Kwartalnik
Tom 60

Zeszyt 122021

STYCZEN — MARZEC

CODEN:
PMKMAV 60 (1)
2021

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW

Advancements of Microbiology

Impact Factor = 0,263 (2019)
Punktacja MNiSW = 20,00 (2019)

http://www.pm.microbiology.pl



RADA REDAKCYJNA

JACEK BARDOWSKI (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN), DARIUSZ BARTOSIK (Uniwersytet Warszawski),
JACEK BIELECKI (Uniwersytet Warszawski), RYSZARD CHROST (Uniwersytet Warszawski),
JERZY DEUGONSKI (Uniwersytet £6dzki), NADZIEJA DRELA (Uniwersytet Warszawski),

EUGENIA GOSPODAREK-KOMKOWSKA (Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu),
JERZY HREBENDA (Uniwersytet Warszawski), WALERIA HRYNIEWICZ (Narodowy Instytut Lekow),
MAREK JAKOBISIAK (Warszawski Uniwersytet Medyczny), JACEK MIEDZOBRODZKI (Uniwersytet Jagiellonski),
ANDRZE] PIEKAROWICZ (Uniwersytet Warszawski), ANTONI ROZALSKI (Uniwersytet Lodzki),
ALEKSANDRA SKEODOWSKA (Uniwersytet Warszawski), RADOSLAW STACHOWIAK (Uniwersytet Warszawski),
BOGUSLAW SZEWCZYK (Uniwersytet Gdanski), ELZBIETA TRAFNY (Wojskowa Akademia Techniczna),
STANISLAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA (Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego),
GRZEGORZ WEGRZYN (Uniwersytet Gdanski), PIOTR ZIELENKIEWICZ (Uniwersytet Warszawski)

REDAKCJA

JACEK BIELECKI (Redaktor Naczelny)
Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel. 22 5541304; e-mail: jbielecki@biol.uw.edu.pl

RADOSLAW STACHOWIAK (Zastepca)
Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
e-mail: radeks@biol.uw.edu.pl

JAROSLAW A. PANKOWSKI (Sekretarz)
Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
e-mail: post.mikrobiol@biol.uw.edu.pl

ADRES REDAKCJI

Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski
ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa;
e-mail: post.mikrobiol@biol.uw.edu.pl

REDAKTORZY

MONIKA ADAMCZYK-POPLAWSKA (Uniwersytet Warszawski), GABRIELA BUGLA-PLOSKONSKA (Uniwersytet Wroctawski)
HENRYK KRUKOWSKI (Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie), BOZENA NEJMAN-FALENCZYK (Uniwersytet Gdarski)
RENATA MATLAKOWSKA (Uniwersytet Warszawski), EDYTA PODSIADLY (Uniwersyteckie Centrum Kliniczne WUM)

ADRIANNA RACZKOWSKA (Uniwersytet Warszawski)
AGATA GORYLUK-SALMONOWICZ (Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie)
AGNIESZKA KWIATEK (Uniwersytet Warszawski), AGNIESZKA SZCZEPANKOWSKA (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN)
PIOTR ZALESKI (Instytut Biotechnologii i Antybiotykdw)

PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY
Redaktor odpowiedzialny: STEFANIA GIEDRYS-KALEMBA (Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie)

Adres Redaktora dzialu Publikacje Metodyczne i Standardy
ul. Malinowa 11, 72-003 Wolczkowo
tel. 605031324; fax 91 3113186; e-mail: kalemba@mp.pl

ISBN 978 - 83 -923731-3-1

Informacja o zdjeciu na okladce:

Komorki z rodzaju Yersinia.
Preparatyka: dr Jagoda Placzkiewicz i dr hab. Agnieszka Kwiatek, Zaktad Wirusologii Molekularnej,
Instytut Mikrobiologii, Uniwersytet Warszawski.
Zdjecie: dr Pawel Bacal, Instytut Paleobiologii PAN Polskiej Akademii Nauk.
Obraz SEM uzyskano przy uzyciu aparatury zakupionej w ramach projektu CePT POIG.02.02.00-14-024/08-00.

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW

Sktad i druk: Zaktad Wydawniczy Letter Quality, tel.: 607 217 879
e-mail: roma.walendzewicz@gmail.com; projekt okladki: Jerzy Grzegorkiewicz



POSTEPY MIKROBIOLOGII - ADVANCEMENTS OF MICROBIOLOGY
2021, 60, 1, 3-12
DOI: 10.21307/PM-2021.60.1.01

M f% exeley

SELECTED ASPECTS OF THE CRISPR-CAS BIOLOGY AND APPLICATIONS

Monika Wawszczak, Aneta Filipiak, Michal Majchrzak, Stanistaw Gluszek,
Wioletta Adamus-Bialek*

Department of Surgical Medicine with the Laboratory of Medical Genetics, Collegium Medicum,
Jan Kochanowski University, IX Wiekoéw Kielc 19A Av,, 25-317, Kielce, Poland.

Received in May, accepted in November 2020

Abstract: The clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and CRISPR-associated proteins are components of
the adaptive immunity system, protecting against foreign DNA, which are present in many bacteria species. Recent years have brought
extensive research on this system however, not all of its biological properties have been discovered so far. It was recently discovered that
CRISPR-Cas can regulate the formation of biofilm and is closely associated with the DNA repair system in bacterial cells. It is also likely
that some of the spacer sequences are complementary to short sequences in the bacterial genome, which may have an influence on regula-
tion of bacterial genes, e.g. virulence factors. Besides, phages can synthesize anti-CRISPR genes, which could be of use in the future for
the purpose of development of an alternative therapy against multi-drug resistant bacterial strains. Here we present an elementary charac-
teristic of CRISPR-Cas system, including the structure and the brief mechanism of action, systematic classification and its importance for
medicine and biotechnology issues. We would like to stress the huge potential of CRISPR-Cas by discussing the selected but varied aspects.

1. Introduction. 2. Structure, operation and differences. 3. Bacterial typing. 4. Correlation with bacterial pathogenicity. 5. Potential tool for
medicine. 5.1. CRISPR-tool for genome editing. 5.2. Instances of CRISPR-tool strategies in medicine. 6. Phage response. 7. Conclusions

WYBRANE ASPEKTY BIOLOGII I ZASTOSOWAN CRISPR-CAS

Streszczenie: Zgrupowane, regularnie rozproszone, krotkie, powtarzajace si¢ sekwencje palindromiczne (CRISPR) i biatka zwigzane
z CRISPR s3 sktadnikami systemu odpornosci wielu gatunkéw bakterii na obcy DNA. W ostatnich latach prowadzone sg obszerne badania
nad tym mechanizmem, ale jeszcze nie wszystkie jego wlasciwosci biologiczne zostaly odkryte. Niedawno udowodniono, ze CRISPR-Cas
moze regulowac tworzenie biofilmu i jest $ciSle powigzany z systemem naprawy DNA w komorkach bakteryjnych. Jest rowniez prawdopo-
dobne, ze niektdre sekwencje rozdzielajace sa komplementarne do krétkich sekwencji w genomie bakterii, co moze mie¢ wplyw na regu-
lacje ekspresji gendw bakterii kodujacych np. czynniki wirulencji. Poza tym fagi moga zawiera¢ geny anty-CRISPR, ktore moglyby zosta¢
wykorzystane w przysztoéci do opracowania alternatywnej terapii przeciwko wielolekoopornym szczepom bakterii. W tym przegladzie
przedstawiamy zwiezla charakterystyke systemu CRISPR-Cas, w tym budowe i mechanizm dzialania, klasyfikacje¢ oraz jego medyczne
i biotechnologiczne znaczenie. Omawiajac wybrane i réznorodne aspekty chcemy podkresli¢ ogromny potencjal CRISPR-Cas.

1. Wprowadzenie. 2. Struktura, mechanizm i réznice. 3. Typowanie bakteryjne. 4. Korelacje w patogennoscig bakterii. 5. Potencjalne zasto-
sowania w medycynie. 5.1. Narzedzie ,CRISPR” w medycynie. 5.2. Przyklady wykorzystania systeméw CRISPR w medycynie. 6. Odpo-
wiedz fagowa. 7. Wnioski

Key words: CRISPR, Cas, bacterial pathogenicity, anti-CRISPR proteins, genome editing
Stowa kluczowe: CRISPR, cas, patogennos¢ bakteryjna, bialka anty-CRISPR, edycja genomu

1. Introduction

Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats (CRISPR) were identified in approximately
40% of bacterial and approximately 90% of archaeal
genomes [1]. These loci are usually accompanied by
conserved sets of genes, encoding nucleic acid process-
ing enzymes like nuclease or helicase proteins, named
CRISPR-associated (cas) genes. Typically, CRISPR-
Cas loci contain repeats of sequences interspaced by
spacers with noncoding unique sequences of similar
lengths [2-5]. The function of CRISPR-Cas as part of
a defense system against foreign DNA was confirmed in
2007 [6]. Functionally, the CRISPR-Cas system is based

on molecular memory of a previous infection, which
means that during second contact with a bacteriophage
or other mobile genetic material, the foreign nucleic
acid is recognized and inactivated.

The CRISPR sequences were previously classified as
a group of interspaced short sequence repeats (SSRs)
with a unique structure. Those repeats are interspaced
by nonrepetitive DNA fragments, which, as was thought
at the beginning, were not important. These distinct
interspaced SSRs were detected for the first time in the
Escherichia coli K-12 chromosome in 1987 [7]. In subse-
quent years, many scientists have identified this specific
group of SSRs in many other bacteria, e.g. Streptococcus
pyogenes, Mycobacterium tuberculosis, Campylobacter
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jejuni, and Clostridium difficile [4, 8, 9]. The function
of SSRs was unknown and many scientists have named
the same group of sequences differently. In 2002 Jansen
etal. [4] used the acronym CRISPR for the first time
as a name for a characteristic class of repetitive DNA,
to avoid confusing nomenclature in the future. After
the discovery of the CRISPR sequence function, the
CRISPR-Cas designation has become a part of the
generally accepted nomenclature. Interestingly, before
recognition of the biological role of CRISPR-Cas, these
sequences were used as a typing tool in molecular diag-
nostics. The method was established for Yersinia pestis,
Bacillus anthracis, Salmonella enterica serovar Typhi,
Francisella tularensis, E. coli O157, and Mycobacterium
leprae [10]. Currently, scientists have isolated sev-
eral subgroups that differ in the internal structure of
CRISPR-Cas sequences and associated genes [11-14].
In this work we present a brief history of CRISPR-Cas,
describing the structure and the mechanism of opera-
tion as well as its application on selected examples.

2. Structure, operation, and differences
The CRISPR-Cas system is based on the involve-

ment of small, noncoding sequences in conjunction
with Cas proteins. It was found that cas genes are always
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located near a CRISPR locus and the most common
arrangement of these genes is cas3-cas4-casI-cas2. The
Cas3 protein appears to be a helicase, whereas Cas4
resembles the RecB family of exonucleases and con-
tains a cysteine-rich motif, which suggests DNA bind-
ing properties. Casl is generally highly conservative
and it was found consistently in all species that contain
CRISPR loci. Repeated sequences in size from 24 to
48 nucleotides are separated by unique spacers of simi-
lar length. The number of repeated sequences is highly
variable in bacterial species [11, 15, 16].

