryjna jest produkowana przez wiele
réznych drobnoustrojow, wiréd ktorych dominujg bak-
terie z rodzaju Komagataeibacter (dawniej: Gluconace-
tobacter), Rhizobium, Agrobacterium oraz Sarcina. BC
jest dla wytwarzajacych ja drobnoustrojow substancja
ochronng, stanowiaca jednoczesnie element tzw. bio-
filmu, ktéry tworzy ostone przed oddziatywaniem nie-
korzystnych czynnikéw zewnetrznych. BC chroni ko-
morki bakteryjne m.in. przed dzialaniem antybiotykow
oraz przed kontaktem z komérkowymi sktadnikami sys-
temu odpornosci przeciwbakteryjnej organizmu, takimi
jak fagocyty (neutrofile, monocyty i makrofagi) [3, 66].
Z tego powodu niektére drobnoustroje wyksztalcity
skomplikowany mechanizm stuzacy produkcji nano-
biomateriatu celulozowego. Produkcja BC jest realizo-
wana przez kompleks enzymatyczny - syntaze celulo-
zowgy, ktdra, zaleznie od gatunku i warunkéw hodowli,
wytwarza celuloz¢ o odmiennych wilasciwosciach fizy-
kochemicznych [58].

Rézne postacie fizyczne BC (wytworzone zaréwno
w wyniku hodowli powierzchniowej, jak i wgleb-
nej) ze wzgledu na swoje cenne wlasciwosci znajduja
zastosowanie w wielu galeziach przemystu. Opraco-
wano réwniez metody syntezy modyfikowanej BC
(np. solami chitozanu), ktéra poprzez nadane cechy
bakteriostatyczno$ci ma zdolnos¢ hamowania wzrostu
niektoérych gatunkéw bakterii. Zrealizowane dotych-
czas badania nad BC dotyczg zaréwno poznania mole-
kularnych mechanizméw jej biosyntezy, jak réwniez
optymalizacji tego procesu w skali laboratoryjnej
i przemystowej. Prowadzone s3 réwniez badania nad
wykorzystaniem do masowej produkcji nowych, niesto-
sowanych dotychczas gatunkéw drobnoustrojow oraz
nad opracowaniem najbardziej efektywnych i optacal-
nych ekonomicznie technologii produkcji BC. Podej-
muje si¢ rowniez intensywne wysitki nad poszukiwa-
niem nowych podiozy do produkcji BC, m.in. poprzez
wykorzystanie surowcdw odpadowych.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktual-
nych doniesien na temat wlasciwosci, metod produkeji
oraz praktycznego zastosowania BC w réznych gale-
ziach przemystu spozywczego.

2. Budowa i fizyko-mechaniczna charakterystyka
bionanocelulozy

Pod wzgledem struktury chemicznej BC jest linio-
wym polimerem glukanowym, w ktérym poszczegélne
czasteczki (opisane wzorem (C .H, O,)n) potgczone s3
wigzaniem (3-1,4 (B-1>4) [77]. Tworzenie BC rozpo-
czyna si¢ wewnatrz komorki bakteryjnej, gdzie ma

miejsce proces laczenia wielu czasteczek glukozy
w lancuchy zawierajace od 1500 do ponad 20 000 reszt
polaczonych wigzaniem B-1,4 (B-1->4). Powstale poje-
dyncze tancuchy glukozowe sa nastepnie usuwane na
zewnatrz komorki poprzez pory obecne w otoczce
i $cianie komorkowej. Na zewnatrz komorki, fancuchy
glukozy formowane sa w mikrofibryle, czyli zespoty
fancuchéw celulozowych, ktore nastepnie agreguja
w wieksze struktury tworzac tzw. wstazki celulozowe
[24]. Z kolei ,wstazki” BC buduja uporzadkowana
strukture sieciowa z pustymi przestrzeniami pomie-
dzy poszczegdlnymi wstazkami. Prawidtowo uformo-
wane ,wstazki” BC tworzg strukture w postaci roz-
leglej i wysoce porowatej matrycy [22]. Matryca ta jest
dodatkowo stabilizowana poprzez wigzania wodorowe
formujace si¢ pomiedzy pojedynczymi lancuchami
glukozowymi [35]. Powstala w ten sposdb wioknista
sie¢ BC przyjmuje w konicowym efekcie posta¢ wielo-
warstwowej cienkiej hydrozelowej powloki o znacznej
powierzchni wlasciwej i duzej porowatosci [22].

Wykazano, ze poszczegolne widkienka budujace BC
sa okoto 100 razy ciensze niz wiékienka celulozy roslin-
nej, produkowanej przez rosliny wyzsze [24]. Ponadto,
w przeciwienstwie do nieprzetworzonej celulozy roslin-
nej, BC pod wzgledem chemicznym jest ultraczystym
materialem, ktory nie posiada powigzan z ligning czy
hemicelulozami [98]. Kolejng cechg BC jest jej wysoki
stopien krystaliczno$ci (wynoszacy ponad 60%) oraz
odmienny, zawierajacy sie w szerszym zakresie, sto-
pien polimeryzacji fancuchowej. Dla BC wynosi on od
16000 do 20000 czasteczek, podczas gdy przecietny
stopien polimeryzacji celulozy roslinnej waha sie od
13000 do 14 000 czasteczek glukozy w jednostce poli-
meru [7].

Potwierdzono réwniez, ze stopien polimeryzacji BC
jest w duzym stopniu zalezny od odczynu srodowiska
hodowlanego, w jakim nastepuje namnazanie drobno-
ustrojow i jej synteza. Wykazano, ze bakterie podczas
hodowli przy pH 4 produkujg BC o stopniu polimery-
zacji w zakresie od 14000 do 16 000, natomiast przy
pH 5 nastepuje produkcja BC zawierajgcej od 11 000 do
16 800 jednostek glukozy na czasteczke polimeru [77, 80].
Powyzsza obserwacja ma istotne znaczenie dla procesu
wytwarzania BC o okreslonych wilasciwosciach wytrzy-
malosciowych. Potwierdzono, ze wytrzymalos¢ mecha-
niczna powloki BC wzrasta wraz z obnizeniem odczynu
(wytworzona w srodowisku o pH 4 jest istotnie wyzsza
anizeli BC wytworzona w $rodowisku o pH5) [91].
Wiegksza wytrzymalo$¢ mechaniczna wytworzonej przez
bakterie BC zwigzana jest z obnizong aktywnoscig w za-
kresie pH 4-4,5 bakteryjnych enzyméw hydrolitycznych
(takich jak celulazy), ktére zmniejszaja stopien poli-
meryzacji BC poprzez jej rozklad na celobioze (dimer
glukozy) i celotrioze (3-glukozowa celulodekstryne),
a nastepnie na pojedyncze czasteczki glukozy [91].
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3. Proces syntezy bionanocelulozy i jej znaczenie
dla drobnoustrojow

Do syntezy celulozy przez drobnoustroje dochodzi
przy udziale ztozonego kompleksu enzymatycznego
w postaci syntazy celulozy i polega na taczeniu ze sobg
czasteczek glukozy w jeden dlugi tancuch [59, 77].
Zintegrowana z btong komorek bakteryjnych syntaza
celulozy to kompleks enzymatyczny dwoch wewnatrz-
komorkowych bialek — BesA i BesB, oraz biatka BesC,
ktére stanowi zewnetrzny skltadnik blonowy. Biatko
BcsA wraz z peryplazmatyczng, zakotwiczong w blonie
podjednostka BesB tworza kompleks, ktory jest odpo-
wiedzialny za bezposredni proces syntezy BC. Nato-
miast BesC, jako bialko blony zewnetrznej, odpowiada
bezposrednio za proces translokacji nowo wytworzonej
czasteczki BC. Dowiedziono, ze biatko BcsA wytwarza
w poblizu miejsca syntezy aktywny kanat transportu
w blonie komoérkowej, umozliwiajac w ten sposob
translokacje nowopowstalej BC przez biatko BcsC na
zewnatrz komorki [65, 67, 79].

Sugeruje sig, ze C-koncowa czes¢ BesC tworzy kanal,
przez ktéry nastepuje translokacja BC przez blong zew-
netrzng. Natomiast pozostala pozostala czes¢ kom-
pleksu enzymatycznego oddzialuje prawdopodobnie
z cytoplazmatycznymi czynnikami aktywujgcymi syn-
teze celulozy, takimi jak cykliczny diguanozyno-5’-mo-
nofosforan (c-di-GMP) czy jony Mg** [21, 59, 65].
Powstata BC jest transportowana na zewnatrz komorki
bakteryjnej poprzez pory powstajace w zewnetrznej
otoczce i $cianie komoérkowej [66, 80].

Unikalny wsrod bakterii proces syntezy i formo-
wania BC spelnia u tych drobnoustrojow dwie zasad-
nicze funkcje - chroni przed wplywem niektérych
czynnikow srodowiskowych, takich jak oddziatywanie
niekorzystnych temperatur czy promieniowania UV,
a takze chroni komorki bakteryjne przed nadmierng
utratg wody. Ponadto BC spelnia role swoistego ply-
waka (maty), ktory utrzymuje wytwarzajace ja drob-
noustroje na granicy faz powietrze-woda i tym samym
ulatwia komoérkom drobnoustrojéw pobieranie tlenu
z powietrza atmosferycznego [13]

4. Drobnoustroje wykorzystywane do produkcji
bionanocelulozy

Najdoktadniej opisanymi drobnoustrojami wytwa-
rzajacymi celuloze to szeroko rozpowszechnione w przy-
rodzie bakterie z rodzaju Komagataeibacter (okres-
lanym dawniej terminem Gluconacetobacter lub Ace-
tobacter). Bakterie z rodzaju Komagataeibacter sa
powszechnie izolowane z kwiatow, owocow oraz lisci
licznych gatunkéw uprawnych i dziko rosngcych roélin.
Z tego powodu, ze do swojego rozwoju preferuja pod-
toza zawierajace okreslone stezenia alkoholu etylowego,

bakterie Komagataeibacter naturalnie wystepuja w alko-
holowych napojach fermentowanych, takich jak piwo,
wino czy tez cydr [61].

Do syntezy BC zdolne s3 réwniez bakterie z rodzaju
Agrobacterium (np. Agrobacterium tumefaciens), czyli
wolno zyjace, fitopatogeniczne bakterie glebowe, ktére
sg przyczyng powszechnych zakazen roslin (m.in.
powstawania tzw. tumorowatych narodli na szyjce
korzeniowej) [57]. Wytwarzane przez A.tumefaciens
fibryle BC ulatwiaja zasiedlanie powierzchni roslin
poprzez bezposredni kontakt bakterii z komdrkami
epidermy gospodarza. Wykazano, ze wldkienka bio-
nanocelulozy biorg udzial w formowaniu skupisk bak-
terii A. tumefaciens, umozliwiajac w ten sposdb znacz-
nej liczbie komoérek bakteryjnych na bezposrednie
oddzialywanie z tkankami organizmu gospodarza [26].
Z tego wzgledu BC przypisuje si¢ istotng role w for-
mowaniu interakgji pomigdzy bakteriami patogennymi
a komorkami gospodarza.

Przyktadem podobnej interakeji z udziatem BC jest
symbiotyczne oddzialywanie niepatogenicznych gatun-
kow bakterii brodawkowych z rodzaju Agrobacterium
(np. Rhizobium rhizogenes zaliczany do rodziny Rhizo-
biaceae) z roslinami motylkowatymi [88, 96]. Potwier-
dzono, ze zdolno$¢ bakterii z rodzaju Rhizobium do
biosyntezy BC odgrywa kluczowg role w tworzeniu
matrycy polisacharydowej biofilmu, ktéra umozliwia
trwalg adhezje¢ bakterii do $cian komorek epidermy
korzeni roélin motylkowatych [75]. Zdolnos$¢ do syn-
tezy BC przez bakterie z rodzaju Rhizobium, umozliwia
wytworzenie odpowiednich warunkéw do przebiegu
takich procesow, jak wigzanie azotu czasteczkowego
z powietrza, nitryfikacja i denitryfikacja [74]. W opar-
ciu o opisany model oddzialywania, BC mozna uzna¢
zatem za element posredniczacy w obiegu pierwiastkow
w przyrodzie [1, 26, 75].