The classification of CRISPR-Cas systems is com-
plex and still not obvious. However, three basic stages
of the mechanism of action of the CRISPR-Cas defense
system are established, namely: a) spacer integration,
b) expression of CRISPR locus and cas genes, and
c) target recognition and neutralization are more or less
conserved among all CRISPR types and hence can be
described in general [16]. In this work the CRISPR-Cas
type II system is used to illustrate in detail this model
of operation - a clue for developing a CRISPR genome
editing technique [17, 18]. The first step of this mecha-
nism runs with the integration of short sequences of
foreign DNA into the CRISPR locus (Fig. 1). Identifi-
cation of foreign DNA begins with recognition of the
viral protospacer adjacent motif (PAM) via the protein
complex of two Casl dimers and a single Cas2 dimer.
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Fig. 1. The type II system as an example of mechanism of CRISPR-Cas action-prepared
on the basis of Nishimasu et al. [90] and Amitai et al. [91] .
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PAM is a short sequence consisting of 2-8 nucleotides
and flanking the protospacer, where the Casl protein
is an endonuclease and the Cas2 is an endoribonucle-
ase. These properties allow the Cas1-Cas2 complex to
cut off the protospacer and integrate with the CRISPR
array. Before the integration of the new spacer, specific
enzymes cut the sequence and create its sticky ends.
This mechanism allows integration of the new spacer
between the first and second repeats on the leader
sequence side. During integration, DNA breaks at
two points, on the 5 end of the first repeat and next
on the 5’ end on the opposing side of the repeat. As
a result, the arisen single-stranded DNA (ssDNA) con-
tains the repeated sequence. In the next step, specific
enzymes repair gaps in the ssDNA [19]. During the
expression stage, the CRISPR region with acquired
foreign sequences is transcribed into a precursor RNA
transcript and then is cut by the double-stranded RNA-
specific RNase III into specific small RNA molecules
(crRNAs) [20]. The maturation of crRNA is possible due
to a small sequence of trans-activating crRNA (tracr-
RNA) (Fig. 1). The tracrRNA is complementary to pre-
crRNA and thus these two molecules form a duplex.
Each mature crRNA contains a fragment of a single
spacer flanked by part of the repeated sequence [20].
In the recognition stage, a complex of crRNA and Cas9
protein scans the cell for foreign nucleic acid targets.
This tracing process is ensured by a complementarity
of crRNA and foreign DNA which allows recognition
and incorporation of the protein complex. This complex
contains the Cas9 enzyme which cuts foreign DNA at
the attachment site and leads to its degradation (Fig. 1)
[20, 21]. It was shown that deletion or insertion of the
new spacer sequence complementary to phage genome
increases or decreases the bacterial sensitivity to phage
infection, respectively [6].

The first polythetic CRISPR-Cas system classifica-
tion was proposed by Makarova et al. (2011) [5]. In this
study, CRISPR-Cas systems were differentiated accord-
ing to target molecule and mode of operation. In this
classification, three major types and 12 subtypes were
distinguished. Type I and II systems split and degrade
DNA. The main difference between type I and type II
systems is the presence of various proteins in the com-
plex, Cas3 and Cas9, respectively. The CRISPR-Cas
type III contains Cas10 protein and cleaves both DNA
and RNA [23]. Both type I and II require two princi-
pal factors to effectively target the DNA. The first is
a CRISPR RNA spacer complementary to the target
protospacer sequence. The second is a PAM sequence
specific to each CRISPR-Cas system. Similar factors
are required for DNA targeting by type III systems. All
these systems involve base pairing between the target
sequence and the region flanking the protospacer [24].
The CRISPR-Cas type III system seems to be more ben-

eficial for bacteria because of its various abilities to rec-
ognize and degrade both DNA and RNA. Therefore, it
is effective against a wider group of phages. Otherwise,
the type I and type II systems are simpler because of the
smaller number of Cas proteins engaged. Those mecha-
nisms require less energy from bacteria to transcribe
and run the mechanism. This may allow for a faster
response and defense in case of a phage infection. This
classification of CRISPR-Cas systems was updated by
Makarova et al. in 2015 and again in 2020 [13, 25]. The
fast evolution and major achievements in the study of
the diversity of the CRISPR-Cas systems lead to the
creation of its robust classification which is essential to
understanding their functionality in microorganisms
and utility as genome-editing tools. Recently, authors
put special emphasis on the classification of the quickly
proliferating class 2 variants. In comparison with the
previous classification system (from 2015), the new
class 2 includes 3 types (II, V, VI) and 26 subtypes.
Interestingly, the previous type IIC was divided into
two extra subtypes (IIC1 and IIC2) and type V was
described in detail (17 subtypes were found). Moreover,
the new type VI was distinguished. The newest clas-
sification is shown in Table I.

The origin and cause of the system’s mechanism
diversity are still unexplained. An interesting task now
would be to determine which of the systems was cre-
ated first, or if they were developed independently of
each other.

3. Bacterial typing

Primarily, CRISPR sequences have been used as
a typing tool in epidemiology and phylogenetic stud-
ies. The main elements useful for analysis are the pal-
indromic repeats. The nucleotide sequence, length,
and loci are highly variable and often strain specific
among some bacterial species such as M. tuberculosis,
in which CRISPR-Cas type III-A has been described
(8, 10, 26, 27]. Due to this, the CRISPR-based approach
has already been used for the differentiation of many
bacterial species such as M. tuberculosis [28], C. jejuni
[29], Corynebacterium diphtheria [30], Legionella pneu-
mophila [31], and E. coli [32]. This CRISPR utility in
bacterial differentiation may be associated with their
diverse pathogenicity profile and the unique genetic
fingerprints of particular strains. Because of their
unique structure, CRISPR sequences can be used for
clonal differentiation [33, 34]. As a result of optimiza-
tion, a technique called CRISPR high-resolution melt
analysis was developed. This method is a combination
of CRISPR typing with amplified fragment length poly-
morphisms (AFLP) and multilocus sequence typing
(MLST) [29, 34]. Unfortunately, there are limitations
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Table I

The new classification of CRISPR-Cas systems proposed by Makarova et al., 2020

Type Subtype Genes included Bacterial species
I-A casl, cas2, cas3), cas3”, cas4, cas5, cas6, cas7, cas8al, csa5 | Archaeoglobus fulgidus
I-B casl, cas2, cas3, cas4, cas5, cas6, cas7, cas8bl Clostridium kluyveri
I-C casl, cas2, cas3, cas4, cas5, cas7, cas8c Bacillus halodurans
I I-D casl, cas2, cas3) cas3”, cas4, cas6, cas10d, cscl, csc2 Cyanothece sp. 8802
I-E casl, cas2, cas3, cas5, cas6, cas7, csel, cse2 Escherichia coli K-12
I-F1 casl, cas2, cas3, cas6f, csyl, csy2,csy3 Yersinia pseudo-tuberculosis
I-F1 casl, cas2, cas3, cas6f, csyl, csy2,csy3 Yersinia pseudo-tuberculosis
I-G casl, cas2,cas3, cas4, cas5, casb, cas7, cas8u2 Geobacter sulfurreducens
2 I1I-A casl, cas2, casl0, cas6, csm2, csm3, csm4, csmb5, cms6 Staphylococcus epidermidis
6 1I1-B cas6, cas10, cmrl,cmr3, cmr4, cmr5, cmr6 Pyrococcus furiosus
II1-C cmrl,cmr3, cmr4, cmr5, cmr6, casl0 Methanothermobacter thermautotrophicus
111 I1I-D casl0, cas7, csx10, csm2, csmb5, all1473 Synechocystis sp.6803
HI-E lis;isrzissi;;:;(j)’ csm3, csm2, csms, casl, cas2, Candidatus Scalindua brodae
III-F casl0, cas5, casll, csm3 Thermotoga lettingae
IV-A csf4, csf5, csfl, csf2, csf3, Thioalkalivibrio sp. K90mix
v IV-B cysH-like, csfl, cas11, csf2, csf3 Rodococcus jostii RHA1
IV-C large subunit, cas11, csf2, cas5 Thermoflexia bacterium
II-A casl,cas2, cas9,csn2, Streptococcus thermophilus
I 1I-B casl, cas2,cas4, cas9 Legionella pneumophila str. Paris
1I-C1 casl, cas2, cas9 Neisseria lactamica, 020-06
II-C2 casl, cas2, cas4, cas9 Micrarchaeu acidiphilum ARMAN-1
V-A casl, cas2, cas4, cpfl Francisella cf. novicida Fx1
V-B1 casl, cas2, cas4, c2cl Alicyclobacillus acidoterrestris
V-B2 casl, cas2, cas4, cas12b2 Planctomycetes bacterium RBG_13_46_10
V-C casl, c2c3 Oleiphilus sp.
V-D casl, casY, Bacterium CG09_39_24
V-E casl, cas2, cas4, casX Deltaproteobacteria bacterium
V-F1 casl, cas2, cas4, casl4a Uncultured archaeon
V-F1(V-U3) | c2clo0, Bacillus thuringjensis HD-771
2 \% V-F2 casl, cas2, cas4, casl4b Uncultured archaeon
5 V-F3 casl, cas2, cas4, casl4c, Candidatus Micrarchaeota archaeon
V-G casl2g Hot springs metagenome
V-H cas12h Hypersaline lake sediment metagenome (JGI)
V-1 casl2i Freshwater metagenome (JGI)
V-K(V-U5) | c2c¢5, tniQ, tnsC, tnsB, Cyanothece sp. PCC8801
V-Ul c2c4 Gordonia otitidis
V-U2 c2c8 Cyanothece sp. PCC8801
V-U4 c2¢9 Rothia dentocariosa M567
VI-A casl, cas2, c2c2 Leptotrichia shahii
VI-B1 c2c6, csx28 Previotella buccae
VI VI-B2 csx27, c2¢c6 Bergeyella zoohelcum
VI-C c2c7, Fusobacterium perfoetens
VI-D casl, cas2, cas13d, WYL Ruminococcus bicirculans

for the use of CRISPR typing in phylogenetic studies
which are based on the evaluation of a number of evolu-
tionary events resulting in sequence changes. For now,

it is impossible to prove which mutagenic factor could
be responsible for the loss of a cluster of neighbor-
ing spacers from CRISPR [24, 34]. Data sources
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indicate that the multiplex nature of the CRISPR-
Cas mechanism enables recognition of multiple loci
simultaneously, which leads to large deletions, inver-
sions, or translocations [35-37]. The system does not
always require perfect complementarity to target DNA
sequences, and therefore it is able to cause indel change
outside the target sequence leading to random muta-
tions [38]. In turn, the stability of CRISPR-Cas in the
bacterial genome and its mechanism of regulation
seems to be crucial factors in the process of adaptation
to unfavorable environmental conditions.

4. Correlation with bacterial pathogenicity

Presumably, the CRISPR-Cas system acts not only
as a defense against foreign genetic material, but also
plays a role in the regulation of other bacterial genes
expression [39, 40]. The polymorphism of CRISPR-Cas
genes in enterohemorrhagic E. coli (EHEC) is associ-
ated with the expression of stx (phage-encoded Shiga
toxin) and eae (intimin virulence factor) virulence
genes [41]. It is also confirmed that deletion of genes
coding for transcription regulators affects the expres-
sion of cas genes. For example, removal of the ompR
regulator in Y. pestis causes changes in expression of
244 genes, including repression of transcription of cas1
(42, 43]. It is also very likely that cas genes are involved
in the bacterial stress response. In Enterococcus faeca-
lis, which causes opportunistic intestinal infections,
a stress response is mediated by effector molecules, e.g.
(p)ppGpp. The synthesis of these molecules is regulated
by pyrophosphokinase GTP, which was correlated
with the lower expression of cas genes in E. faecalis.
This observation was described by Yan etal. (2009)
after antibiotic therapy [44]. Garcia-Gutiérrez etal.
(2015) showed a dependency between the increased
number of virulence factors and the reduced num-
ber of repeated sequences in E. coli CRISPR loci [45].
Moreover, it was shown that pathogenic E. coli strains
isolated from distant ecological niches varied in terms
of the number of CRISPR repeats. There is also evi-
dence that the CRISPR-Cas regions correlate with
higher drug resistance of E. coli [46]. It has also been
noticed that the spacer sequence was complementary
to plasmids harboring antibiotic resistance genes [80].
In another experiment, different biofilm production in
various E. faecalis strains was observed. The strains that
possessed CRISPR-Cas systems formed biofilm more
intensively than bacteria without this system. A similar
observation was made among Pseudomonas aeruginosa
PA14, where cas genes affected biofilm production and
the formation of swarming cells [47-49]. Thus, it can
be assumed that modification of CRISPR-Cas genes
may change the profiles of bacterial virulence. It is

clear that the CRISPR-Cas system is associated with
modulation of bacterial pathogenicity, including drug
resistance, but lots of “white spots” still remain an issue
of CRISPR-Cas biology. An interesting question arises
whether particular types of the CRISPR-Cas systems
correlate with the pathogenicity of bacteria or phages?

5. Potential tool for medicine
5.1. CRISPR-tool for genome editing

Recently, the CRISPR-Cas system has been consid-
ered a tool for genome editing. The ease of use of such
systems is their main advantage. This is true because of
the nature of sequence recognition, which differs sig-
nificantly from conventional, nuclease-mediated DNA
editing techniques. The advantage of the CRISPR-Cas
results from the fact that DNA recognition comes not
from protein but from the 20-bp guide RNA sequence
[50]. Instead of preparation of individual DNA-rec-
ognition domains (via protein engineering), multiple
site-specific guide RNA particles may be used. This
is a significant boost in applicability in a variety of
genome editing experiments. Jinek etal. (2012) [21]
developed the crRNA (CRISPR RNA) mechanism to
guide the silencing of invading nucleic acids. The spe-
cific two-RNA chimera directs specific Cas9 endonu-
cleases to introduce double-stranded breaks in target
DNA, e.g. the Cas9 HNH nuclease domain cleaves the
complementary strand, whereas the Cas9 RuvC-like
domain cleaves the noncomplementary strand. Their
study highlights the potential to exploit the CRISPR-
Cas system for RNA-programmable genome editing.

Generally, the challenge in CRISPR-Cas genome
editing technologies is engineering highly specific and
programmable nucleases that generate DNA double-
strand breaks (DSBs) and supervision over the induced
DNA repair pathways. One of them is the nonhomolo-
gous end-joining (NHE]) repair pathway, which is an
error-prone process and often causes random dele-
tion or insertion [51]. It turned out to be a faster and
highly efficient (up to 80%) process in comparison
to traditional homologous recombination (HR), use-
ful especially for the generation of knock-out mutants
[52, 53]. The DSBs induced by CRISPR-Cas can be
repaired also through the homology-directed-repair
(HDR) pathway which is also more effective than the
traditional HR technique and more precise than NHE].
Gene editing using the CRISPR-Cas system with HDR
recombination between genomic and homologous
exogenous DNA is a tremendous opportunity for gene
correction therapy, however, the simultaneous sup-
pressing of NHE] response, which generates harmful
byproducts, remains a challenge for researchers [54].
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Another unresolved disruption for the application of
the CRISPR-Cas in genome editing is the risk of oft-
target cuts due to tolerance of gRNA to mismatched
DNA [38, 55]. This is a serious problem for the applica-
tion of this technology in gene therapy because of the
poor knowledge about the consequences of off-target
genome editing [56]. Here, bioinformatics specialists
have a lot to do and intensive research is underway
to develop appropriate bioinformatic tools to identify
potential off-target sites or design the most specific
gRNAs and other components of the CRISPR-tool [57].
Currently, there is intense research performed on Cas9
nuclease manipulation to increase the specificity of this
technology. These modifications include, for example,
temporary expression of the nuclease [58] and also the
application of modified nSpCas9 (nCas9) protein with
its own sgRNA, which cuts a single strand through the
inactivation of the nuclease domain RuvC or HNH
[59], or the mitigating of the helicase activity (eSpCas9)
[60]. Another modification includes the fusing of the
nuclease Fokl with the dead SpCas9 (dSpCas9) which
has inactivated HNH and RuvC domains [61], or
(tested on mice models) the binary system Split-SpCas9
that uses the expression of the nuclease lobe and the
a-helical domain independently, where modified gRNA
abolishes the Cas9 activity and divides the dimer [62].
Scientists are also looking for alternative solutions in
newly discovered nucleases (e.g. SaCas9, St1Cas9, or
NmCas9) encoded by other cas genes, which could be
easier packed into viral vectors due to their smaller size
[59]. Brand-new enzymes like Cpf1 with shorter crRNA
sequences or C2c2 (Cas13a) and C2c6 (Cas13b) cleav-
ing RNA also aspire to be better substitutes of SpCas9
in CRISPR engineering [63, 64].

5.2. Instances of CRISPR-tool strategies
in medicine

First genome-editing technologies (i.e. zinc fin-
ger proteins (ZFNs) and transcription activator-like
effector nucleases (TALENSs)) are still useful but now
the CRISPR-Cas9 system is more popular. In particu-
lar, genome-editing endonucleases have significantly
improved our ability to make precise changes in the
DNA of eukaryotic cells as well as therapeutic strategies
against viral infections. The human immunodeficiency
virus (HIV) remains a major global public health issue,
with more than 35 million individuals being infected
worldwide. In the HIV context, CRISPR-Cas9 appli-
cations might go further than current anti-retrovi-
ral therapy. In the case of HIV-1, the product of the
CXCR4 gene in primary T cells mediates viral entry
into human CD4+ cells by binding to envelope protein
gp120. Modifications of CXCR4 may induce resistance
to HIV-1. When evaluating the therapeutic strategy

based on CRISPR-Cas9, it is critical to understand that
not only can HIV be eliminated from latently infected
cells, but the majority of uninfected cells will become
resistant to HIV infection too. HIV gene therapy has
progressed very slowly until recent breakthroughs in
gene-editing methods using the CRISPR-Cas9 [65].
Recently, Dash et al. have demonstrated that CRISPR-
Cas9, used in conjunction with the so-called LASER
ART (Long Active, Slow-Effective Release Antiviral
Therapy) successfully eliminated latent HIV-1 reser-
voirs from infected, humanized mice [66]. Although
important challenges still need to be overcome, it seems
that a promising pathway to HIV cure has been found.
The CRISPR-Cas9 seems to be also a viable tool for
eliminating other viruses that persist post-infection in
host cells. Promising results have been shown for the
hepatitis B virus (HBV). Sakuma et al. used a multi-
plexed CRISPR-Cas9-nuclease and Cas9-nickase vec-
tor system, simultaneously targeting three domains
in the HBV genome. One of the goals achieved was
the elimination of HBV DNA from host cells via frag-
mentation. This fact seems crucial because the pres-
ence of stable cccHBV DNA in the liver cells is a major
obstacle in suppressing HBV infection [67]. The use
of CRISPR-Cas9 based strategies has shown promising
results against high-risk human papillomavirus (HPV)
infection which is directly associated with an increased
risk of developing cancer in an infected individual.
Two studies show that CRISPR-Cas9 could be useful
in HPV-related cancer therapy. This system can cause
virus degradation and cell line growth inhibition (cer-
vical cancer and anal cancer) [68, 69]. Results showing
the antiviral potency of the CRISPR-Cas9 strategy have
also been obtained in studies of viruses like the hepa-
titis C virus (HCV) [68], the Epstein-Barr virus (EBV)
[69], and the African swine fever virus (ASFV) [70]; the
latter happens to be a major epidemiological, as well as
economical issue in Europe nowadays.

The CRISPR-Cas application is important for the
possible use in gene therapy for monogenic recessive
disorders due to loss-of-function mutations such as in
the case of cystic fibrosis (CF) and Duchenne muscular
dystrophy (DMD). These studies underscored the huge
potential of the CRISPR-Cas technology for human gene
therapy. CF is an inherited disease related to a defect in
the gene coding for the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR). It was found that in 70%
of CF cases, the deletion of phenylalanine at the 508th
position on the protein chain had taken place. Using
cultured primary adult intestinal stem cells derived from
cystic fibrosis patients, the CFTR locus responsible for
cystic fibrosis was corrected by homologous recombina-
tion (HR) with available homologous donor templates.
This resulted in the clonal expansion of organoid cul-
tures (miniature organ-like cell clusters) harboring exact



SELECTED ASPECTS OF THE CRISPR-CAS BIOLOGY AND APPLICATIONS 9

genetic change. The authors proved that the corrected
allele is expressed and fully functional as measured in
clonally expanded organoids [71]. DMD is a recessive
X-linked disorder caused by a defective gene coding for
dystrophin, which afflicts primarily males and affects
both skeletal and cardiac muscles. In the context of gene
therapy of DMD, there are a few ongoing studies on the
mdx mouse model of DMD with a nonsense mutation
in exon 23, which prematurely terminates protein pro-
duction [72, 73]. They have shown that the Cas9 nucle-
ase is targeted to introns 22 and 23 by two single guide
RNAs. Generation of double stranded breaks (DSBs) by
nuclease leads to cutting of the region surrounding the
mutated exon 23. The distal ends are repaired through
the non-homologous end joining system (NHE]). Con-
sequently, the reading frame of the dystrophin gene is
recovered and protein expression is restored. It was
established that CRISPR-treated mice showed no phe-
notypic evidence of toxicity [73, 74]. Zhang et al. (2020)
applied the CRISPR-Cas9 technology to correct diverse
genetic mutations in animal models of DMD, but the
high doses of adeno-associated virus (AAV) were a sig-
nificant problem in further clinical application. Their
recent study on the DMD mouse model demonstrated
a 20-fold higher efficiency of this technology by packing
Cas9 nuclease in single-stranded AAV (ssAAV) and use
of CRISPR single guide RNAs in self-complementary
AAV (scAAV). The authors observed a restoration of
dystrophin expression and improved muscle contractil-
ity in mice [75]. It was shown that the CRISPR-Cas sys-
tem type II can directly correct a genetic defect through
NHEJ or HR mediated gene editing. This provides
a proof of concept for a gene correction by homologous
recombination in stem cells cultured from patients with
a single-gene hereditary defect.

Standard antimicrobial strategies, such as the use of
antibiotics, have a non-specific effect, removing sensi-
tive microorganisms, both pathogenic and commensals.
The development of new antibiotics and antimicrobial
peptides requires detailed knowledge of the metabo-
lism and physiology of bacteria. Lytic bacteriophages,
in turn, offer exquisite specificity, but individual bac-
teriophages must be isolated against a specific strain,
and this requires additional screening to determine
the degree of specificity [76]. There is evidence that
CRISPR-Cas systems could be used as a “smart anti-
biotic” acting specifically against particular patho-
genic bacteria and saving natural microbiota [23, 77].
In Escherichia coli with expression of the type I-E or
II-A system, transformation of a plasmid with spac-
ers targeting endogenous genes or a lysogenized bac-
teriophage has led to extremely low recovery of viable
transformants [78-82]. The method still requires fur-
ther optimization, but offers many possibilities to fight
multidrug resistant bacteria.