Kolejng grupa drobnoustrojow produkujacych BC
s bakterie z rodzaju Enterobacter (zwanych réwniez
Aerobacter). Wiekszos¢ z tych drobnoustrojow to
wszechobecne w przyrodzie (np. w naturalnych zbior-
nikach wodnych), Gram-ujemne niechorobotwdrcze
bakterie, ktére wystepuja w duzych ilosciach m.in.
w jelicie grubym oraz rzadziej na skorze i w ustnej cze-
$ci gardla czlowieka. Wiele szczepow Enterobacter to
bakterie oportunistyczne, zakazajace organizmy z obni-
zonym funkcjonowaniem ukladu immunologicznego
[33, 38, 40]. Wykazano, ze bakterie z rodzaju Entero-
bacter (np. Enterobacter sp. FY-07), w przeciwienstwie
do bakterii z rodzaju Komagataeibacter, s3 zdolne do
syntezy BC zaréwno w warunkach tlenowych i beztle-
nowych. Jednakze do syntezy BC w warunkach bez-
tlenowych wykorzystywana jest tylko niewielka ilos¢
glukozy obecnej w podtozu, natomiast jej znaczna czesé
jest metabolizowana poprzez szlak glikolityczny i meta-
bolizm pirogronianu. Prowadzi to w konsekwencji do
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wytwarzania kwasu mréwkowego, octowego oraz ace-
toiny i tym samym niekorzystnego zakwaszenia $rodo-
wiska hodowlanego [38, 56].

Do drobnoustrojow, u ktérych réwniez potwier-
dzono zdolnos¢ produkeji BC, nalezg niektére szczepy
bakterii z rodzaju Achromobacter (np. Achromobacter
xylosoxidans, inaczej okreslany jako Alcaligenes xyloso-
xidans). Achromobacter to tlenowe, Gram-ujemne, oksy-
dazo- i katalazo-dodatnie pateczki, ktére zwykle zasie-
dlaja wilgotne miejsca na ciele czlowieka, takie jak faldy
pachowe, pachwiny, jama nosowa, przewody nosowe
oraz zatoki przynosowe. Bakterie te moga powodo-
wac u czlowieka miejscowe i ogélnoustrojowe infekcje,
szczegOlnie u 0s6b z niedoborem odpornosci. Ponie-
waz bakterie Achromobacter opatrzone sa pertrykularna
wicig, wykazujg zdolno$¢ do aktywnego poruszania si¢
w plynnym lub poéiptynnym srodowisku hodowlanym
[68]. Wystepowanie bakterii Achromobacter potwier-
dzono w zbiornikach woéd $rédladowych i morskich
oraz w glebie. Liczne gatunki z rodzaju Achromobacter
powszechnie izoluje si¢ z powierzchni owocow i warzyw,
jak réwniez od zwierzat (np. owadow, gryzoni i ptakow)
[23]. Okreslone gatunki bakterii nalezace do rodzaju
Achromobacter (np. Achromobacter sp. M15) sg rGwniez
izolowane z gleby, gdzie wraz z innymi drobnoustrojami
stanowig wazny element edafonu [23].

Cechg charakterystyczna bakterii z rodzaju Achro-
mobacter jest zdolnos¢ do produkeji BC w szerokim
spektrum temperaturowym hodowli, wynoszacym
od 25 do 45°C. Zaobserwowano, ze BC wytworzona
przez szczep bakterii Achromobacter sp. M15 na mela-
sowym podtozu hodowanym charakteryzuje si¢ wyso-
kim stopniem krystalicznosci polimeru (>70%) oraz
duza wytrzymaloscia mechaniczng. Cechy te sg efektem
silnej adhezji pomiedzy poszczegdlnymi widknami
BC, co przyczynia si¢ do powstawania struktury nano-
krystalicznych agregatow celulozy. Ponadto, dokonano
obserwacji, ze BC wytwarzana przez szczep Acromo-
bacter sp. M15 charakteryzuje si¢ duza jednorodnos-
ciag i wysoka czystoscig, podobna do tej uzyskiwanej
z hodowli K. xylinus [23].

Wisréd drobnoustrojéw majacych zdolnos¢ syntezy
BC sa rowniez bakterie z rodzaju Sarcina. Te, nalezace
do rodziny Clostridiaceae, Gram-dodatnie bakterie
wystepuja naturalnie na powierzchni ziaren zbo6z, w gle-
bie, a takze w zofadku niektorych ssakdw, jak krolik,
kawia domowa oraz czlowiek [17, 72]. Zaobserwowano,
ze BC wytwarzana przez bakterie z rodzaju Sarcina
(np. Sarcina ventriculi) jest gromadzona na zewnatrz
komorki i jednoczesnie pozostaje $cisle zwigzana z jej
$ciang komorkowa. Tym samym BC spetnia u bakterii
z tego rodzaju szczegolng role zwigzang z tworzeniem
$cistych i trwatych egzopolisacharydowych powigzan
pomiedzy komoérkami formujacymi pakiety. Formo-
wanie pakietow przez Sarcina z wykorzystaniem BC

jest prawdopodobnie zwigzane z ochrong tych bakterii
przed takimi substancjami, jak antybiotyki czy dezyn-
fektanty [63].

Sposrod bakterii mogacych syntetyzowaé BC wska-
zuje si¢ roéwniez rodzaj Salmonella (np. Salmonella
enterica). Salmonella to bakterie pochodzace z rodziny
Enterobacteriaceae, obejmujace Gram-ujemne, wzgled-
nie beztlenowe paleczki. Bakterie z gatunku S. enterica
maja zdolnos¢ do wnikania i namnazania si¢ we wnetrzu
ludzkich komdrek, co stanowi gtéwny powod trudnosci
w leczeniu schorzen wywotanych tymi drobnoustrojami
(np. bakteriemia, dur brzuszny i zapalenie jelit) [103].

Inwazja bakterii Salmonella (np. serotyp Typhimu-
rium) do komorek nabtonka jelitowego jest mozliwa
dzieki syntezie przez te bakterie czynnika wirulencji
- specyficznego biatka TTSS-1. Wykazano, ze gtéwna
funkcjg TTSS-1 jest translokacja bialek efektorowych
z komorek bakterii Salmonella do cytozolu komorki
gospodarza [46]. Badania réwniez sugeruja, ze produk-
cja BC oraz innych egzopolisacharydéw, jak kwas kola-
nowy (czyli polianionowy heteropolisacharyd, zawie-
rajacy powtarzajace si¢ jednostki cukrowe: D-glukozy,
kwasu D-glukuronowego, D-galaktozy oraz L-fukozy)
przez S. typhimurium moze by¢ istotnym elementem
wspomagajacym mechanizm inwazji przez te bakterie.
Prawdopodobnie oba te zjawiska sg kluczowym ele-
mentem niezbednym do wytworzenia relacji symbio-
tycznych S. enterica z rolinami wyzszymi [16]. W przy-
padku S. typhimurium produkcja BC moze stanowi¢ dla
tych bakterii istotny czynnik biotyczny, ktére warunkuje
odpowiednie wspoétdziatanie pomiedzy organizmami
tworzacymi uklady symbiotyczne i zapewnia przezycie
lub wigksza ekspansje w srodowisku. W przypadku bak-
terii z rodzaju Salmonella, istnieja przestanki sugerujace,
ze BC determinuje bezposrednia fizyczng interakcje
z niektérymi plesniami (np. Aspergillus niger), beda-
cymi powszechnym kolonizatorem gleby i znajdujacych
sie w niej roslin. Dzigki egzopolisacharydom, bakterie
z rodzaju Salmonella tworza wielogatunkowe konsor-
c¢ja z innymi drobnoustrojami, w ktorych kazdy gatu-
nek pelni odrebng, ale jednoczes$nie istotng role w funk-
cjonowaniu ekosysteméw mikrobiologicznych [9, 69].

Innym gatunkiem bakterii z rodziny Enterobacteria-
ceae zdolnym do wytwarzania BC jest Escherichia coli,
dla ktdrej czynnik ten stanowi istotny sktadnik macierzy
powierzchniowej (pozakomoérkowej). Dla tego gatunku
bakterii synteza BC jest elementem, ktéry umozliwia
skuteczng kolonizacje zasiedlanego $rodowiska (np.
ustroju) [64]. Wykazano, ze dla probiotycznego szczepu
E. coli 0 nazwie Nissle 1917 wytwarzanie BC jest nie-
zbedne do adhezji do komoérek nablonka zotagdkowo-jeli-
towego, czego efektem jest zmniejszona produkeja cyto-
kin odpowiadajacych za rozwdj stanéw zapalnych [64].

Przytoczone przyklady wskazuja, ze biosynteza BC
jest procesem umozliwiajgcym bakteriom zaréwno
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zasiedlanie konkretnego srodowiska, jak i efektywna
adaptacje podczas oddzialywan symbiotycznych lub
pasozytniczych. Dlatego proces biosyntezy BC odgrywa
istotng role zaréwno w przypadku symbiontow wig-
zacych azot (np. Rhizobium leguminosarum), bakterii
glebowych (np. Burkholderia spp. i Pseudomonas
putida), jak réwniez bakteryjnych patogenéw roslin
(np. Dickeya dadantii, Erwinia chrysanthemi i Agro-
bacterium tumefaciens) [36, 78].

Proces syntezy BC wydaje si¢ réwniez kluczowy
w rozwoju zjadliwosci (wirulencji) waznych patoge-
now ludzkich, jak niektdre szczepy E. coli i S. enterica,
dla ktdrych celuloza i jej pochodne stanowig istotny
sktadnik macierzy zewnatrzkomorkowej oraz tzw. bio-
filmu [32, 87, 97].

5. Surowce wykorzystywane w procesie syntezy
bionanocelulozy

Poczatkowo do uzyskania BC jako produktu biosyn-
tezy przeprowadzanej przez K. xylinus wykorzystywano
specjalnie opracowane dla tego typu drobnoustrojow
plynne podloze Hestrin-Schramm’a (podloze H-S),
zawierajace takie sktadniki, jak glukoza, pepton, eks-
trakt drozdzowy, di-sodu wodorofosforan oraz kwas
cytrynowy. Obecne w podlozu H-S glukoza i kwas
cytrynowy stanowia gléwne zrédia wegla zaréwno do
wzrostu komorek Komagataeibacter, jak i tworzenia BC
[62]. W celu ograniczenia wykorzystania kosztownego
w przygotowaniu podloza H-S, od wielu lat poszukuje
sie rozwigzan majacych na celu obnizenie kosztow
zwigzanych z produkcja BC.

Melasa (melas)

Powszechnie stosowanymi alternatywnymi surow-
cami do produkcji BC sg gléwnie surowce zawiera-
jace cukry proste (np. glukoze, fruktoze, ksyloze) lub
dwucukry (np. sacharozg, trehaloze, laktoze) [62]. Ze
wzgledu na duzg podaz i niskie koszty pozyskania,
czesto do produkeji BC stosuje sie produkty uboczne
z przemystu cukrowniczego, takie jak melasa (melas).
Melasa charakteryzuje sie duzg zawarto$cig cukrow i dla
drobnoustrojéw wytwarzajacych BC jest réwniez zrod-
tem skladnikéw mineralnych, gtéwnie potasu, wapnia,
magnezu, fosforu, zelaza oraz selenu [6]. W zaleznosci
od surowca, z ktérego melasa jest wytwarzana, do
hodowli szczepow bakterii produkujacych BC wykorzy-
stuje sie melase buraczang, trzcinowg oraz karobowga,
pozyskiwang z maczki chleba swietojanskiego [5, 70].

Potwierdzono, ze BC wytwarzana przez szczep
K. xylinus ATCC 10245 z melasy buraczanej, charak-
teryzuje si¢ wyzszym stopieniem polimeryzacji niz BC
pozyskana z wykorzystaniem podloza, ktérego jedynym

zrodlem wegla byla czysta glukoza [44, 82]. Podobne
rezultaty uzyskano, gdy biosynteza BC byla przeprowa-
dzana z uzyciem melasy z trzciny cukrowej [70]. Skltad-
niki melasy z trzciny cukrowej, takie jak sacharoza,
fruktoza, glukoza, zwigzki azotowe (np. biatka i zasady
azotowe nukleotydow) oraz mineraly (jak potas, zelazo
czy magnez) stymuluja produkcje BC przez K. xylinus
ATCC 10245 [70]. Wyniki obecnie prowadzonych
badan wskazuja, ze BC moze by¢ wytwarzana na skale
przemystowa przez K. xylinus w oparciu o podloze
melasowe szczegdlnie, gdy jest ono stosowane w sta-
tycznych polciagtych procesach hodowlanych [11, 15].

Scieki gorzelnicze

Istnieja liczne doniesienia na temat prob zastapie-
nia kosztownej tradycyjnej pozywki H-S innymi pod-
tozami, bedacymi produktami ubocznymi z przemystu
fermentacyjnego. Skutecznym w tym zakresie rozwia-
zaniem moze by¢ wykorzystanie wywaru gorzelnianego
i $ciekdw po produkgji alkoholi [99].

Jednym z rozwigzan obnizajacych koszty produkcji
wzgledem podloza H-S jest wykorzystanie do wytwa-
rzania BC odpadéw powstajacych z procesu produk-
cji wina ryzowego, jakim jest m.in. tzw. cienki wywar
gorzelniany (distillery thin stillage). Wykazano, ze osad
bedacy pozostaloscia po procesie fermentacji ziarna
ryzowego i dojrzewania wina ryzowego, moze by¢ dla
drobnoustrojow produkujacych BC, jak K. xylinus,
zasobnym zrédlem wegla i sktadnikéw mineralnych.
Dzigki temu cienki wywar z produkeji wina ryzowego
moze by¢ substratem zwiekszajacym wydajnos¢ i szyb-
ko$¢ produkeji BC z wykorzystaniem konwencjonal-
nych podlozy mikrobiologicznych [93]. Wykazano, ze
uzupelnienie tradycyjnej pozywki H-S cienkim wywa-
rem z produkcji wina ryzowego powoduje zwiekszenie
wydajnosci i szybkosci produkeji BC przez K. xylinus
w trakcie hodowli statycznej. Zastapienie wody destylo-
wanej podestylacyjnym wywarem ryzowym w procesie
przygotowania pozywki H-S, spowodowato 2,5-krotne
zwiekszenie wydajnos$ci produkeji BC [93]. Wskazuje
sie, ze przyczyna wzrostu produkeji BC jest odpowiedni
sktad chemiczny podestylacyjnego wywaru ryzowego,
ktéry charakteryzuje si¢ wysoka zawarto$cig amino-
kwaséw i kwasow organicznych. Zaobserwowano, ze
BC wytworzona na podlozu hodowlanym zawieraja-
cym odpad z produkeji wina ryzowego, charakteryzuje
sie gestsza strukturg siatkowa 1 wyzsza warto$cig wskaz-
nika krystalicznosci, niz ta uzyskana z tradycyjnego
podloza H-S. Jednoczes$nie BC cechowala si¢ mniejsza
zdolnoscig do zatrzymywania wody. Wspomniane roz-
wiazanie posiada réwniez istotny walor ekonomiczny,
poniewaz umozliwia obnizy¢ koszty produkcji BC
(0 67%) w poréwnaniu do produkcji na tradycyjne;j
pozywce H-S [99, 100].
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Do produkgji BC, jako zamiennik standardowej po-
zywki H-S, wykorzystuje si¢ rowniez pszeniczny cienki
wywar gorzelniany (thin wheat distillery), bedacy pozo-
staloscig procesu produkcyjnego alkoholu etylowego.
Powstajaca na bazie tego plynu pozywka umozliwia
bakteriom K. sucrofermentans B-11267 w warunkach
hodowli dynamicznej produkcje BC w ilo$ciach pra-
wie trzykrotnie wigkszych (6,19 g/L), anizeli w trakcie
hodowli z wykorzystaniem standardowego podloza H-S
(2,14 g/L) [73].

Odpad po produkcji wina ryzowego Makgeolli

Innym naturalnym surowcem wykorzystywanym
do produkeji BC jest filtrat z odpadéw powstajacych
przy produkeji koreanskiego wina ryzowego Makgeolli
(Makgeolli sludge filtrate) [34]. Wykazano, ze filtrat ten
moze by¢ przydatng pozywka dla bakterii produkuja-
cych BC ze wzgledu na wysoka zawartos¢ weglowoda-
néw i kwaséw organicznych (np. kwas jabtkowy, mle-
kowy, bursztynowy oraz octowy). Stosujac wspomniany
filtrat jako podstawowe podtoze hodowlane lub tez jako
dodatkowe zrodlo wegla do zmodyfikowanego (nie-
zawierajacego glukozy) podioza H-S mozna uzyskac
4-5-krotnie wydajniejsza produkcje BC przez K. xylinus
anizeli na samym podlozu H-S [34].

Namok kukurydziany

Jednym z rozwigzan w produkcji BC majacych na
celu zastapienie podioza H-S, ktore stanowi jednoczes-
nie element stuzacy zagospodarowaniu uciazliwych
odpadow, jest wykorzystanie namoka kukurydzianego
(corn steep liquor), czyli produktu ubocznego z procesu
mielenia kukurydzy na mokro. Namok kukurydziany
powstaje w procesie produkcji skrobi z ziaren kuku-
rydzy i zawiera wiele cennych skladnikéw, jak kwasy
organiczne (gtéwnie kwas mlekowy), cukry redukujace,
aminokwasy (gléwnie siarkowe, jak cysteina, homocy-
steina i metionina) oraz sktadniki mineralne (gltéwnie
fosfor i potas), ktdre sg wykorzystywane przez drobno-
ustroje zaréwno do wzrostu, jak i produkcji metaboli-
tow wtdérnych [76].

Wykazano, ze namok kukurydziany stosowany
w procesie syntezy BC jako zrédlo azotu dostarcza-
nego do standardowej pozywki, przyczynia si¢ jed-
nocze$nie do zmniejszenia ($rednio o 25%) zuzycia
glukozy z podloza hodowlanego. Zaobserwowano,
ze BC wytworzona w oparciu o podloze zawierajace
namok kukurydziany charakteryzuje sie ulepszonymi
cechami fizykochemicznymi (np. grubos¢ polimeru
oraz tekstura powierzchni) niz BC wytworzona w opar-
ciu o podltoze tradycyjne. Potwierdzono réwniez, ze
BC powstala z zastosowaniem alternatywnej pozywki
(w skiad ktdrej wchodzita glukoza (1,5% v/v), wodo-

rofosforan sodu (0,27% v/v), kwas cytrynowy (1,5%
v/v) oraz namok kukurydziany (2,5% v/v)) wykazuje
wigksza odpornos¢ na dzialanie podwyzszonej tem-
peratury anizeli BC wytworzona w oparciu o pozywke
H-S. Potwierdzono, ze BC powstala na podiozu alter-
natywnym nie ulegala termicznemu rozkladowi nawet
w temperaturze 250°C, podczas gdy BC wytworzona na
bazie tradycyjnego podloza H-S zachowywala stabil-
no$¢ strukturalng tylko w temperaturze ponizej 195°C.
BC produkowana w oparciu o podloze zawierajace
namok kukurydziany wykazuje wyzsze zageszczenie
nanowldkien celulozowych w poréwnaniu do polimeru
wytworzonego w oparciu o podloze H-S [15].

Opisane wlasciwosci BC uzyskanej na podlozu
wzbogaconym o dodatek namoka kukurydzianego
ttumaczy si¢ korzystnym oddzialywaniem skfadnikow
chemicznych podloza na wzrost K. xylinus. Potwierdzo-
no, ze w sktad namoka kukurydzianego wchodza mie-
dzy innymi biatka (21-45%), kwas mlekowy (20-26%),
weglowodany (okoto 3%), jony Ca**, Mg**, K* (okoto
8%) oraz niewielka ilos¢ ttuszczow (0,9-1,2%). Z tego
powodu uwaza sie, ze produkt procesu mielenia kuku-
rydzy na mokro, jakim jest namok, moze stanowi¢ nisko
kosztowy substrat do produkcji BC [15, 83].

Wywar z lusek ziaren kawy

Naturalnym surowcem, ktéry moze stanowic alterna-
tywne zrédto wegla dla produkeji BC mogg by¢ réwniez
niedogotowane tuski ziaren kawy (coffee cherry husk)
[71]. Potwierdzono, ze wywar z oczyszczonych i zmie-
lonych tusek ziaren (owocéw) kawy odmiany robusta
moze stanowi¢ warto$ciowe podloze dla szczepu bak-
terii K. hansenii UAC09 do produkcji BC. Potwierdzono,
ze dla tego szczepu ekstrakt wodny z tusek ziaren kawy
jest zasobnym zrédlem wegla ze wzgledu na stosun-
kowo wysoka (7%) zawarto$¢ cukru w postaci pektyn.
Zaobserwowano jednoczesnie, ze K. hansenii UAC09
wykorzystuje wspomniane wyzej podloze do produk-
cji BC, lecz sam jednoczesnie nie podlega plazmolizie.
Opisane zjawisko ma szczegdlne znaczenie praktyczne,
gdyz wczesniejsze badania wskazywaly, ze catkowita
zawarto$¢ cukru w podiozu powyzej 4% powoduje
zahamowanie produkcji BC. Dzieje si¢ to ze wzgledu
na bakteriostatyczne oddziatywanie ci$nienia osmotycz-
nego oraz nagromadzenie kwasu glukonowego, ktdry
powoduje obnizenie pH pozywki i tym samym zaha-
mowanie rozwoju drobnoustrojow [71].

Wykazano, ze BC wytwarzana w oparciu o pod-
foze stanowigce wywar ze zmielonych lusek ziaren
kawy charakteryzuje si¢ korzystnymi wtasciwosciami
mechanicznymi, jak wytrzymalo$¢ na rozcigganie
(wynoszaca 28,5 MPa w poréwnaniu do 16,5 MPa dla
podloza H-S) oraz zwigkszone wydluzenie nominalne
(wynoszace 0,22 mm/s w poréwnaniu do 0,16 mm/s
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dla podloza H-S). Znacznie wyzszy zakres opisanych
powyzej cech odnotowywano, gdy wystandaryzowane
podtoze hodowlane (zawierajace podloze tradycyjne
H-S i wywar z tusek ziaren kawy w proporcji 1:1) bylo
wzbogacone ekstraktem z namoka kukurydzianego
w ilosci 8% (V/V). Wytworzona BC z zastosowaniem
opisanego podioza kombinowanego charakteryzowata
sie zwiekszong wytrzymalo$cig mechaniczng na roz-
cigganie (37,8 MPa) oraz wydluzeniem nominalnym
(0,45 mm/s). Natomiast najkorzystniejsze wlasciwosci
mechaniczne pod wzgledem wytrzymalosci na rozciaga-
nie (42,4 MPa) i wydluzenia nominalnego (0,58 mm/s)
wykazuje BC, ktéra powstala przy zastosowaniu podtoza
zawierajacego wywar ze zmielonych lusek ziaren kawy,
ekstrakt z namoka kukurydzianego oraz, dodatkowo,
niewielkg ilo$¢ etanolu (1,5%) i kwasu octowego (1,0%).
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
BC otrzyamana z uzyciem pozywki kombinowanej
o powyzszym skladzie charakteryzuje sie zwigkszonym
przekrojem poprzecznym wiokien celulozowych, jak
réwniez zwiekszong liczbg wigzan wodorowych pomie-
dzy poszczegolnymi fanicuchami [71].