6. Phage response

A response to the CRISPR-Cas system was observed
for the first time among phages closely related to the
group of Mu-like phages. Nine anti-CRISPR genes
in the phage genome were characterized [83, 84]. The
CRISPR-Cas system can be blocked at the stage of com-
plex formation and recognition of foreign DNA. In
infected P, aeruginosa, the phage genome contains genes
acrF2, acrF1, and acrF3 which encode anti-CRISPR
proteins [84, 85]. Production of anti-CRISPR proteins is
an excellent example of an “arms race” between phages
and bacteria, where phages are constantly evolving
to overcome bacterial defense systems. Anti-CRISPR
proteins could be used in phage therapy of pathogenic
strains that express resistance induced by the CRISPR-
Cas system. It is extremely relevant in the case of infec-
tions where phage therapy is the sole solution [85].

The bacterial CRISPR-Cas system targets and
degrades foreign DNA from all mobile genetic ele-
ments, including plasmids, transposons, and patho-
genicity islands [9, 86]. Similar to phages, successful
transfer of other mobile genetic elements will depend
on the inactivation of the CRISPR-Cas systems of par-
ticular bacteria. In Pseudomonas sp., the anti-CRISPR
protein sequences are found in genome loci that are not
associated with the CRISPR-Cas region. Such regions
include several elements that are involved in DNA
transfer and conjugation [83]. Interestingly, also the
anti-CRISPR genes in mobile genetic elements may play
an important role in increasing the virulence of bacte-
rial strains. For example, an anti-CRISPR homolog was
discovered in an active pathogenicity island of a highly
virulent P. aeruginosa clinical isolate [87].

The first step of the CRISPR-Cas system operation
is the adaptation of foreign DNA (spacer) by its inser-
tion into the end of the leader CRISPR sequence and
duplication of the CRISPR repeat [3, 88]. Considering
occurrences like cutting, insertion, and duplication of
DNA fragments, it is highly probable that other mecha-
nisms of DNA metabolism are involved in this system.
Ivanci¢-Bace et al. (2015) proved that replication pro-
teins and DNA repair proteins, i.e. DNA polymerase I,
RecG, and PriA, were required to insert new spacers in
CRISPR loci [89]. It is not excluded that more proteins
specific to other important cellular processes can be
involved in this system.

7. Conclusions

The CRISPR-Cas system is associated with multiple
functions in bacterial cells, starting from the original
function of resistance to foreign DNA and ending with
the regulation of biofilm production. It is also likely
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that some of the spacer sequences are complementary
to short sequences in the bacterial genome, which may
have an influence on the regulation of bacterial genes,
e.g. virulence factors. As a result of the “arms race’,
phages synthesize anti-CRISPR genes, which could be
extremely relevant in multi-drug resistant (MDR) bac-
teria therapy. In the last decades, a significant increase
in the number of MDR strains has been observed,
not only in hospitals but also in the environment. In
Europe, the mortality rate caused by such infections is
as high as 25000 deaths per year. According to predic-
tions, this number will probably increase in the follow-
ing years. Phage therapy could be an alternative strategy
against MDR bacteria which can also be equipped with
the CRISPR-Cas system. Initially, it was proposed that
the CRISPR-Cas system may be used in genetic modifi-
cation of organisms and, in the future, in gene therapy.
A wide range of applications for the CRISPR-Cas array
opens many possibilities for contemporary medicine,
biotechnology, industry, and environmental protection.
However, it is still necessary to know all the shades of
this phenomenon.
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Abstract: Starting from the end of 2019 the new SARs-CoV-2 virus, in the period of a few months, had spread to 210 countries and its
territories. The Wuhan wild animal market, in Hubei province, China is considered the epicenter of this pandemic. WHO declared the
name COVID-19 to designate the disease caused by the SARS-CoV-2 virus. It is the third coronavirus pandemic after SARS in 2002-2003
and MERS-CoV in 2012. Genome sequencing of this new COVID-19/SARS-CoV-2 virus shows slight genetic diversity when compared
to other coronaviruses. Owing to its pathogenesis, and less known replication cycle, no universal antiviral treatment can be applied and
vaccine preparation is still a larger challenge. The present article will highlight transmission, pandemic status, genetic diversity current
antiviral therapy, and vaccine trials for COVID-19.
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1. Introduction

Coronaviruses (CoVs) are a group of viruses named
after their crown-shaped spike proteins. Coronaviruses
are known for infecting a broad range of classes in the
Animalia kingdom, including humans, mice, snakes,
and other vertebrates [37]. Till the mid-1960s only six
human coronaviruses were known HCoV-229E, HCoV-
-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKUIs, severe acute
respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV), and
Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-
-CoV) [29, 30]. These six HCoV's can be divided into
two groups based on the severity of the infection they
cause. Group A includes HCoV-229E, HCoV-OC43,
HCoV-NL63, and HCoV-HKU1 usually causes a less
virulent disease, in one study HCoV-229E and HCoV-
-OC43 accounted for 15-29% of the respiratory patho-
gen with low virulence for humans [29, 30].

Group B includes SARS-CoV and MERS-CoV. These
two have different pathogenicity but have a high fatality
rate when compared to other members of coronaviruses.

MERS-CoV caused renal failure and acute pneumonia
in its first patient from Saudi Arabia in 2012. That virus
infected 2494 people with 858 deaths reported from
27 countries with a case fatality rate (CFR) of 34.4%.
SARS-CoV caused respiratory failure in patients fir-
stly recognized and reported from China and infected
8422 people with 919 deaths from 32 countries between
November 2012 and August 2013 with CFR of 11% [41].

Emerging at the end of 2019 in Wuhan, China,
SARS-CoV-2 was initially recognized as a pneumonia-
-causing unknown agent related to coronavirus, after
which it was declared as a Public Health Emergency by
WHO on 30 January 2020. On 11 February 2020 WHO
officially declared the name “COVID-19” for this novel
coronavirus disease [13]. It has become an international
calamity affecting over 32.1 million people worldwide
with over 980,000 deaths overall and these numbers are
still increasing day by day [38]. The countries severely
affected by COVID-19 included the USA, India, Brazil,
Russia, France, Italy, China, Spain, Germany, and in
short the rest of the world, however, the highest deaths
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Fig. 1. The structure of SARS-CoV-2. ssRNA genome (26-32 kb) in

the center, four structural proteins: spike glycoprotein (S), envelope

protein (E), matrix protein (M), and nucleocapsid protein (N). Apart

from these, many accessory proteins are also present but not shown
in the figure [22].

are being reported from the USA, India, Italy, France,
Spain, and UK [39]. The new variant SARS-CoV-2
causes severe acute respiratory syndrome and leads to
death [26]. On 22 April, CFR worldwide of COVID-19
is calculated to be 6.89% [39] compared to on March 3
was 3.4% [38]. However, if we take account of mor-
tality rate between different countries for example,
in Italy the virus has a mortality rate of 7.2% vs 2.1%
in China. According to current information, the sugge-
sted source of SARS-CoV-2 is likely bats (it is normally
host to many CoVs), but there is no absolute evidence
on its origin [2].

Coronaviruses have been known for years since
the 1960s but how long they had existed is not known.
Commonly they cause mild disease, but some highly
pathogenic strains do occur that are noted by being
given a distinct name after causing an outbreak.
COVID-19 is the current pandemic the whole world
is fighting. The pathogenesis of this novel virus is still
unclear. In this article, we aim to discuss the transmis-
sion, pandemic, genetic diversity, and antiviral treat-
ments, and precautionary measures against COVID-19.

2. Pathogenesis of coronaviruses

CoVs enters a human body when coming in contact
with a source animal, or infected human body fluids
via sneezing droplets, coughing, sharing food, touch-
ing virus soiled inanimate objects, etc. In the case of
SARS-CoV2, the virus will bind to Angiotensin con-
verting enzyme 2 (ACE2) in the lower respiratory tract
of an infected individual using its spike (S) proteins [9,
10]. For SARS-CoV, only single stranded (ss) positive
sense RNA genome is released inside the cytoplasm of

a cell through fusion between a host cell's membrane
and the virus [28]. But the same entry mechanism used
by SARS-CoV-2 still needs to be confirmed. Once
inside the cell ss+RNA act as mRNA and the host ribo-
some initiates translation of viral proteins: two polypro-
teins and structural protein (NS and S) which help in
viral genomic replication and capsid formation [23].
Newly formed envelope glycoprotein migrate to the
Golgi apparatus or Endoplasmic reticulum (not shown
in figure 2), after which packaging of viral RNA inside
a capsid occurs [9]. Once the virion particles are mature
they are released through lysis or exocytosis from
the cell. Due to lack of knowledge about this new
virus and lack of detailed insight about which proteins
are involved in causing host cell disruption and over-
coming the host immune system, no particular treat-
ment is present for it.

3. Genetic diversity

SARS-CoV-2 was previously shown to be a close rel-
ative of SARS-CoV and their Receptor binding domain
of S-proteins also resemble each other [15]. The known
differences in proteins encoded by both viruses are pre-
sented in table I. The phylogenetic trees’ comparison
has shown that SARS-CoV-2 is most closely related to
the SARS-like bat viruses than human SARS-CoV [19].
Whole genome sequences of SARS-CoV-2 and corona-
virus of bats has shown 96% similarities [40].

Table I
The differences found in proteins of SARS-CoV and SARS-CoV-2

Protein SARS-CoV SARS-CoV-2
8a Present Absent
8b 84 amino acids 121 amino acids

3b 154 amino acids 22 amino acids

The coronaviruses are the largest RNA viruses,
with a genome size range of 26-32 kb [8]. A variable
number of ORF (open reading frames), in the range of
6 to 11, exists in the genome of the coronavirus. ORF’s
are shown in figure 3. The 1st ORE which is 67% of
the whole genome, encodes 16 non-structural proteins.
Genes for eight accessory proteins and four structural
proteins are encoded at the 3’ terminus of RNA, while
genes encoding orfla and orflb proteins (comprise
non-structural proteins) are located at the 5’ terminus
[15, 40]. There are five structural genes E, N, M, SM,
and S, which encode envelope, nucleocapsid, mem-
brane glycoprotein, small membrane protein, and spike
protein, respectively [32]. N-proteins of SARS-CoV
and SARS-CoV-2 have a 90% similarity in sequences.
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Fig. 2. General mode of replication of SARS-CoV. Starting with the attachment of viral S protein, present on the envelope, with ACE-2

receptor on lung cells the viral RNA is released inside the cytoplasm through membrane fusion. Once inside the cell +ssRNA act as mRNA

and the host ribosome will start making viral proteins (2 polyproteins and structural protein) which help viral genomic replication and

capsid formation, after which packaging of viral RNA inside a capsid occurs. Once the virion particles are mature they are released through
lysis or exocytosis.
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Fig. 3. ORF’s of the genome of HBO1 strain of SARS-CoV-2 (previously called 2019-nCoV) are shown.
Structural proteins are encoded at the 3’ terminus and non-structural at the 5’ terminus (Modified from [40]).
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Table II
The functions of non-structural proteins in the replication
of coronaviruses are shown (Modified from [8])

Nsps Functions
Nspl | Degrade Cellular mRNA and constrain signaling of IFN
Nsp3 | Blocking of host innate immune response and cut
polypeptides
Nsp4 | Development of double membrane vesicles
Nsp5 | Constrain IFN signaling and cleave polypeptides
Nsp6 | Restrict expansion of auto phagosomes
Nsp7 |Nsp8 and Nsp12 co-factor
Nsp8 |Nsp7 and Nsp12 co-factor
Nsp9 | Interact with RNA binding and dimerization
Nspl0 | Nspl4 and Nsp16 support protein
Nspl12 | Primer, which function depends upon Rd-Rp
Nspl13 |5 prime triphosphatase and RNA helicase
Nspl4 | Exo ribonuclease activity
Nsp15 | Exo ribonuclease activity
Nspl6 | Regulate immune responses negatively and 2’-O-MTase

The N-protein of SARS-CoV acts as a viral suppressor
protein of RNAi, to overcome the host immunity. The
N-protein of SARS-CoV-2 can also have the same effect
[15, 34]. The functions of non-structural proteins (Nsp)
of coronaviruses are mentioned in table 2, except Nsp 2
and 11, whose functions are currently unknown.