Odpady z procesu fermentacji
acetonowo-butanolowo-etanolowej

Wysokiej jakosci BC moze by¢ wytwarzana réwniez
z wykorzystaniem $ciekow pofermentacyjnych z syntezy
biorozpuszczalnikdw, ktore otrzymywane sg w procesie
okreslanym jako fermentacja ABE (acetonowo-butano-
lowo-etanolowa). Wykazano, ze bakterie K. xylinus sg
zdolne do produkeji BC z wykorzystaniem pofermenta-
cyjnego plynu z procesu fermentacji ABE, gdzie wartos¢
chemicznego zapotrzebowania tlenu (ChZT) wynosita
nawet powyzej 18000 O, mg/L (czyli poziomu charak-
terystycznego dla odciekéw z wysypisk $mieci). Ponadto
zaobserwowano, ze medium hodowlane utworzone na
bazie $ciekow z fermentacji ABE nie wptynetlo istotnie
na strukture powstajacej BC, ktdrej budowa byla zbli-
zona do BC uzyskiwanej z wykorzystaniem tradycyjnej
pozywki H-S. Sugeruje si¢, ze za powyzszy efekt oraz
za wysoka wydajno$¢ produkeji uzyskiwang w tym
procesie (wynoszaca 1,34 g/L) odpowiada specyficzny
sktad zastosowanego podloza. Potwierdzono, ze pofer-
mentacyjny plyn z procesu ABE jest zasobnym zZrédtem
wegla ze wzgledu na obecnos¢ cukrow (gtéwnie glukozy
i ksylozy), kwasow organicznych (gléwnie kwasu octo-
wego i mastowego) oraz alkoholi monohydroksylowych
(gtéwnie etanolu i butanolu) [31].

Odpady z procesu degradacji olejow
Rozwigzaniem majagcym wysoki potencjal prak-

tyczny w zakresie opracowywania podfoza do produk-
cji BC, jest wykorzystanie pohodowlanego pofermen-

tacyjnego wywaru bedacego pozostaloscig po proce-
sie utylizacji substancji ropopochodnych przez droz-
dze. Zaobserwowano, ze odpad powstaly po hodowli
drozdzy Trichosporon cutaneum, przeprowadzajacych
mikrobiologiczna degradacje olejow, moze stanowic¢ dla
K. xylinus substrat do produkcji BC. Wysoka (wyno-
szacg 0,659 g/L) wydajnos¢ syntezy BC tlumaczy sieg
zdolno$cig wykorzystania przez K. xylinus obecnych
w odpadzie krétkotancuchowych weglowodordéw, jako
preferowanego zrodla wegla [30].

Hydrolizaty biomasy drozdzy

Innym rozwigzaniem jest wykorzystanie do mikro-
biologicznej syntezy BC hydrolizatu uzyskanego na
drodze kwasnej hydrolizy biomasy drozdzy oleistych
z rodzaju T. cutaneum. Okazuje si¢, Ze biomasa droz-
dzy z rodzaju T. cutaneum po ich odseparowaniu ze
srodowiska hodowlanego, moze stanowi¢ alternatywe
dla kosztownych tradycyjnych podlozy stosowanych do
produkeji BC. Wykazano, ze kwasny hydrolizat biomasy
drozdzy T cutaneum, ktére sg zdolne do akumulacji
duzej ilosci lipidéw, moze by¢ pozadanym substratem
do produkgji BC przez szczep K. xylinus. Wskazuje sig,
ze hydrolizat biomasy drozdzy T. cutaneum jako odpad
moze stanowi¢ cenne zrddlo wegla do produkcji BC,
gléwnie ze wzgledu na obecnos$¢ takich zwigzkow
jak glukoza, mannoza, kwas mréwkowy oraz octowy.
Wykorzystanie do produkeji BC plynéw pohodowla-
nych i pofermentacyjnych oraz hydrolizatéw biomasy
drozdzowej moze stanowi¢ jednoczes$nie skuteczny
sposob zagospodarowania olejowych odpadéw prze-
mystowych charakteryzujacych si¢ wysokim poziomem
ChZT [54]. Istotnym uzupelnieniem przytoczonych
rezultatow badan jest obserwacja, ze wzbogacenie pod-
toza hodowlanego olejem roslinnym moze zwigkszy¢
wydajno$¢ produkeji BC. Wykazano, ze zastapienie 1%
objetosci tradycyjnej pozywki hodowlanej olejem rze-
pakowym pozwala az 6-krotnie zwigkszy¢ wydajnosé
produkeji BC w poréwnaniu do wydajnosci uzyskanej
z wykorzystaniem niezmodyfikowanej pozywki H-S.
Zaobserwowano, ze blony BC uformowane z wykorzy-
staniem pozywki wzbogaconej olejem roslinnym wyka-
zuja 3-krotnie wyzszg wytrzymalto$¢ na rozcigganie
(3,2 MPa) w poréwnaniu do BC pozyskanej z hodowli
na tradycyjnym podlozu, ktérej wytrzymatos¢ na roz-
ciagganie nie przekraczata 1 MPa [108].

Podejmowane sa rowniez proby wykorzystania do
produkgji BC odpadowych drozdzy piwowarskich. Wy-
kazano, ze alkaliczne hydrolizaty odpadowych drozdzy
piwowarskich moga stanowi¢ zrédlo cennych skladni-
kow odzyweczych dla K. hansenii CGMCC 3917. Wtas-
ciwosci fizykochemiczne uzyskanej w ten sposéb BC
byly poréwnywalne z wilasciwosciami tego polimeru
wytworzonego z wykorzystaniem podltoza H-S [50].
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Hydrolizaty biomasy roslinnej

Kolejnym przykladem zastosowania odpadéw orga-
nicznych jako zrédla wegla oraz energii do produkcji
BC jest wykorzystanie hydrolizatéw biomasy roslinnej
(plant biomass hydrolysates). Wyniki badan wskazuja,
ze kwasna hydroliza biomasy niektorych gatunkow traw
pozwala uzyskac cenny surowiec dla podtoza do mikro-
biologicznej syntezy BC. Potwierdzono, ze prowadzona
z wykorzystaniem 2,5% kwasu siarkowego w wysokiej
temperaturze (135°C) hydroliza li$ci rozplenicy stonio-
wej (Pennisetum purpureum) pozwala uzyska¢ pozywke
umozliwiajaca hodowle K. xylinus (szczep CHO001)
w warunkach statycznych. Z tego powodu, Ze jednym
z produktéow procesu hydrolizy obecnej w lisciach
traw lignocelulozy jest ksyloza, sugeruje si¢, ze mono-
sacharyd ten moze stanowi¢ zasobne zrédlo wegla
dla szczepu K. xylinus CHO01 wykorzystywanego do
produkeji wysokowartosciowej BC [102]. Trudnoscia
w opisanej wyzej technologii moze stanowi¢ wyelimi-
nowanie oddzialywania obecnych w liciach rozplenicy
stoniowej zwigzkéw fenolowych, jak aldehyd konifery-
lowy, kwas ferulowy, kwas 4-hydroksybenzoesowy oraz
wanilina (4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd), ktére
hamujg wzrost K. xylinus [102, 104].

Interesujace rezultaty uzyskano w badaniach nad
wykorzystaniem do hodowli K. xylinus podtoza, ktére-
go podstawowym surowcem byly tupiny nasienne nie-
ktérych gatunkéw owocdw poddane kwasnej hydro-
lizie. Wykazano, ze lupiny nasienne (pochodzacego
z Azji Potudniowo-Wschodniej) tropikalnego owocu
Durian w efekcie trawienia kwasem siarkowym dostar-
czaja hydrolizat mogacy by¢ cennym skfadnikiem dla
podloza do produkcji BC. Analiza chemiczna wyka-
zala, ze Zrédlem wegla w tym podtozu dla K. xylinus,
sa przede wszystkim glukoza, ksyloza, kwas mrowkowy
oraz kwas octowy. Stwierdzono, ze BC wytworzona w
oparciu o powyzsze podioze w wyniku 10-dniowej
hodowli statycznej, charakteryzuje si¢ strukturg poréw-
nywalna z budowa BC wytworzonej na bazie tradycyj-
nej pozywki H-S [53]. Opisana technologia biosyntezy
BC (ktdrej produktywnos¢ okreslono na poziomie
2,67 g/L) moze stanowi¢ ekologiczne rozwigzanie pro-
blemu zagospodarowania odpadéw i niewykorzysta-
nych materiatéw roslinnych pochodzacych z upraw
rolniczych i ogrodniczych (np. lidcie, trawa, kiszonka
z roélin zbozowych i kukurydzy) [53, 93, 102, 104].

Alkohole odpadowe z produkcji biodiesla

Badania wskazujg, ze wartosciowymi substratami
wykorzystywanymi w procesie mikrobiologicznej syn-
tezy BC sg réwniez niektore alkohole powstajace jako
odpad przy produkeji biodiesla (waste spirits from
biodiesel production), jak glicerol, diacyloglicerol oraz

metanol. Wykazano, ze glicerol umozliwia K. xylinus
(szczep PTCC 1734) wysoce wydajng synteze BC,
przewyzszajaca te, ktora odbywa sie na podlozu boga-
tym w glukoze (np. podlozu H-S). Najpewniej wy-
nika to z faktu, ze glicerol i metanol, stosowane jako
zrodlo wegla podczas biosyntezy BC, maja mniejszy
niz glukoza udzial w powstawaniu kwasu glukono-
wego, ktory hamuje proces powstawania BC. Podobne
zjawisko, jak w przypadku glicerolu, zaobserwowano,
gdy jako zrodlo wegla dla biosyntezy BC zastosowano
mannitol [90].

Wodne ekstrakty z drzewnych materialow
odpadowych

Prowadzone s3 réwniez badania nad wykorzysta-
niem do produkcji BC podloza stanowigcego ekstrakt
wodny powstaly po procesie rozwidknienia surowca
drzewnego, przeprowadzanego metodg ekstrakeji
goraca woda lub parg wodng. Wykazano, ze ekstrakty
wodne takich surowcéw, jak osika, eukaliptus, brzoza,
sosna czy $wierk (bedace jednocze$nie materialem
odpadowym z przemystu celulozowo-papierniczego)
charakteryzuja si¢ wysoka zawartosciag monosachary-
doéw i disacharydow, gléwnie fruktozy, glukozy, ksylozy
oraz sacharozy. Dzigki temu wspomniane wodne eks-
trakty z drzewnych (lignocelulozowych) materialéw
odpadowych moga stanowi¢ pozywke do produkciji
BC przez K. xylinus (szczep 23769) [47].