4, Transmission

The natural host reservoir for SARS-like coronavi-
ruses are reported to be bats, the intermediate host for
the viruses are reported to be civets or camels and then
they are transmitted to humans hence these viruses
are capable of a host-species jump [16]. One of the

MUHAMMAD YAMEEN etal.

major transmission routes of SARS-CoV-2 is human-
to-human transmission within close contact and has
caused an exponential increase in the number of cases.
Aerosol transmission happens when an infected per-
son coughs or sneezes shedding the virus in the air and
touching inanimate objects infected with the virus are
possible transmission routes [14, 17].

The current epidemic started when the earliest
patients who went to Huanan seafood market in Wuhan
city, Hubei province, China got infected with SARS-
CoV-2 after coming in contact with some animals;
the intermediate animal source is yet to be confirmed.
These infected patients became a source of infection for
other healthy people [20]. Reportedly a large number
of infected people did not have exposure to the seafood
market so it is likely they got infected from the earli-
est patients hence person-to-person contact became
a major reason for the spread of this epidemic [5]. The
reason why coronavirus caused havoc throughout the
world and became a cause of lockdown in multiple
countries is its high transmission rate [3].

One recently published study indicated a whole
family of 6 was infected with this novel coronavi-
rus although none of the family members visited the
Wuhan seafood market, only 2 persons of the family
visited Wuhan hospital where they might have caught
the virus from infected patients. From the two infected
family members the whole family got infected. Real
time RT-PCR was used to test the RNA extracted from
patient samples with new coronavirus virus specific
primers and probes [17]. The patients had symptoms
such as fever, upper or lower respiratory tract infec-
tions however, older patients (> 60 years) showed more
systemic symptoms [5].

A recent report suggested that the virus can also
take an ocular route of transmission [18]. Vertical

Table III
Different Vaccine Strategies with their Advantages and Disadvantages

Vaccine strategy Advantages Disadvantages References
Easy preparation,
mRNA vaccines High Adaptability, High unstable under physiological conditions [24]
Can induce strong immune responses
DNA vaccines Easy preparation Low immune responses [24]
Neutralizing antibodies with high titer | May induce toxicity with repeated doses
Viral vector vaccines .Induces high humoral and cellular Pre-existing immunity will be a problem [11]
immune responses
Neutralizing antibodies with high titer, | High cost
Subunit vaccines Induces high humoral and cellular Low immunity, [11]
immune responses Repeated doses may require
Attenuated virus vaccines Q}liCk, development, Genotypic & phenotypic reversion possible [25]
High immune responses
: . . Easy preparation
Inactivated virus vaccines Y Prep > Not licable for i d individual 25
Neutralizing antibodies with high titer ot applicable for immunosuppressec indivicua’s [25]




NOVEL SARS-COV-2 PANDEMIC TRANSMISSION WITH ONGOING ANTIVIRAL THERAPIES AND VACCINE DESIGN

Table IV

17

In process-Vaccines with its Candidates & Phase Trials

swapping the part of corona-
virus with genetic material
from a harmless virus

Manufacturer Vaccine candidate Phase trials [31] References
Moderna DNA-based vaccines which Phase 3 starts in the 1* week (4]
code or a stabilized form of of July. It will include
of SARS-CoV-2 spike protein | the study of 30,000 patients
Curevac Lab-made RNA to spur the Begins the human trials https://www.curevac.com/en/covid-19/
production of corona proteins
Inovio DNA-based vaccines Human trials to start https://www.inovio.com/our-focus-serving-patients/
in later June covid-19/
Takis Biotech DNA-based vaccines Results of dose-response [27]
trials to be published in June
Zydus Cadila DNA-based vaccines Project is in pre-clinical https://zyduscadila.com/
trials
Stemirna mRNA-based vaccines Clinical trials expected http://www.stemirna.com/en/index.aspx
Therapeutics to start in Mid-April
Imperial College | DNA-based vaccines Human trial started https://www.imperial.ac.uk/covid-19-vaccine-trial/
London
Novavax Recombinant-protein Phase I/1I started https://www.novavax.com/covid-19-coronavirus-
nanoparticles derived from in May 2020 vaccine-candidate-updates
spike proteins of SARS-CoV-2
Vaxart Oral vaccine Phase I begins in the second | https://vaxart.com/
half of 2020
GlaxoSmithKline | A protein-based vaccine Animal trials https://www.gsk.com/en-gb/media/press-releases/
(GSK) with the use of adjuvant gsk-and-curevac-to-develop-next-generation-
mrna-covid-19-vaccines/
University A protein-based candidate Animal trials https://www.vido.org/covid19/covid-19-news/
of Saskatchewan
Sanofi Recombinant DNA platform | Phase 1 to be started https://www.sanofi.com/en/about-us/our-stories/

in the last quarter of 2020

sanofi-s-response-in-the-fight-against-covid-19

Geovax Labs/

Develop a live horsepox virus

Pre-clinical stage

https://www.geovax.com/news/geovax-progresses-

viral antigens

Bravovax which will be modified in-coronavirus-covid-19-vaccine-development-
to express protein fragments program
from SARS-CoV-2
Cansino Viral vector-based vaccine Phase II - All volunteers [42]
Biologics developed neutralizing
antibodies
Greffex DNA-based vaccines: Pre-clinical stage https://www.greffex.com
Adenovirus based vector
vaccines that involve
a harmless virus that will
express foreign genes like
SARS-CoV-2 spike protein
Generex The firm uses insect cells Ex-Vivo Human Immune | https://www.generex.com/covid-19
Biotechnology | from fruit flies to produce System screening

of 33 Ii-Key-SARS-CoV-2
peptides

transmission is not found to be a route for this virus,

as pregnant women with COVID-19 had virus nega-

tive newborns [6]. The best way suggested by the
World Health Organization to limit the epidemic is by
social distancing along with practicing good hygiene
such as washing your hands regularly and wear pro-

tective masks.

5. Vaccination strategies against COVID-19

A study found a correlation between the universal
BCG vaccine policy and reduced mortality and mor-
bidity ranges for COVID-19. They found that coun-
tries without a universal BCG vaccine policy were

more adversely affected by the pandemic compared to
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countries having a universal BCG vaccine policy. They
also found that BCG vaccination reduced the number
of cases in a country [21].

6. In process vaccination strategies
against COVID-19

Vaccines help the body enhance the immune
response by triggering the generation of antibodies in
addition to the development of T and B cells. Vaccines
induce active immunity and provide immunological
memory which enables the immune system to remem-
ber and respond rapidly in case of exposure. Vaccines
often provide long-lasting immunity, but sometimes
they don't. Scientists at research institutes are working
on the development of vaccines all over the world. Vac-
cine development can take a minimum of 18 months.

7. Lack of antiviral treatment
and antiviral treatment studies

In current times, there is no specific antiviral therapy
to control this virus only supportive treatment for the
coronavirus. Recombinant interferon only has a limited
response with ribavirin against a coronavirus infection.
The two viral protein inhibitors as an available option
of treatment are Baricitinib (Janus and AAKI1 kinases
inhibitor) and Remdesivir (adenosine analog) [12].

The other antiviral drugs like chloroquine and
hydroxychloroquine show an effective response against
this virus. The drug chloroquine was first identified in
1934 which is used against SARS-CoV infection, also
used to treat other human diseases such as malaria,
amoebiosis, HIV, and autoimmune diseases without
any side effects.

Leronlimab (CCR5 antagonist) and Galidesivir
(nucleoside RNA-polymerase inhibitor) are other pos-
sible treatment options [34]. According to guidelines,
Interferon-alpha (IFN-alpha) and lopinavir-ritonavir
(combined therapy) are recommended antivirals. Chi-
nese medicines, tested to treat influenza H1N1, such as
Lianhua Qingwen and ShuFeng Jiedu capsules are also
tested against SARS-CoV-2 [7, 18].

The compounds tryptanthrin and indigodole B
extracted from the plant Strobilanthes cusia, can reduce
the cytopathic effects of human coronavirus NL63.
S. cusia has also been used to treat SARS-CoV. The
spikes of NL63 and SARS-CoV-2 are genetically iden-
tical. Hence, S. cusia can also be a treatment option for
SARS-CoV-2 [33].

Recuperating patients’ plasma and antibodies are
proposed for treatment. Some vaccine strategies are
assessed in animals, including recombinant proteins,
DNA vaccines, live and killed attenuated vaccines, and
subunit vaccines [6].

8. Precautions

As the virus spread increases with each passing day
we have to minimize the transmission cycle by follow-
ing the different precautionary measures as suggested
by the World Health Organization:

o Avoid contact with suspected people.

« Ensure social and physical distancing to prevent

the transmission of disease.

« Use of protective surgical masks in public.

« Proper hand washing with sanitizer after every ten

minutes.

« Use a mask at all times within an airport facility

and outside while traveling.

o Avoid crowded places.

« Avoid contact with unwell people (having flu or

cough like symptoms).

o Avoid traveling overseas.

« Ensure good hygiene (wash hand frequently with

soap).

o Avoid eating raw or undercooked meat of any

type.

« Avoid contact with animals.

9. Conclusion

Coronaviruses are +ssRNA viruses with 7 human
coronaviruses, they mainly affect the respiratory sys-
tem. Group B coronaviruses are the main concern for
researchers as it includes the causative virus of the
SARS-CoV-2 epidemic. This virus has a high patho-
genicity and high virulence rate [41]. SARS-CoV-2 has
now spread all around the Globe and is declared a pub-
lic health emergency by WHO. Its sequence was found
to be 96% similar to coronaviruses found in bats [43].

The high transmission rate of the virus is the main
concern. Research has been conducted to find effec-
tive measures in controlling the speed of the disease
with one study reported to minimize person-to-person
contact rate to 30% [35]. Real Time Polymerase chain
reaction (PCR) with new coronavirus virus-specific
primers and probes is the main diagnostic test used to
test RNA extracted from a patient [17].

The most commonly reported clinical manifesta-
tions are fever, cough, fatigue, and pneumonia. Patients
with mild cases recover early, mostly after one week,
while serious cases lead to alveolar damage which
causes progressive respiratory failure and ultimately
leads to death [1]. The genomic nature of this virus is
single-stranded RNA which makes it harder to develop
vaccines and yet no approved vaccine exists.