Odpady poprodukcyjne z przemystu mleczarskiego

Podobne wyniki zaobserwowano w przypadku
innego surowca poprodukcyjnego z przemystu spo-
zywczego, jakim jest plynna serwatka. Serwatka za-
wiera 6-7% stalych skladnikéw odzywczych mleka, co
powoduje, Ze surowiec ten umozliwia szybki wzrost
wiekszosci drobnoustrojow. Wyniki badan wskazuja,
ze zastosowanie serwatki jako pozywki umozliwia pro-
dukcje BC przez K. sucrofermentans B-11267 w warun-
kach hodowli dynamicznej (wstrzasanej i bioreaktoro-
wej) w ilosci 5,45 g/L. Wskazuje sie, ze serwatka moze
stanowi¢ uzupelnienie w substancje odzywcze trady-
cyjnie stosowanych pozywek mikrobiologicznych oraz
moze poprawia¢ stabilnos¢ podloza pod wzgledem
wlasciwosci fizykochemicznych (np. pH) [73] (Tab. I).

6. Techniki hodowli drobnoustrojow
produkujacych bionanoceluloze

Wydajnos¢ i optacalno$¢ produkcji oraz wlasci-
wosci BC uzaleznione s3 nie tylko od rodzaju bak-
terii i typu zastosowanego podloza, ale réwniez od
metody hodowli drobnoustrojow. Warunki hodowli
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Tabela I
Przyktadowe surowce i drobnoustroje wykorzystywane do syntezy bionanocelulozy

Surowiec (zrédlo wegla) Rodzaj bakterii Pismiennictwo

Melasa (melas): melasa buraczana, melasa trzcinowa, melasa karobowa | Komagataeibacter xylinus [70]
Cienki wywar gorzelniany Komagataeibacter xylinus [99]
Namok kulkurydsiany Komagateibactr s 7]
Wywar z fusek ziaren kawy Komagataeibacter hansenii [71]
Odpad po produkgji wina ryzowego Komagataeibacter xylinus [34]
Pszeniczny cienki wywar gorzelniany Komagataeibacter sucrofermentans B-11267 (73]
Odpady z procesu fermentacji ABE Komagataeibacter xylinus [31]
Pofermentacyjny wywar z hodowli drozdzy Komagataeibacter xylinus [30]
Hydrolizaty biomasy roslinne;j:

- hydrolizaty lisci rozplenicy stoniowej Komagataeibacter xylinus CHOO1 [102]

- lupiny nasienne owocu Durian
Alkohole odpadowe z produkg;ji biodiesla:

: gliiacce;lool licerol Komagataeibacter xylinus [54]

- metanol
Wodne ekstrakty drzewne Komagataeibacter xylinus [47]
Serwatka Komagataeibacter sucrofermentans B-11267 [73]

drobnoustrojéw maja réwniez wplyw na posta¢ mor-
fologiczng oraz wlasciwosci fizyczne powstajacej BC,
jak np. wytrzymalos$¢ na rozciaganie czy zdolnos¢ do
absorpcji wody.

Hodowle statyczne

Jedna z powszechnie stosowanych metod hodowli
przy produkgji BC s3 hodowle powierzchniowe, w trak-
cie ktérych wytwarzanie polimeru odbywa si¢ na du-
zych powierzchniach podléz statych badz ptynnych.
Ten rodzaj hodowli drobnoustrojow, stosowany jest
przede wszystkim w celu uzyskania BC w formie ptas-
kiej membrany o jednorodnej strukturze i zdefiniowa-
nej grubosci. W skali laboratoryjnej ten rodzaj produk-
cji przeprowadzany jest w naczyniach zapewniajacych
duzg powierzchni¢ swobodng plynu hodowlanego.
Powszechnie stosowanymi naczyniami zapewniaja-
cymi powyzsze warunki sg plytki Petriego, kolby typu
Roux oraz kolby Fernbacha o duzej §rednicy podstawy.
W tego typu hodowlach drobnoustroje wykorzystuja
calg powierzchni¢ podioza, na ktdrej formowany jest
finalny produkt w postaci blony nanocelulozowe;.
W hodowli powierzchniowej utatwione jest pozyski-
wanie substancji wzrostowych, ktore pobierane sa przez
drobnoustroje z calej powierzchni cieklego lub statego
podtoza. Prowadzenie hodowli na podtozach statych
pozwala réwniez na szybkie i dokfadne usuwanie z jego
powierzchni wytworzonej BC [27].

Na skale przemystowa produkcje metodami sta-
tycznymi przeprowadza sie w wielolitrowych tacach,
kuwetach i wannach ociekowych wypetnionych pod-

fozem, na powierzchni ktérego formuje si¢ BC [35].
Innym wariantem hodowli na podlozu w warunkach
statycznych s3 hodowle okresowe z wykorzystaniem
wielolitrowych fermentoréw (bez wirnika). W tego
typu hodowli, okreslanej terminem hodowli wsadowej,
nastepuje okresowe uzupelnianie §wiezej pozywki oraz
okresowe pobieranie wytworzonej BC z powierzchni
podloza hodowlanego [29, 84].

W przypadku produkeji BC na skale przemystowa
coraz czesciej wykorzystuje si¢ bioreaktory typu HoLiR
(Horizontal Lift Reactor). Poziome bioreaktory typu
HoLiR stanowig ulozone poziomo prostopadloscienne
podluzne zbiorniki wypelnione pozywka hodowlana,
na powierzchni ktdrej odbywa si¢ synteza BC w postaci
blony powierzchniowej o ksztalcie prostokatnego arku-
sza. W tego typu bioreaktorach formowanie tworzacej
sie BC odbywa sie w sposob ciagly poprzez podnosze-
nie (na jednym z koncéw zbiornika) i bardzo powolne
wyciaganie kilkumilimetrowych arkuszy (bton) BC
znad powierzchni podloza [28].

Innym przykladem hodowli statycznej sa hodowle
kultur bakteryjnych prowadzone w tzw. reaktorach aero-
zolowych. W tego typu reaktorach sktadniki odzywcze
dla drobnoustrojéw sa natryskiwane w kierunku prosto-
padtym do plaskiej powierzchni przesuwajacej si¢ tasmy,
na ktdrej nastepuje formowanie si¢ blony nanocelulo-
zowej. Formujace si¢ blony nanocelulozowe w reakto-
rach aerozolowych osiagaja grubos¢ kilku centymetrow
iz tego powodu polimer w ten sposob otrzymany znaj-
duje zastosowanie w tworzeniu materialéw konstruk-
cyjnych (np. biomedycznych), wymagajacych wysokich
parametréw technicznych [11, 12, 101].
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Zaobserwowano, ze gdy proces hodowli drobno-
ustrojow (np. G. xylinus) przebiega w warunkach sta-
tycznych metoda powierzchniowsa, to formowanie
BC odbywa si¢ na powierzchni pozywki hodowlanej
w postaci bialo-zdltej silnie uwodnionej elastycznej
blony (kozucha) [42]. W przypadku produkcji BC sta-
tycznymi metodami powierzchniowymi intensywnos¢
syntezy tego polimeru jest istotnie ograniczona iloscia
tlenu docierajacego do powierzchni podioza [8]. BC
po wytworzeniu poddaje si¢ procesowi oczyszczania
z wytwarzajacych ja komorek drobnoustrojow. Naj-
czedciej w tym celu wytworzong btong BC poddaje sig
przemywaniu wodg demineralizowang oraz namacza-
niu 0,1 M NaOH w temperaturze 80°C przez 2 godziny.
Po usunieciu komérek bakteryjnych uformowane folie
BC ponownie kilkakrotnie przemywa si¢ dejonizo-
wang woda, aby calkowicie usuna¢ pozostatosci tugu
sodowego i tym samym nada¢ blonie nanocelulozowej
odczyn obojetny. Etapem koncowym pozyskiwania
materialu nanocelulozowego, cechujgcego si¢ odpo-
wiednimi wlasciwo$ciami fizykochemicznymi, jest pro-
ces suszenia wytworzonej BC. Najczgsciej przeprowadza
sie go w suszarkach z naturalnym obiegiem powietrza
o temperaturze okolo 60°C przez okres 12 godzin.
Zaleta tego rodzaju suszenia jest rOwnomierne nagrze-
wanie i calkowite usuniecie wody z surowca przy zacho-
waniu wszystkich pozadanych wilasciwosci BC [15].

Hodowle wstrzasane

Odmiennym sposobem produkgji jest wytwarzanie
BC w warunkach hodowli wstrzgsanych. Prowadzenie
hodowli metoda wstrzgsang ma na celu wprowadzenie
do podtoza dodatkowych ilo$ci powietrza. Napowietrze-
nie jest jednym z gléwnych zabiegow technologicznych
majacych na celu poprawe wydajnosci produkeji BC.
Dodatkowe zwigkszenie efektu napowietrzenia osigga
sie poprzez umieszczenie w podlozu hodowlanym szkla-
nych kuleczek. W warunkach hodowli wstrzasanych,
w ktdrych wykorzystywane sg pozywki ciekte, drobno-
ustroje wytwarzajg BC w postaci owalno-kulistych kieb-
kéw nanocelulozowych o wiéknistych nieregularnych
brzegach [41, 92]. Produkcje BC metoda wstrzgsang
prowadzi sie zazwyczaj w szklanych kolbach stozkowych
(np. Erlenmeyera), ktére umieszczone sa w inkubatorach
wstrzasarkowych. Tego typu hodowle prowadzi si¢ za-
zwyczaj przy 10-30% wypetnieniu kolb pozywka hodo-
wlang, najczesciej przy szybkosci obrotowej od 150-
250 obrotéw/min. oraz w zakresie temperatur 28-32°C
w czasie 72-150 godzin. Poprzez zmiane kazdego z tych
parametréw mozna wplywac na przebieg produkeji BC,
jak réwniez dostosowywac warunki biosyntezy do kon-
kretnego rodzaju drobnoustroju, jak réwniez do wiasci-
wosci i planowanych do uzyskania cech fizykochemicz-
nych wytwarzanego materiatu [45, 80, 106].

Hodowle w bioreaktorze

Kolejnym powszechnie stosowanym rodzajem ho-
dowli drobnoustrojow produkujacych BC sg hodowle
wglebne prowadzone w bioreaktorach mikrobiologicz-
nych z wykorzystaniem ptynnych podlozy hodowla-
nych. Hodowle w bioreaktorach przeprowadzane
sg w celu osiagniecia wiekszej wydajnosci procesu
biosyntezy. Z tego wzgledu, ze ilos¢ tlenu w pozyw-
kach ptynnych jest stosunkowo niewielka (co jest szcze-
golnie niekorzystne dla bezwzglednych tlenowcow,
do ktérych nalezy np. K. xylinus), tego typu podioza
muszg by¢ poddawane dodatkowemu napowietrza-
niu (aeracji). Zwigkszenie iloéci tlenu w pozywce jest
szczegolnie istotne w przypadku podtozy mikrobiolo-
gicznych intensywnie i dtugotrwale eksploatowanych.
Proces napowietrzania pozywki w hodowlach biore-
aktorowych najczesciej odbywa sie poprzez montaz
we wnetrzu bioreaktora mieszadla mechanicznego,
ktére poprzez intensywne mieszanie medium zapewnia
zwigkszenie kontaktu podloza z powietrzem i w konse-
kwencji odpowiednio wysoka preznos¢ tlenu w podtozu
hodowlanym. W efekcie dzialania takiego mieszadla
podloze hodowlane w bioreaktorze staje si¢ maksy-
malnie rownomiernie natlenione [106].