Many research groups around the world are work-
ing to make vaccines and antivirals as explained in the
vaccination and antiviral section above. Some antivirals
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that have shown in-vitro results against novel corona-
virus include chloroquine and remdesivir [36] but the
virus has error-prone RNA dependent RNA polymer-
ases that are responsible for mutations and recombina-
tion events which are of major concern.
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Abstract: Microbiological studies show that there is a possibility of PMI estimation in reference to presence of typical bacteria and fungi
on cadaver or in soil beneath. Microbiome after death (thanatomicrobiome) changes and depends on time since death, temperature, sea-
sons and environment- if human remains are covered, buried, placed in ice or left on the surface. To enlarge current knowledge, some of
studies are conducted on animal models with further comparison thanatomicrobiome of different animals-pig, rats- to human cadaver
thanatomicrobiome. This study collects different branches of thanatomicrobiome studies as a review to summarize current knowledge.

1. Introduction. 2. Living host microbiome and mycobiome. 3. Diseases-related differences. 4. Thanatomicrobiome - human cadavers
studies. 5. Fungi presence — thanatomycobiome. 6. Thanatomicrobiome of frozen cadavers. 7. Soil microbial communities changes. 8. Sea-
sons related microbial changes. 9. Thanatomicrobiome and entomology correlation. 10. Conclusions

TANATOMIKROBIOM - AKTUALNY STAN WIEDZY I PRZYSZLE KIERUNKI

Streszczenie: Prowadzone badania mikrobiologiczne pokazuja, ze istnieje mozliwo$¢ szacowania czasu zgonu na podstawie obecnosci cha-
rakterystycznych bakterii i grzybéw na zwlokach, jak réwniez na glebie pod szczatkami. Mikrobiom czlowieka po $mierci (tanatomikro-
biom) zmienia sig i jest zalezny od czasu jaki uptynat od $mierci, od temperatury, pory roku i srodowiska — od tego czy zwloki byly przy-
kryte, zakopane, pozostawione w lodzie czy zostawione na §wiezym powietrzu. Aby poszerzy¢ obszar badan, cz¢$¢ z nich przeprowadzana
jest na modelach zwierzecych ($winie, szczury), ktorych zmiany tanatomikrobiomu nastepnie poréwnywane s do zmian zachodzacych
w tanatomikrobiomie ludzkim. Ta praca gromadzi szereg réznych obszaréw badan dotyczacych mikrobiomu czlowieka po $mierci, jako
przeglad i podsumowanie dotychczasowej wiedzy i osiggniec.

1. Wstep. 2. Mikrobiom i mykobiom zywego organizmu. 3. Rdznice zwigzane z chorobami. 4. Tanatomikrobiom - badania na zwlokach
ludzkich. 5. Obecno$¢ grzybéw — tanatomykobiom. 6. Tanatomikrobiom zamrozonych zwlok. 7. Zmiany spotecznosci bakteryjnych w gle-
bie. 8. Zmiany mikrobiomu zwigzanie z porami roku. 9. Zwigzek tanatomikrobiomu z entomologia. 10.Wnioski

Keywords: bacterial succession, forensic medicine, microbiome, necrobiome, thanatomicrobiome
Stowa kluczowe: sukcesja bakteryjna, medycyna sgdowa, mikrobiom, nekrobiom, tanatomikrobiom

1. Introduction personification of death) [52, 98]. To estimate the PMI

(post-mortem interval), a forensic medical examiner

Every human has got their own bacterial flora on
their skin, in their gastrointestinal tract, genitouri-
nary system and in the oral cavity, which is called the
microbiome [44]. The human microbiome is shaped by
many different factors — newborn babies’ microbiomes
depend on the labor type and way of feeding — natural
breast milk or infant formula. Later, the microbiome is
related to diet, age, sex, medications taken and diseases.
Although microbiome formation varies, in adults,
it is relatively stable. The microbiome is characteris-
tic to a living host, but after death, there are specific
changes of microbial phyla, genera and families. The
microbiome of deceased humans is called the thana-
tomicrobiome (in Greek mythology Thanatos was the

uses such indicators as: pallor mortis, algor mortis, rigor
mortis, livores mortis, decomposition stages and insect
activity — forensic entomology. It is proved that the
changes in the thanatomicrobiome are characteristic
and repeatable enough to become an additional PMI
indicator [98]. Research showed that the sequences of
microbial phyla changes are nearly the same among
mammals, and thus allow the expansion of the research
area to animal models [20, 86].

Microbial communities change not only on cadav-
ers. Burial places and the soil beneath cadavers during
decomposition process also undergo microbial phyla
changes [31, 88]. Also, like the changes in the thanatomi-
crobiome, bacteria shifts in soil are characteristic during

* Corresponding author: Joanna Woéjcik, MD, Scientific Society, School of Medicine in Katowice, Medical University of Silesia, Kato-
wice, ul. Medykow 18, 40-752 Katowice, Poland; 48 32 208 84 37; e-mail: joanna.wojcik.abc@gmail.com
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particular decomposition phases. Different authors dis-
tinguish various number of decomposition stages — usu-
ally three to five decomposition stages appear in studies:
fresh, bloat, active decay, advanced decay and the dry
remains stage [1]. For each stage, there is a specified bac-
terial phyla predominance, and increasing or decreasing
bacteria abundance over time [83].

2. Living host microbiome and mycobiome

The skin microbiome consists of four main phyla:
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes and Proteobac-
teria. The most abundant genera are Staphylococcus spp.
(mostly S. epidermidis), Corynebacterium, Propionibac-
terium, Brevibacterium and Micrococcus [42, 67].

In the oral cavity there is tremendous diversity of
bacteria [14], predominantly Streptococcus, Veillonella,
Fusobacterium, Neisseria, Haemophilus, Propionibacte-
rium, Eikenella, Peptostreptococcus and Eubacteria [67].
Nasal bacteria are Actinobacteria (Propionibacterium
and Corynebacterium) and Firmicutes (Staphylococcus
spp.) [33, 42].

The bronchi and lungs are colonized mostly with
four phyla: Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria and
Actinobacteria [67], [Table I]. The most common bacte-
rial taxon in the esophagus is Streptococcus. Addition-
ally, Haemophilus, Prevotella, Neisseria, and Veillonella
may be present [75]. The stomach is inhabited by Pro-

teobacteria (Helicobacter pylori) and Firmicutes. In the
intestines, two phyla dominate: Bacteroidetes and Fir-
micutes, most of intestinal bacteria are anaerobic: Bac-
teroides, Bifidobacterium, Fusobacterium, Eubacterium
and Ruminococcus [94]. However, in the intestines,
aerobic and obligately anaerobic bacteria are present
as well, for instance Enterobacter spp., Escherichia coli,
Staphylococcus spp., Klebsiella spp. and Proteus spp.
[60]. In the vagina, the most abundant are Lactobacil-
lus (L. crispatus, L. gasseri, L. iners oraz L. jensenii) [99].

Microbiomes differ between individuals, and are
related to diet, age, sex, weight, health status, antibiotic
administration or even with cosmetic use [43]. How-
ever, during across a one-year observation period, the
intestinal microbiome in each host is relatively stable
and varies to a small extent [94].

Fungal diversity in the human gut is much lower
than bacterial diversity [74]. The most abundant fungal
genus in human stool is Candida, followed by Malasse-
zia and Saccharomyces [74]. Ascomycota is the most
abundant phylum among fungi, not only in the stool
but also in the vagina, oral cavity and skin [74]. In the
digestive tract, other sources [30, 82] additionally men-
tion the Cladosporium and Cryptococcus genera, Euro-
tiales order and Botrysphaeriales as a popular family.

On the skin, the most abundant are Malassezia
restrica and M. furfur, but M. globosa, M. sympodialis
and M. pachydermatis are also frequently present [79].
Candida may be component of the skin mycobiome

Table I
Human microbiome in regard to body areas
Skin Oral cavity Bronchi lungs Nasal Intestine
Staphylococcus Streptococcus Pseudomonas Propionibacterium | Bacteroides
Corynebacterium Veillonella Streptococcus Corynebacterium Bifidobacterium
Propionibacterium | Fusobacterium Prevotella Staphylococcus Fusobacterium
Brevibacterium Neisseria Fusobacterium Aureobacterium Eubacterium
Micrococcus Haemophilus Haemophilus Rhodococcus Ruminococcus
Propionibacterium | Veilonella
Eikenella Porphyromonas
Peptostreptococcus
Eubacteria
Table IT

Human mycobiome in regard to body areas

Skin Oral cavity Bronchi lungs Genitourinary system Intestine

Malassezia furfur | Candida Aspergillus Candida Candida

M. restrica Saccharomyces Candida Saccharomyces Saccharomyces

M. globosa Penicillium Cladosporium Aspergillus Cladosporium

M. sympodialis Scopularis Malassezia Alternaria Cryptococcus

M. pachydermatis | Geotrichum Saccharomyces Cladopsorium Malassezia

Candida Aspergillus Penicillium Eurotiales
Cryptococcus Botrysphaeriales
Fusarium Filobasidiales
Alternaria
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but rarely colonize human skin - usually in diabetic
patients or during infections [67]. In the oral cavity,
Candida, Saccharomyces, Penicillium, Scopularis, Geotri-
chum and Aspergillus are present [25, 26]. The bron-
chial and lung mycobiome is partially determined by
oral and nasal fungi which spread through continuity.
Therefore, in lower respiratory tract, the most abundant
are: Cladosporium, Aspergillus, Candida, Malassezia and
Saccharomyces. In the genitourinary system, the most
common are: Saccharomyces, Candida, Aspergillus, Cla-
dosporium and Alternaria.

3. Disease-related differences

During PMI estimation, it is important to know
the medical history of the deceased person, because
the microbiome in persons suffering from diseases is
significantly different than a healthy human micro-
biome [8, 93].

Chronic alcohol abuse and cirrhosis cause a decrease
of Clostridium presence and increase of Proteobacteria
(Enterobacter) and Bacteroides spp. [93].

Diabetes mellitus patients showed a higher abun-
dance of Bacteroidetes and lower percentage of Fir-
micutes in the intestinal microbiota [79]. Necrotizing
enterocolitis is correlated with high abundance of Pro-
teobacteria [8].

Alzheimer’s disease corresponds to an abundance
of Bacteroides fragilis and Escherichia coli and their
neurotoxin, and the presence of bacterial lipopolysac-
charide (LPS) in the brain in the hippocampal area [97].
Allergies, cardiovascular diseases, cancer, psychiatric
diseases and metabolic syndrome also affect the host
microbiome [8].

Although there are no studies considering mistakes
in PMI estimation caused by cadavers illnesses, indi-
vidual abnormalities of quantity or phyla abundance
can be compared with characteristic differences in par-
ticular disease. If the medical history of the cadaver
is known, time since death can be confirmed more
precisely, with bacterial number or presence deviation

clarified by illness.

4. Thanatomicrobiome — human cadaver studies

A basic difficulty during cadaver studies is the cessa-
tion of natural barrier protection. After death, intestinal
bacteria can move to the blood and tissues. Addition-
ally other types of bacteria also begin to spread around
the entire corpse. This is caused by tissue congestion,
vessel enlargement and the unsealing of cell junctions.
As aresult, organs considered to be sterile can become
settled by bacteria, and tissues where there is a specific

microbiota can be contaminated by bacteria from other
areas. For this reason, the longer the time since death,
the lower the accuracy of the research.