Innym sposobem napowietrzania hodowli plyn-
nych jest wtlaczanie powietrza pod ci$nieniem z uzy-
ciem kompresora podtaczonego do bioreaktora, ktory
wypelniony jest podtozem hodowlanym. Ten rodzaj
napowietrzania stosuje si¢ w hodowlach prowadzonych
na skale wielkolaboratoryjng, pdlprzemystowa oraz
przemystowa. Zaobserwowano, ze podczas hodowli
drobnoustrojow z wykorzystaniem reaktora z urucho-
mionym mieszadlem, nastepuje formowanie BC w nie-
regularne grudki lub pasma wldknistej masy celulo-
zowej. Otrzymang w efekcie hodowli bioreaktorowe;j
BC oddziela sie od cieczy pohodowlanej i wytwarzaja-
cych ja drobnoustrojow przez dekantacje lub saczenie
(filtracje), ktore zazwyczaj przeprowadza si¢ poprzez
przelewanie podfoza hodowlanego z wyksztalcong BC
przez odpowiednie sgczki lub bibuly filtracyjne [106].
W procesie oczyszczania wytworzonej BC wykorzy-
stuje sie wiele chemicznych i fizycznych wlasciwosci,
ktérymi uzyskany materiat rézni sie od znajdujacych
sie zanieczyszczen w podlozu hodowlanym. Jedna
z tych cech jest odpornos¢ BC na dziatanie alkaliow.
Dlatego jedng z najcze$ciej spotykanych metod oczysz-
czania wytworzonej BC jest dzialanie rozcienczonymi
roztworami alkalicznymi (np. 1% roztworem wodoro-
tlenku sodu) w podwyzszonej temperaturze (80-85°C).
W powyzszych warunkach nastepuje hydroliza zanie-
czyszczen organicznych (np. komorek drobnoustrojow)
[25, 71]. Innym sposobem oczyszczania BC, ktory bar-
dzo czesto stanowi uzupelnianie hydrolizy alkalicznej
w podwyzszonej temperaturze, jest usuwanie osadow
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i zanieczyszczen roztworami kwasowymi (np. z wyko-
rzystaniem 6% kwasu octowego). W koncowym etapie
procesu oczyszczania uzyskang BC intensywnie prze-
plukuje si¢ woda destylowang, aby nada¢ jej odczyn
obojetny [95].

7. Motzliwo$ci zastosowania bionanocelulozy
w przemysle spozywczym

Celuloza bakteryjna jest naturalnym materiatem,
ktory ze wzgledu na unikatowe wlasciwosci oraz moz-
liwos¢ otrzymywania przy wykorzystaniu nieskom-
plikowanych technik syntezy mikrobiologicznej, znaj-
duje coraz szersze zastosowanie w wielu sektorach
przemystu spozywczego. Poczatek zastosowania BC
w przemysle spozywczym jest zwigzany z pojawieniem
sie na poczatku lat 90. (poczatkowo na rynku japon-
skim i filipinskim) produktéw zywnosciowych z dodat-
kiem nata de coco, czyli tzw. ,galaretki kokosowe;j” lub
»2elu kokosowego”. W pierwszym okresie istnienia na
rynku, zywnos¢ z dodatkiem nata de coco byta ofe-
rowana konsumentom w postaci napojow i deserow,
ktore pelnity role produktéw dietetycznych, stanowia-
cych zrédlo blonnika pokarmowego. Dodatkowym
elementem Zywnosci z rodzaju nata de coco, ktory
zadecydowal o jej atrakcyjnosci wizualnej, jest cha-
rakterystyczna dla produktéw wysokobtonnikowych
zelowa konsystencja tworzgca si¢ po kontakcie bfonnika
nierozpuszczalnego z woda [19].

Najczestszym substratem hodowlanym do mikro-
biologicznej produkeji BC, wykorzystywanej w produk-
tach nata de coco, jest woda kokosowa pozyskiwana
z niedojrzalych orzechéw kokosowych [2]. Woda koko-
sowa to malo stezony plyn, ktory pozyskuje si¢ z mlo-
dych, jeszcze zielonych, nie w pelni dojrzatych owocow
palmy kokosowej (Cocos nucifera L.) [2]. Istotng cecha
wody kokosowej jest duza zmiennos¢ jej sktadu che-
micznego i wartosci odzywczych, ktore uzaleznione
s od stopnia dojrzalosci owocu kokosa. Dlatego, aby
zoptymalizowac¢ efekty produkeji BC z wykorzystaniem
wody kokosowej, bierze si¢ pod uwage jej potencjalne
réznice w zawartosci skladnikéw mineralnych oraz sub-
stancji organicznych bedacych zZrédlem wegla. Obec-
nos¢ w wodzie kokosowej glukozy, ktéra stanowi zrodlo
wegla dla bakterii (np. K. xylinus) oraz sodu, wplywa
na wilasciwg osmolarnos¢ podloza wykorzystywanego
do produkcji BC [37]. Szczegdlnie istotng ze wzgle-
dow technologicznych wiasciwoscig wody kokosowej
jest jej naturalna czysto$¢ mikrobiologiczna. Wysoka
sterylnos¢ wody kokosowej jest efektem jej przeptywu
przez system dlugich i rozbudowanych kapilar prze-
wodzacych wode, ktéory w pniu palmy kokosowej
w komorkach ksylemu osiaga od 30 do 40 m dtugosci
[49]. Potwierdzono, ze podczas przemieszczania wody

od korzeni po korone palmy kokosowej, podlega ona
wielokrotnej filtracji i oczyszczaniu, dzigki czemu
staje si¢ sterylnie czysta, co ma szczegdlne znaczenie
ze wzgledu na konieczno$¢ zapewnienia bezpieczen-
stwa produkowanej na bazie wody kokosowej Zzywnosci.
Tym samym przezroczysty ptyn wypelniajacy wnetrze
niedojrzatych owocow kokosa (woda kokosowa) moze
by¢ wykorzystany jako pozywka hodowlana niewyma-
gajaca stosowania wysokotemperaturowej steryliza-
cji. Natomiast obecna w wodzie kokosowej glukoza
w ilodci nie przekraczajacej 1-2% powoduje, ze sta-
nowi ona pozywke mikrobiologiczng o optymalnych
wlasciwos$ciach biochemicznych dla rozwoju drobno-
ustrojow produkujacych BC [20].

Proces syntezy BC z wykorzystaniem wody koko-
sowej (nazywany rowniez systemem hodowli nata
de coco) ma charakter tlenowy i przejawia si¢ w for-
mowaniu na powierzchni podloza w trakcie 3-dnio-
wej hodowli bialawego, galaretowatego kozucha. Po
oddzieleniu od plynu hodowlanego, uzyskang blone
nanocelulozowa poddaje si¢ dokladnemu ptukaniu
przy uzyciu wody destylowanej lub 0,9% roztworu NaCl
[85]. Nastepnie wyptukana z resztek skltadnikéw ptynu
hodowlanego BC poddawana jest (w celu unieszkodli-
wieniu drobnoustrojow) krétkotrwatej obrébcee ciepl-
nej, najczesciej wysokotemperaturowej pasteryzacji.
W celu nadania odpowiedniej postaci konsumpcyjnej,
sktad produktéw nata de coco jest uzupelniany odpo-
wiednim rodzajem cukru, najczgsciej sacharozg lub
fruktoza. Przygotowane w powyzszy sposob deserowe
produkty spozywcze, jak np. puddingi, sa dodatkowo
wzbogacane kawatkami owocéw (np. mango, liczi,
pomaranczy, truskawki, melona i in.) lub ekstraktami
owocowymi [10, 39].

Celuloze bakteryjng w postaci dodatku do Zywnosci
(kostek nata de coco) coraz czesciej wykorzystuje si¢
jako czynnik stabilizujacy i poprawiajacy wlasciwosci
potptynnych produktéw zywnosciowych. Wykazano,
ze BC wiaze we wnetrzu swojej struktury wode i tym
samym tworzy galaretowaty, lepki i Zelowy material,
ktory jest fatwy do dzielenia, np. w trakcie formowa-
nia kesow. Dlatego BC o odpowiednio przygotowanej
galaretowato widknistej konsystencji moze by¢ surow-
cem wykorzystywanym do przygotowywania nisko-
kalorycznych, atrakcyjnych sensorycznie produktéow
spozywczych, jak satatki oraz desery [22].

Jednym z wielu zastosowan BC w tym obszarze jest
stabilizacja uktadéw heterogenicznych zywnosci, jakimi
sa emulsje typu olej w wodzie. Wykazano, ze BC moze
by¢ wykorzystywana jako stabilizator wytwarzajac tzw.
emulsje Pickeringa. Udowodniono, ze BC dodana do
zywnosci, obniza napiecie miedzyfazowe miedzy nie-
mieszajacymi si¢ fazami ukladu dwufazowego (ciecz
niepolarna - ciecz polarna). Jest to mozliwe dzigki tzw.
oleozelom (organozelom), czyli strukturom powstalym
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w wyniku ustabilizowania oleju w sieci wytworzonej
przez medium Zzelujgce, ktdére charakteryzuje si¢ lepka
i sprezysta konsystencja [107]. Wykazano, ze do powsta-
nia emulsji olejowo-wodnych w $rodowisku hydrofi-
lowym konieczna jest obecnos¢ substancji zelujacych,
jak np. etyloceluloza czy tez hydroksypropylometylo-
celuloza [18]. Najprawdopodobniej podobna funkcje
spetnia réwniez BC, ktéra poprzez proces wlaczania
czasteczek oleju do wodnej zawiesiny celulozowego
polisacharydu prowadzi do powstania emulsji typu olej
w wodzie. Na tej podstawie istniejg mozliwosci wyko-
rzystania BC jako preparatu stabilizujacego emulsje
wodno-olejowe w strukturze zywnosci [56]. Dzigki tej
wlasciwosci BC dodawana do produktéw moze pel-
ni¢ role naturalnych i bezpiecznych dla konsumentéw
emulgatorow. W przypadku takich produktéw jak
surimi (czyli zywnosci powstalej na bazie rozdrobnio-
nego i zmielonego migsa ryb), obecnos¢ BC staje si¢
elementem stabilizujacym mieszanine oleju, octu i na-
wodnionego proszku jajecznego [52].

Ciekawym rozwigzaniem, wykorzystywanym przez
producentéw wyrobow spozywczych, jest stosowanie
w produkeji Zywnosci deserowej i dietetycznej prepa-
ratéw zawierajacych sproszkowana BC. Tego rodzaju
preparaty wykorzystywane sg jako srodek wypelniajacy,
zageszczajacy, teksturujacy oraz redukujacy ilos¢ kalorii
w zywnosci [60].

Celuloza bakteryjna moze by¢ réwniez wykorzy-
stywana w przemysle spozywczym w charakterze sub-
stancji przedluzajacej trwalos¢ zywnosci. Substancja
wykorzystywang w tym celu jest pochodna celulozy
w postaci karboksymetylocelulozy lub soli sodowej kar-
boksymetylocelulozy. Karboksymetyloceluloza otrzy-
mywana z nata de coco, okreslana jako karboksyme-
tylo-nata, najczesciej jest przygotowywana w procesie
eteryfikacji kwasem monochlorooctowym oraz po6z-
niejszej merceryzacji lugiem sodowym. Jedna z praktyk
majacg na celu przedluzenie trwalo$ci owocéw po ich
zbiorze jest pokrywanie ich powierzchni warstwa kar-
boksymetylocelulozy. Badania wykazaly, ze powleka-
nie owocow papryki warstwa karboksymetylocelulozy,
pozwala skutecznie ograniczy¢ utrate jedrnosci oraz
wody z wnetrza tych owocdw, nawet w sytuacji, gdy sg
one przechowywane w temperaturze 25°C przez 30 dni.
Wyniki badan wskazuja réwniez, ze powtoki z karbok-
symetylocelulozy pomagaja zmniejsza¢ szybko$¢ doj-
rzewania owocow, np. papryki. Tym samym stosowanie
tego polimeru moze by¢ skuteczng metoda opodznia-
nia dojrzewania owocéw. To dzialanie ma szczegdlne
znaczenie w zachowaniu jakosci surowcow roslinnych
podczas dziatan transportowych [81]. Podobny ekspe-
ryment z wykorzystaniem metylocelulozy potwierdzil,
ze niejonowe etery BC zwiekszajg trwalos¢ i §wiezos¢
kurzych jaj. Wykazano, ze kurze jaja tuz po zbiorze,
ktore byty pokryte warstwa metylocelulozy i przecho-

wywane w temperaturze ponizej 18°C, dtuzej zacho-
wywaly $wiezo$¢ anizeli jaja kontrolne (niepokryte
warstwa metylocelulozy). Zastosowana warstwa mety-
locelulozy pozwolita zachowa¢ kurzym jajom $wiezos¢
powyzej 28 dni po zniesieniu [89].