Damann et al. [18] analyzed ribs of 12 human cadav-
ers and divided decomposition into 3 phases — partially
skeletonized, skeletonized and dry remains. It was
proved that in two of the prime phases, the thanatomi-
crobiome was similar to a living human gut microbi-
ome, while the dry remains phase was characterized
by a thanatomicrobiome more similar to soil bacterial
communities, but was not identical [18]. The partially
skeletonized and skeletonized stages had a high abun-
dance of Firmicutes and Proteobacteria. During decom-
position, Firmicutes decreased while Proteobacteria
and Actinobacteria started increasing. In contrast to
soil samples, cadaver thanatomicrobiomes in the last
phase had higher levels of Actinobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria and Firmicutes and a smaller quantity
of Acidobacteria.

DeBruyn etal. [56] divided decomposition into
2 phases, and showed that at the beginning, Bacteroi-
detes and Firmicutes predominated. In the late phase of
decomposition, Firmicutes was still in abundance, while
Bacteroidetes decreased and Ignatzschineria increased.

Mouth thanatomicrobiomes also vary in time - to
start with, the main phyla were Firmicutes and Actino-
bacteria, while during bloat stage there was an increased
number of Tenericutes, and growth of Ignatzschineria
was also remarkable. Dry remains were character-
ized by a increase of Firmicutes with an abundance of
Clostridiales and Bacillaceae [77].

Although an increasing number of studies widen
the knowledge about thanatomicrobiome changes, it
is worth noticing that scientists discover some differ-
ences related to illnesses or sex. For instance, Bell et al.
[5] proved differences between the thanatomicrobiomes
in male and female heart samples [53], taken from
10 cadavers and analyzed 6-58 h since death [Table III].
In male hearts, most abundant phyla was Firmicutes,
while in females Proteobacteria predominated, Bac-
teroidetes was in similar quantity in both sexes. Bacilli

Table II1
Most abundant phyla in human cadaver according to sex

Heart thanatomicrobiome differences in relation to sex
Male Female
Phylum Firmicutes Proteobacteria
Bacteroidetes
Class Bacilli Gammaproteobacteria
Order level | Lactobacillales Pseudomonadales
Rhizobiales
Genus Streptococcus
Lactobacillus
Species Clostridium spp.
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and Streptococcaceae were detected almost solely in
males. Lactobacillales, Rhizobiales were found only in
males, while Pseudomonadales and Gammaproteobac-
teria were more abundant in female hearts samples.
Clostridium sp. was present in both sexes in a simi-
lar percentage. Clostridium was present in almost all
cadaver samples [53]. There is rapid overgrowth after
death, because Clostridium have the shortest doubling
time. Bacteroides and Lactobacillus spp. decreased as far
as decomposition progressed [39].

5. Fungi presence - thanatomycobiome

Although most thanatomicrobiome studies focus
on bacteria, studies about fungal presence can be
the equally as important in PMI estimation in both
humans and animals [13]. Human cadaver research is
less frequent due to legal reasons and smaller number
of donors, therefore animal research allows to extend
more general knowledge on the subject. However,
animal PMI estimation is also used independently in
forensic veterinary medicine [92].

Research based on human studies showed fungi
presence during three stages of decomposition (bloated,
putrefaction and skeletonization) [83]. Samples were
taken from the cadaver’s mouth, skin, rectum, vagina,
lungs and grave soil or coffin fragments. In the bloated
stage, Aspergillus flavus was dominating, followed
by Aspergillus niger and Penicillium rugulosum in all
sampling locations. In the purification stage, Candida
albicans dominated in most samples, except hair, in
which the fungal pattern was the same as in bloated
stage. The skeletonized stage was dominated by Penicil-
lium, with presence of Aspergillus flavus and Aspergillus
niger [Table IV].

Tranchida et al. [90] describes human cadavers in an
advanced decomposition state. In soil samples beneath
the remains, Talaromyces udagawae (Aspergillaceae),
registered as human pathogen, was detected, while in
control soil samples, there was no signs of T. udagawae.
In soil samples from under the cadaver, Dichotomo-

myces cejpii and Talaromyces trachyspermus were also
found. Other fungi - Mortierella, Mucor hiemalis,
Aspergillus and Penicillium frequentas were detected in
control soil samples taken 15 meters from the cadaver.

Xiaoliang Fu et al. [35] presented differences between
fungal succession during decomposition inside and
outside, using pigs carcasses. During the decomposi-
tion of 3 pigs indoors, Candida xylopsoci, Ascomycota
spp. and Thermoascus aurantiacus dominated. The
outdoor carcasses decomposed faster and the dominat-
ing fungi was Yarrowia lipolytica. In soil samples from
beneath the carcasses, Yarrowia lipolytica and Candida
catenulate dominated. During the initial decomposition
stage, fungal succession on carcasses were similar but
as decay proceeded, indoor and outdoor fungal succes-
sion started to vary.

6. Thanatomicrobiome of frozen cadavers

A distinct issue is the thanatomicrobiome after long-
term freezing. Hyde etal. [46] described 2 donated
cadavers, the first frozen for 89 days, and the second for
143 days. In both cadavers, most popular phyla in the
mouth was Firmicutes, followed by Actinobacteria on
the first cadaver and Proteobacteria on the second one.
As decomposition progressed, Actinobacteria decreased
and Proteobacteria increased on the first cadaver.
A second case, also presented by Hyde [47], described
2 cadavers, one frozen for 22 days and the second for
14 days. Firmicutes and Actinobacteria increased in
the later phases of decomposition. Firmicutes and Bac-
teroides predominated in fecal samples before purge,
while later stages of decomposition were dominated
by Proteobacteria. There were differences between the
thanatomicrobiome genus in the two cadavers in Hyde’s
second research - the first cadaver was dominated by
Ignatzschineria, Acinetobacter and Pseudomonas, while
in the second cadaver, Clostridium, Acinetobacter and
Ignatzschineria predominated. A third piece of research
by Pechal etal. [78] was performed on 2 cadavers of
children, aged 9 and 13, murdered and frozen by

Table IV
Predominant phyla in 3 decomposition stages in particular corpse parts in order to frequency of appearance
Hair Skin Mucosa Lungs Bones Clothes Soil
Bloated A. flavus A. flavus A. flavus A. flavus
A. niger A. niger A. niger A. niger - - -
P, rugulosum P rugulosum | P. rugulosum Penicillium spp.
Putrefaction | A. flavus A flavus C. albicans C. albicans
A. niger C.albicans | C. guilliermondii - - - -
Penicillium spp. P, piceum
Skeletonized | A. flavus Penicillium spp. | Penicillium spp. | Penicillium spp.
A. niger - - - A. flavus A. flavus A. flavus
Penicillium spp. A. niger A. niger A. niger
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mother. In contrast to previous research, in this one,
there were observed differences between bacterial
diversity during the thawing process. While thawing,
Actinobacteria, Fusobacteria and Gammaproteobacte-
ria increased, and Firmicutes decreased. In reference
to families — Corynebacteriaceae, Fusobacteriaceae,
Pasteurellaceae, Pseudomonaceae and Tissierllaceae sig-
nificantly increased, in contrast to Prevotellaceae and
Staphylococcaceae which decreased.

7. Soil microbial community changes

Soil microbial communities are quite different in
comparison to the human microbiome. This knowledge
is crucial, because there is the possibility to prove the
former presence of a buried or decomposing cadaver
based on microbial changes in soil [84]. A second option
is estimating PMI by defining microbial communities
on remains which are different in decomposition stages
and are more similar to soil communities in late stages.
Comparison of microbiome changes in the soil requires
the appropriate collection of samples to differentiate soil
related to thanatomicrobiome changes and a compara-
tive soil sample, which is pure soil without contact with
a cadaver and its thanatomicrobiome [90].

Proper sample collection includes taking soil sam-
ples right beneath the cadaver (0-5cm) [17, 31, 84, 90]
and control samples. A crucial assumption is receiving
soil samples without contact with cadaver — most fre-
quent distances, considered to be adequate, used in soil
thanatomicrobiome studies are 1 m, 5m and 15 m from
the body [84, 90, 91].

Garriga etal. [2] proved that different bacterial
phyla appear in particular decomposition stages, at
first, Proteobacteria, Acidobacteria and Bacteroidetes
predominate, while in later phases Firmicutes, Actino-
bacteria and Proteobacteria are more abundant, and
finally Firmicutes and Proteobacteria are the most
common [2, 30].

Finley et al. [31] described a one-year observation
of soil microbiota beneath cadavers. Cadavers were
divided into two groups - one was cadavers on the
surface and the second group was buried bodies. In
both groups, the predominant phylum was Proteobac-
teria, but in group of buried cadavers, the quantity of
these bacteria was lower. Acidobacteria in the buried
group was more abundant than in the surface group
and in control samples. After 9 months, Firmicutes in
the surface group was predominant phylum, in con-
trast to buried group and controls, where the amount of
Firmicutes was low. Acidobacteria and Verrucomicrobia
were more abundant in the buried group.

Singh etal. [84] proved that the soil microbiome
beneath cadavers is significantly different than the

soil microbiome 1 m and 5 m from the cadaver. Right
below the cadaver, the relative abundance of Firmi-
cutes and Bacteroidetes was greater, but the amounts of
Verrucomicrobia, Acidobacteria, Chloroflexi and Gem-
matimonadetes were smaller. All of the cadavers were
placed on a field, and the research included 732 days
of sampling.

Cobaugh etal. [17] in research on four cadavers
compared gut bacteria communities and soil micro-
biota beneath cadavers. The cadavers’ most abundant
phyla were Bacteroidetes and Firmicutes, while in soil
samples, the most common were Proteobacteria, Actino-
bacteria and Firmicutes. Actinobacteria and Firmicutes
increased while decomposition progressed, in contrast
to Acidobacteria and Verrucomicrobia which decreased.

There is also research on swine buried models [80],
and in the soil samples, Proteobacteria was most abun-
dant phylum, while the second most abundant phylum
was Bacteroidetes, with Firmicutes increasing in later
phases of decomposition. Control soil samples showed
a predominance of Acidobacteria. Soil beneath the
carcasses contained a reduced quantity of Acidobacteria
but this phenomenon fluctuated in time and when pH
raised, Acidobacteria abundance increased.

Rabbit decomposition research [92] demonstrated
a predominant abundance of Proteobacteria, with a pres-
ence of Bacteroidetes and Actinobacteria. An interest-
ing fact is that Actinobacteria was in higher abundance
during early stages of decomposition, and in the group
of rabbits with fur, the abundance of this phylum was
definitely higher than in the bald rabbit group. In later
stages of decomposition, the percentage of Actinobac-
teria in soil samples was nearly equal in both groups.

8. Season-related microbial changes

Research on rat carcasses considered different
decomposition patterns and microbiota in relation to
different seasons. In the spring, swabs taken from the
small intestine of carcasses showed that the predomi-
nant phylum was Proteobacteria, followed by Firmi-
cutes. In the summer, the predominant phylum was
Firmicutes. It is noticed that Enterococcus faecalis had
different growth patterns in the spring and summer, but
ultimately in both seasons, the abundance in carcasses
was similar [48].