Pochodne chemiczne BC moga poprawiaé wias-
ciwosci reologiczne produktéw zywnosciowych. Pozy-
skana z BC hydroksypropylometyloceluloza (zwana
réwniez hypromelozg) moze by¢ stosowana do sporza-
dzania mieszanek piekarniczych. Dzigki tej substancji
(oznaczanej symbolem E 464), wypiekane pieczywo
nie kruszy sie i zachowuje wymagang wilgotnos¢.
Dodatek hydroksypropylometylocelulozy do maki
bezglutenowej pozwala uzyska¢ w procesie wypieku
pieczywo, ktore charakteryzuje si¢ odpowiednia spo-
istoscig i elastycznoscia, ktorych to brak jest duza
ucigzliwo$cig w procesie produkcji wypiekdéw pozba-
wionych glutenu. Ze wzgledu na opisane wlasciwosci
hydroksypropylometyloceluloza jest czesto stosowana
réwniez przy produkcji soséw, zup instant, deseréow
mlecznych oraz jogurtow. Wykorzystuje si¢ ja rowniez
przy produkeji suplementéw diety jako zamiennik
zelatyny podczas wytwarzania zaréwno twardych jak
i migkkich kapsulek dla takich substancji, jak witaminy
czy sole mineralne [105].

Ponadto zaobserwowano, ze produkty spozywcze
wzbogacone o inng pochodng BC - karboksymetylo-
celuloze, charakteryzuja si¢ korzystniejszymi wiasci-
wosciami reologicznymi i teksturalnymi wzgledem
tradycyjnych produktéw spozywczych. Karboksyme-
tyloceluloza otrzymywana jest w wyniku katalizowanej
alkalicznie reakcji oczyszczonej BC z kwasem mono-
chlorooctowym. Obecnie w przemysle spozywczym
najpowszechniej stosowana jest sol sodowa karboksy-
metylocelulozy, ktorg otrzymuje si¢ poprzez dzialanie
chlorooctanu sodu na BC. Dzieki dodatkowi karbok-
symetylocelulozy niektdre produkty, jak np. wyroby
cukiernicze i ciastkarskie, charakteryzuja sie sprezysta
tekstura przypominajaca teksture niektérych owocow,
jak np. winogron [14].

Obecnie podejmowane sa rowniez proby wytwa-
rzania z BC opakowan dla produktéw zywnoscio-
wych. Opakowania powstale na bazie surowcéw bio-
logicznych, jakim jest BC, staja sie¢ ogromng nadzieja
dla przemystu opakowaniowego ze wzgledu na niskie
koszty wytworzenia oraz ich niewielkie oddzialywa-
nie na $rodowisko przyrodnicze. Z tego wzgledu, ze
opakowania z BC s3 w pelni biodegradowalne, roz-
wiazania te stwarzaja szans¢ na ich upowszechnienie
i masowe wykorzystanie w przemysle i gospodarstwie
domowym [3, 85, 86]. Wykazano, ze z kolei proces
oksydacji (w ktérym nastepuje utlenienie grup hydro-
ksylowych celulozy do grup aldehydowych, ketono-
wych lub karboksylowych) powoduje, ze BC uzyskuje
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Z tego powodu
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Tabela II

Zastosowanie bionanocelulozy i jej pochodnych w przemyéle spozywczym

Lp. Bionanoceluloza i jej pochodne Zastosowanie w przemysle spozywczym Pi$miennictwo
+ dietetyczny dodatek do deserow
1 |nata de coco (jako zrodto btonnika pokarmowego) [2,22]
stabilizator potpltynnych produktéw zywnosciowych
etyloceluloza P " . .
2 tabil Isji t 1 d 18
hydroksypropylometyloceluloza (hypromeloza) stabliizacja emuisyt typn ole) wwoczie [18]
+ stabilizacja emulsji Pickeringa
+ nadawanie spoistosci i elastycznosci cukierniczym
3 | hydroksypropylometyloceluloza (hypromeloza) produktom bezglutenowym [56, 105]
+ skladnik otoczki kapsulek dla suplementéw diety
+ substancja nadajgca sprezysta teksture produktom
Zywnosciowym
4 | karboksymetyloceluloza + substancja przedtuzajaca jedrno$¢ owocédw [81]
metyloceluloza + substancja przedtuzajaca swiezo$¢ kurzych jaj [89]
6 | oksydowana celuloza . blOde’gI'.adOTNfilny mateflal opakowam(.)wy (86]
o wilasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych

oksydowana BC moze by¢ potencjalnym sktadnikiem
opakowan, ktére majg na celu przedtuzenie trwatosci
mikrobiologicznej opakowywanego produktu spozyw-
czego [90] (Tab. II).

Mozliwosci zastosowania na szerokg skale BC w prze-
mysle spozywczym s silnie uzaleznione od skutecz-
nosci metod wytwarzania czystego i sterylnego mate-
rialu o odpowiednich wiasciwosciach reologicznych.
Wrhasciwosci te sa z kolei silnie uzaleznione od meto-
dy zastosowanej do produkcji BC. Hodowle wstrza-
sane prowadzone w inkubatorach wytrzasarkowych
umozliwiaja synteze silnie rozgalezionej, tréjwymiaro-
wej BC, o siatkowej strukturze, podczas gdy hodowle
statyczne umozliwiaja wytwarzanie plaskiej blony
celulozowej o znaczaco mniejszej ilosci wewnetrznych
rozgalezien [48, 51]. Z kolei zastosowanie do pro-
dukcji BC bioreaktora (fermentora) i tym samym
odpowiednich warunkéw tlenowych umozliwia osiag-
niecie duzej szybkosci i wydajnosci produkcji. Zasto-
sowanie do produkgji bioreaktora umozliwia ponadto
wytworzenie przez K. xylinus polimeru celulozowego,
ktéry zbudowany jest z komponentéw wioknistych
o roznorodnej $rednicy i strukturze przestrzennej [48].
Pozadane wlasciwosci fizykochemiczne BC mozna
uzyska¢ poprzez zmiane cech zastosowanych biore-
aktordw, takich jak ksztalt naczynia bioreaktorowego
(naczynia hodowlanego) i mieszadla wirnikowego.
Zaletg bioreaktorow zbiornikowych wyposazonych
w system mieszadel mechanicznych jest mozliwos¢ uzy-
skania podloza hodowlanego o wysokim stopniu jed-
norodnosci. Jednym z gtéwnych ograniczen w przemy-
stowym zastosowaniu bioreaktoréow do produkcji BC
jest wysoki koszt instalacji oraz trudnosci w usuwaniu
z nich produktéw ubocznych metabolizmu komérko-
wego K. xylinus [48, 51].

8. Podsumowanie

Celuloza bakteryjna (bionanoceluloza) to unikalny
material o szczegélnych wlasciwosciach, ktore spra-
wiajg, ze surowiec ten znajduje coraz wigcej praktycz-
nych zastosowan w réznych gateziach przemystu, w tym
w przemysle spozywczym. Niektore rodzaje drobno-
ustrojow, jak np. bakterie kwasu octowego, moga sta-
nowi¢ (w odniesieniu do rolin wyzszych) alternatywne
zrodlo celulozy, ktéra wytwarzana jest w procesie tleno-
wej biosyntezy prowadzonej w warunkach statycznych,
wstrzgsanych, jak i bioreaktorowych. Zastosowanie tra-
dycyjnych podlozy mikrobiologicznych (np. Hestrin-
-Schramma), ze wzgledu na ich wysokie koszty i niska
wydajnos¢ dla produkgji, stanowi silne ograniczenie ich
komercyjnego wykorzystania na skale przemystows.
Dlatego wspolczesnie prowadzone badania skupiaja
sie na wykorzystaniu organicznych i nieorganicznych
odpadéw przemystowych, ktére moga by¢ nowym,
oplacalnych zrédlem wegla dla drobnoustrojow produ-
kujacych BC. Dzieki temu mikrobiologiczna produkcja
BC moze stac si¢ elementem niwelowania negatywnego
wplywu przedsigbiorstw produkcyjnych na srodowisko
naturalne. By¢ moze z tego powodu w przyszlosci pro-
dukcja BC bedzie $cisle powigzana z systemami pro-
dukgji innych materialéw, ktérym towarzyszy proces
powstawania ucigzliwych odpaddéw i zanieczyszczen.
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Dnia 2 grudnia 2019r., w Auli Gléwnej Wydzialu
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego (UW) w Warsza-
wie odbyla si¢ konferencja historyczno-naukowa pn.
»MAKRO-kierunki w MIKRO-biologii”. Gtéwnym orga-
nizatorem konferencji byt Oddzial Warszawski Polskie-
go Towarzystwa Mikrobiologéw (PTM), za$ wspotorgani-
zatorami — PTM, Urzad Marszalkowski Wojewddztwa
Mazowieckiego, Wydzial Biologii i Instytut Mikrobio-
logii UW oraz American Society for Microbiology.

e-mail: t.jagielski@biol.uw.edu.pl

Patronat honorowy nad wydarzeniem sprawowali:
Marszatek Wojewoddztwa Mazowieckiego, Pan Adam
Struzik, Prezydent m.st. Warszawy, Pan Dr Rafal Trza-
skowski, Jego Magnificencja Rektor UW, Pan Prof.
Marcin Palys, Dyrektor Narodowego Instytutu Zdro-
wia Publicznego - Pafistwowego Zakladu Higieny, Pan
Dr Grzegorz Juszczyk, Prezes Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw, Pan Prof. Stefan Tyski, a takze Ameri-
can Society for Microbiology.

Konferencje zorganizowano dla uczczenia 70. rocz-
nicy powotania Oddzialu Warszawskiego PTM. Pro-
gram konferencji obejmowal dwie sesje. Pierwsza
byta poswiecona historii Oddziatu, a w szczegolnosci
pamieci 0sob, ktdre na przestrzeni kilku dekad organi-
zowaly i kierowaly jego dzialalnoscig. W sesji nauko-
wej, pomyslanej jako seria krétkich, eksperckich wykta-
dow, przedstawiono osiagnigcia i postepy wspodlczesnej
mikrobiologii w jej kluczowych dziedzinach - tytulo-
wych makro-kierunkach.

Konferencje otworzyli gospodarz miejsca — Dziekan
Wydziatu Biologii UW - Pani prof. dr hab. Agnieszka
Mostowska oraz inicjator projektu, Przewodniczacy Ko-
mitetu Organizacyjnego, a jednoczesnie Przewodniczacy
Oddzialu Warszawskiego PTM - Pan dr hab. Tomasz
Jagielski. Stowo od Zarzadu Gliéwnego PTM wygtlosit
Prezes Towarzystwa — Pan prof. dr hab. Stefan Tyski.

MAKRO-KIERUNKI
W MIKRO-BIOLOGII

Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego
2 grudnia 2019, Warszawa

Krétki rys historyczny Oddzialu przedstawit
w swoim wykladzie dr hab. Tomasz Jagielski. Wyktad
wypelnily w znacznej mierze sylwetki osob szczegol-
nie zastuzonych dla budowania warszawskich struktur
terenowych PTM. Punktem kulminacyjnym sesji histo-
rycznej byto wreczenie zastuzonym czlonkom Oddziatu
okolicznosciowych medali i dyplomodw.

Czes¢ naukowa konferencji zajely wyklady ple-
narne, przedzielone sesja plakatowa. Wyktady opra-
cowali i wygtlosili uznani specjalisci w zakresie mikro-
biologii medycznej, farmaceutycznej, weterynaryjnej,
srodowiskowej i Zywnosci. Zagadnienie mikrobiolo-
gicznego bezpieczenstwa zywnosci szeroko omowita
Pani prof. Barbara Sokotowska (Instytut Biotechno-
logii Przemystu Rolno-Spozywczego). Z kolei wyklad
Pani prof. Bozeny Dworeckiej-Kaszak (Szkota Glow-
na Gospodarstwa Wiejskiego) dotyczyt problemow
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weterynaryjnej diagnostyki mykologicznej. Schemat
badan produktéow leczniczych zawierajgcych anty-
biotyki, w $wietle wytycznych Farmakopei Polskiej,
przyblizyt Pan prof. Stefan Tyski (Narodowy Instytut
Lekow, Warszawski Uniwersytet Medyczny). W dru-
giej czesci wykladowej, Pan prof. Wlodzimierz Gut
(Gléwny Inspektorat Sanitarny) dokonal przegladu
choréb wirusowych, stanowigcych obecnie najwieksze
zagrozenie dla ludzi. Zjawisko antybiotykoopornosci
w $rodowisku naturalnym szczegétowo omowita Pani
prof. Magdalena Popowska (Uniwersytet Warszawski).
Na koniec, Pani mgr Magdalena Piwowarska (Laborato-
rium Kosmetyczne Dr Irena Eris) przedstawita aspekty
mikrobiologiczne w przemysle kosmetycznym.

W sesji plakatowej, wyniki 63 prac eksperymen-
talnych prezentowano w 5 blokach tematycznych
(I - Mikrobiologia medyczna i farmaceutyczna;
IT - Mikrobiologia srodowiskowa i ogélna; IIT - Mikro-
biologia weterynaryjna; IV - Biotechnologia; V - Wiru-
sologia, mykologia, parazytologia). Komisje konkur-
sowe, dla kazdej grupy tematycznej, wyltonity najlepsze
prace. Ich autorom wreczono, na zakonczenie konfe-
rencji, dyplomy i ufundowane przez sponsora nagrody.

W konferencji wzigto udziat 151 oséb. W liczbie tej
byto 132 pracownikéw i studentéw reprezentujacych
36 osrodkéw akademickich, instytutéw naukowych
i laboratoriéw badawczo-ustugowych z 13 miast na
terenie 9 wojewodztw kraju. Wsrdd uczestnikow kon-
ferencji bylo tez 19 pracownikéw firm o profilu mikro-
biologicznym lub biotechnologicznym, w tym przedsta-
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wiciele 10 spo$rdd 16 firm sponsorskich, ktore wsparty
konferencje finansowo.

Konferencja ,MAKRO-kierunki w MIKRO-bio-
logii” byta waznym wydarzeniem dla $rodowiska
mikrobiologéw, nie tylko z regionu Mazowsza, ale
calego kraju. Zyskata przy tym duze zainteresowanie
krajowego s$rodowiska akademickiego i naukowo-
-badawczego. Spelnita przy tym oba zadania, ktore
postawili sobie organizatorzy. Przede wszystkim byta
wyrazem pamieci o wybitnych przedstawicielach war-
szawskiej mikrobiologii, ktérzy poza intensywng dzia-
talno$cig naukows, odegrali kluczowa role w organi-
zowaniu struktur terenowych Towarzystwa i integracji
$rodowiska mikrobiologow polskich. W tym kontekscie,
przeprowadzona konferencja byla, w historii Oddziatu
Warszawskiego PTM, wydarzeniem bez precedensu.

Konferencja byla tez waznym wydarzeniem nauko-
wym. Udalo sie w jej trakcie przedstawi¢ gtéwne pro-
blemy badawcze, podejmowane przez mikrobiologow
w Polsce, i to zarowno w ujeciu syntetycznym, pogla-
dowym (w sesji plenarnej), jak i wycinkowym, dotycza-
cym szczegolowych prac eksperymentalnych (w sesji
plakatowej).

Trwaty $lad konferencja pozostawi po sobie dzigki
wydanemu specjalnie na t¢ okazje, zeszytowi kwar-
talnika Postepy Mikrobiologii (t.58, supl.1, 1-132).
Opublikowano w nim wszystkie doniesienia konfe-
rencyjne, streszczenia wykladéw oraz okolicznosciowe
teksty historyczne. W publikacji tej znalazty sie rdwniez
teksty powitalne patronéw wydarzenia.
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XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
MIKROBIOLOGOW S
-18 WRZESNIA 2020,
POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW

WARSZAWA

XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
MIKROBIOLOGOW

15-18 WRZESNIA 2020,
WARSZAWA

Miejsce Zjazdu:

| , Sangate Hotel Airport i ‘
~ Warszawa, ul. Komitetu Obrony Robotnikéw 32
~ (dawniej 17 Stycznia, rog ul. Zwirki i Wigury) oo

Gtéwny Organizator Zjazdu:

Polskie Towarzystwo Mikrobiologow
_ul. Stefana Banacha 1b, 02-097 Warszawa
ptm.sz@wqm.edu.pl, www.microbiology.pl
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Od ostatniej informacji o dziatalnosci Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, zamieszczone;j
w zeszytach nr 4 z 2019 r. kwartalnikéw Postepy Mikrobiologii — Advancements of Microbiology i Polish Journal of
Microbiology, Prezydium ZG PTM zajmowalo si¢ nastepujacymi sprawami:

1.

Podpisano umowe z EBSCO Publishing, Inc. dotyczacg indeksacji kwartalnika Postepy Mikrobiologii. Tym
samym oba nasze czasopisma PM i PJM od 09.01.2020 r. s3 indeksowane przez t¢ firme amerykanska, co mamy
nadzieje przyczyni sie do wigkszej rozpoznawalnosci i cytowalnosci PM i PJM.

. FEMS przyznata dofinansowanie do: XXIX Zjazdu PTM 2020 w wysokosci 3 000 Euro oraz do I Polish Yeast

Conference w wysokosci 2 000 Euro. Ponadto FEMS przyznata granty na realizacje projektow:

e ,Siderophores and biosurfactants produced by Antarctic psychrotolerant bacteria as new bioproducts for
cold-active biotechnologies — identification and characterisation of novel secondary metabolites” zlozonego
przez Pana Michala Styczynskiego z Wydzialu Biologii UW;

o ,Susceptibility profiling of Mycobacterium tuberculosis isolates from Poland and Lithuania’, ztozonego przez
Panig Zofi¢ Bakule z Wydzialu Biologii UW.

. Zaczety naplywac pierwsze manuskrypty od autoréw zagranicznych do naszego kwartalnika Postepy Mikro-

biologii — Advancements of Microbiology, ktdry jest wydawany on-line w wersji angielsko-jezycznej. Tym samym
liczymy na coraz wigkszg rozpoznawalnos¢ i lepsza oceng czasopisma.

. Prezydium Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw podjelo Uchwale nr 4-2020 z dnia

23.01.2020 r. w sprawie organizacji kolejnej edycji Nagrody Naukowej PTM im. Prof. Edmunda Mikulaszka,
ktéra bedzie przyznana w roku 2020, za artykuly opublikowane w latach 2018-2019 oraz w sprawie przedtu-
zenia kadencji pracy na 2020 r. Komisji Konkursowej powolanej Uchwalg nr 20-2018. Zasady przyznawania
nagrody sa okreslone w Regulaminie Nagrody Naukowej PTM im. Prof. Edmunda Mikulaszka znajdujacej sie
na stronie PTM (https://www.microbiology.pl/nagrody/nagroda-im-prof-edmunda-mikulaszka/)

Nagroda w 2020 roku dotyczy prac opublikowanych w latach 2018-2019.
Termin skladania wnioskéw: 15.03.2020 r.
Ogloszenie wynikéow konkursu: 30.04.2020 r.

. Duzo pracy zostato wlozone w ustalenie konfiguracji strony internetowej XXIX Ogolnopolskiego Zjazdu PTM:

www.zjazdptm2020.pl

Wszystkich cztonkéw PTM i osoby zainteresowane mikrobiologig zachecamy do zapoznania si¢ ze strona,
zarejestrowanie si¢ i zglaszania streszczen na Zjazd.

. Intensywnie poszukujemy sponsoréw i wystawcow na nasz Zjazd. Niestety zainteresowanie firm jest niewielkie.

Spodziewamy si¢ wiekszego zaangazowania w tym obszarze czlonkéw i Przewodniczacych Oddzialow Tere-
nowych PTM, ktdrzy sa wspolorganizatorami Zjazdu.

. Firma Wodociagi Krakowskie zrezygnowata z czlonkostwa w PTM jako Cztonek Wspierajacy PTM - srebrny

z konicem 2019 r.

. Gléwna Komisja Rewizyjna PTM przygotowala Regulamin swojej dziatalnosci, jest on obecnie przedmiotem

analizy.

. W dniu 03.03.2020r. odbylo si¢ pierwsze zebranie Sekcji Mikrobiologii Farmaceutycznej PTM, na ktérym

przedstawiono 4 wyklady i oméwiono sprawy zwigzane z dziatalnoscig Sekeji.

SEKRETARZ EZES
Polskiegg Towarzystwa Mikrobiologow PU’SHEQ Owarzystwa Jbs IOIOQ@W
j /[ 2 le"/( : il
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CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

=Cztonek Wspierajacy PTM - Zloty
od 27.03.2017r.

HCS Europe - Hygiene & Cleaning Solutions
ul. Warszawska 9a, 32-086 Wegrzce k. Krakowa
tel. (12) 414 00 60, 506 184 673, fax (12) 414 00 66
www.hcseurope.pl

BRAND

Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czystoéci i higieny dla klientéw o szczegdlnych
wymaganiach higienicznych, m.in. kompleksowe systemy mycia, dezynfekcji, osuszania rak dla pracownikéw
stuzby zdrowia, preparaty do dezynfekcji powierzchni dla stuzby zdrowia, systemy sterylizacji narzedzi.

Cztonek Wspierajacy PTM - Srebrny
od 12.09.2017r.

ECOLAB

Firma Ecolab Sp. z 0.0. zapewnia: najlepsza ochrone srodowiska pracy przed patogenami powodujacymi
zakazenia podczas leczenia pacjentéw, bezpieczenstwo i wygode personelu, funkcjonalnoé¢ posiadanego sprzetu
i urzadzen. Firma jest partnerem dla przemystéw farmaceutycznego, biotechnologicznego i kosmetycznego.

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 12.09.2017r.

MRRCK

Merck Sp. z 0.0. jest czgscig miedzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibg w Darmstadt, Niemcy i dostarcza
na rynek polski od roku 1992 wysokiej jako$ci produkty farmaceutyczne i chemiczne,
w tym podtoza mikrobiologiczne

Cztonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 06.06.2019r.

“bart

BART Spéika z o.0. Sp. K
ul. Norwida 4, 05-250 Stupno
NIP: 1180741884, KRS: 0000573068
https://bart.pl/, email: info@bart.pl

Firma BART jest producentem i dystrybutorem surowcéw oraz dodatkow
dla przemystu spozywczego i farmaceutycznego. Specjalizujemy si¢ w probiotykach
oraz surowcach uzyskiwanych metodami biotechnologicznymi.
Wspolpracujemy z renomowanymi producentami: Probiotical, Gnosis, Lesaffre
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