Benbow et al. [6] in research on swine carcasses in
ariver proved that there are some differences in decom-
position during different seasons. The generally pre-
dominant phylum was Proteobacteria followed by Fir-
micutes and Bacteroidetes. In the summer, the decrease
of Proteobacteria was slower than in the winter. In the
winter, while decomposition progressed, Firmicutes
abundance was, in general, higher than in the summer.
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Table V
Correlation between bacteria and insects ocurrence on cadaver
Necrophagous s . Sacrophaga spp.
Insect L Sacrophaga spp. | Lucilia cuprina Lo .
flies in general Phaga spp P Cochliomyia macelluria
Bacteria genus | Streptococcus Bacillus
Streptococcus . .
Staphylococcus . Providencia
Myroides Staphylococcus S
Proteus I . Escherichia
Ignatzschineria | Bacillus
Morganella Micrococcus Enterococcus
Escherichia Ochrobactrum

In contrast to Firmicutes, Bacteroidetes was more abun-
dant in the summer during all decomposition stages.
Another research on swine carcasses in water in the
autumn and winter [23] showed that there are some
bacteria which are season-specific. Carnobacterium,
Marinomonas, Aeromonas and Bacteroidales Genus 2
and 8 were present in autumn exclusively. Polaribacter
and Bacteroidales Genus 4 were distinctive for winter.

9. Thanatomicrobiome and entomology correlation

After death, not only bacteria exist and graze on
cadavers. Within minutes, chemical signals attract
the first necrophagous flies [89]. Calliphora vomitoria
and Lucilia sericata are the most numerous insects in
Europe detected on cavers, attracted by decomposition
odor [34]. Odors are chemical signals, which appear
while bacteria start producing postmortem compounds.
Bacteria are capable of producing or decomposing
substances like indole, ammonia, putrescine, and ben-
zoic acid during cadaver decomposition [66]. Differ-
ent substances attract various necrophagous flies, but
ammonia is considered to be the interkingdom signal
that controls the activity of bacteria and blow flies [66].
Also, there is a correlation between insect and bacteria
genus occurrence on cadavers [Table V] [89]. Relations
between bacteria and blowflies work both ways — some
bacteria, like Proteus mirabilis, occur on cadavers, trans-
ferred by the salivary glands of blowfly Lucilia sericata.
The burying beetle transfers its own gut microbiome
onto the cadaver - Morganella, Proteus, Providencia,
Vagococcus, Xanthomonadaceae and Tissirella [95]. On
the other hand, insects, like burying beetles, struggle
to obtain the carbohydrates, lipids and proteins present
in the cadaver. For this purpose, insects participate in
spreading oral secretions that have antibacterial activity,
helping to restrain bacterial proliferation [95].

Studies in general focus on the presence of insects
on cadavers or on the thanatomicrobiome, and there is
only a few examples of research on how both bacteria
and insect presence are related [34], [89]. It is clear that
presence of some insects entails the appearance of some
bacteria phyla and vice versa [89], but future studies

may be able to clarify the correlation in later phases of
decomposition and enable a precise definition of rela-
tions between the development of thanatomicrobiome
phyla and insects in particulars decomposition stages.

10. Conclusions

Over the years, knowledge about microbiome
changes decisively increased. A constantly rising num-
ber of scientific studies and research leads to the possi-
bility of PMI estimation using the thanatomicrobiome.
Nowadays, we can distinguish three to five decomposi-
tion stages basing on cadaver microbiomes and bacterial
community shifts during decay. Moreover, distinctive
microbiome changes in the soil beneath the remains,
either on the surface or soil beside a buried cadaver,
can equally precisely determine the time since death.
Distinctive differences occur in thanatomicrobiome
changes in water or during the thawing process too. In
addition, the microbiome on the cadaver is dependent
on the season. Some bacteria can be transferred onto
the cadaver by necrophagous insects. Furthermore, the
microbiome is not the only indicator we can use in PMI
estimations, as fungal changes after death (thanatomy-
cobiome) are also characteristic and specific to different
decomposition stages and body parts.

Some research focuses on differences between
human decomposition and animal models. The final
conclusion is that there is a sufficient similarity in dif-
ferent mammal decomposition stages, and process to
expand animal model’s records to believable conclu-
sions for the human cadaver decomposition model.
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Streszczenie: Choroby grzybicze dotykaja rocznie ponad 300 milionéw ludzi na calym $wiecie, powodujac ponad 1,6 miliona zgondow.
Nawet przy tak wysokim wspotczynniku chorobowosci infekeji grzybiczych, stosunkowo niewiele gatunkéw grzybow jest patogenami,
a inwazyjne infekcje grzybicze u zdrowych osob sa rzadkoscig. Analizy poréwnawcze mykobiomdéw ujawniajg, ze ludzki organizm kolo-
nizowany jest przez odpowiednie grzyby wkrétce po urodzeniu, a ilodciowy i jako$ciowy sklad tej mykobioty zmienia si¢ w trakcie zycia.
W ostatnich latach prowadzone sa analizy korelacji miedzy strukturg mykobiomu i stanem zdrowia, jak réwniez w kontekscie stanow
chorobowych, na poziomie interakeji grzyb-mykobiom-gospodarz. Zalezno$¢ pomiedzy zasiedlanym przez grzyby obszarem ludzkiego
ciata tzw. lokalizacja anatomiczna, a swoistymi dla tego obszaru gatunkami grzybow, pozwala wnioskowac o istnieniu silnej presji selekcyj-
nej wybidrczo promujacej rozwoj gatunkéw swoistych dla danej niszy ekologicznej w obrebie organizmu. Inng kwesti¢ stanowi walidacja
i standaryzacja metod analizy mykobiomdéw. W tym aspekcie szczegolnym zainteresowaniem cieszg si¢ obecnie metody sekwencjonowa-
nia metagenomicznego. W tej pracy zostala zaprezentowana aktualna wiedza na temat mykobiomu w stanach fizjologicznych i choro-
bowych majacych Zrédlo w dysbiozie uksztalttowanego juz mikrobiomu. Oméwione zostaly réwniez metody i wyzwania diagnostyczne
w ilosciowej i jakosciowej analizie mykobiomdw.

1. Wprowadzenie. 2. Mykobiom w zdrowiu i chorobie. 2.1. Mykobiom ptuc. 2.2. Mykobiom jelit. 2.3. Mykobiom skory. 2.4. Mykobiom
a zaburzenia neurologiczne. 2.5. Mykobiom srodowiskowy. 3. Badania nad mykobiomem w praktyce klinicznej. 4. Analiza mykobio-
mow: metodologie i wyzwania. 4.1. Przetwarzanie probki. 4.2. Sekwencjonowanie amplikonéw. 4.3. Sekwencjonowanie metagenomiczne.
4.4. Wyzwania bioinformatyczne. 5. Podsumowanie

HUMAN MYCOBIOME IN NORMOBIOSIS AND DYSBIOSIS STATES CHARACTERISTICS AND ANALYSIS METHODS

Abstract: Fungal diseases affect over 300 million people worldwide each year and cause over 1.6 million deaths. Even with such a high preva-
lence of fungal infections, relatively few fungal species are pathogens, and invasive fungal infections are rarely diagnosed in healthy subjects.
Comparative analyses of mycobiomes reveal that the human organism is colonized by specific fungi soon after birth, and the quantitative and
qualitative composition of the mycobiota changes throughout life. In recent years, correlations between the mycobiome structure and health
status, also in disease conditions, have been analyzed at the level of fungus-mycobiome-host interactions. The relationship between the
colonized area of the human body defined as anatomical location, and fungal species specific for this area, indicates a strong selective pres-
sure that promotes the growth of species specific for a given ecological niche within the organism. Another issue is the validation and stand-
ardization of mycobiome analysis methods. In this respect, metagenomic sequencing methods are currently arousing considerable interest.
The review presents the current knowledge about the mycobiome in physiological and disease states induced by the dysbiosis of the existing
microbiome. The methods and diagnostic challenges in the quantitative and qualitative analysis of mycobiomes are discussed as well.

1. Introduction. 2. Mycobiome in health and disease states. 2.1. Pulmonary mycobiome. 2.2. Intestinal mycobiome. 2.3. Skin mycobiome.
2.4. Mycobiome and neurological disorders. 2.5. Environmental mycobiome. 3. Mycobiome studies in clinical practice. 4. Analysis of
mycobiomes: methodologies and challenges. 4.1. Sample processing. 4.2. Amplicon sequencing. 4.3. Metagenomic sequencing. 4.4. Bio-
informatics challenges. 5. Summary

Stowa kluczowe: mykobiom, mikrobiom, dysbioza, grzyby, analizy metagenomiczne
Keywords: mycobiome, microbiome, dysbiosis, fungi, metagenomic analyses

1. Wprowadzenie w skali roku zapadalnosci na grzybice, niewiele gatun-
kow grzybow jest patogenami, a inwazyjne infekcje

Kazdego roku choroby grzybicze wystepuja u ponad  grzybicze (IFIs, Invasive Fungal Infections) u oséb
300 milionéw ludzi na catym $wiecie, powodujac ponad ~ immunokompetentnych sa rzadkoscig [103]. IFIs
1,6 miliona zgondéw [17, 38]. Pomimo tak wysokiej stanowig jednak problem dla pacjentéw z obnizona
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odpornoscig, u ktorych wiazg si¢ z wysoka zachorowal-
noscig i $miertelnoscia. Przypadki IFIs wpisujg sie tez
w globalny trend wzrostu liczby zakazen grzybiczych
wsréd podatnych populacji [17, 41, 42, 69, 71]. W gru-
pie szczegdlnego ryzyka wymieniane sa osoby zaka-
zone ludzkim wirusem niedoboru odpornosci (HIV),
pacjenci z nowotworami oraz po transplantacjach,
poddawani terapii immunosupresyjnej lub immuno-
modulujacej [45]. Posredni wpltyw na wzrost liczby
przypadkow grzybic w skali roku ma globalne ocieple-
nie i zmiany klimatu, ktérych skutkami sg wyzsza prze-
zywalno$¢ grzybow w $rodowisku [21, 37]. Ponadto,
obserwowana jest aklimatyzacja grzybéw do coraz wyz-
szych temperatur, co zwicksza ich zdolnos¢ do replika-
cji w organizmie gospodarza, nawet przy podwyzszonej
temperaturze ciala [37, 46]. Przezywalno$¢ komorek
niektdrych szczepdw grzybdw w wyzszych niz typowe
dla gatunku temperatury maksymalne, jest przejawem
poszerzenia si¢ spektrum czynnikéw promujacych
rozwo6j w ustroju czlowieka, przez co w konsekwen-
¢ji czynnikami sprawczymi grzybic stajg si¢ gatunki
dotychczas uwazane za niepatogenne [103]. Proces akli-
matyzacji wplywa réwniez na rozmieszczenie grzybow
w $rodowisku i umozliwia ich wzrost w cieplejszych
niszach ekologicznych, co utatwia interakcj¢ komorek
patogenow z organizmem czlowieka i transmisj¢ cho-
roby na drodze zakazenia przez skdre, jame ustng lub
przez jame nosowa [36]. Wymienione czynniki przy-
czyniaja si¢ do zwigkszenia réznorodnosci mykobioty
organizmu czlowieka i otaczajgcego go srodowiska,
a posrednio do wzrostu zagrozenia zwigzanego z infek-
cjami o charakterze endogennym [72].

Termin mykobiom jest uzywany do opisania grzybi-
czego skladnika mikrobiomu. Nie jest jeszcze wiadome,
czy istnieje u ludzi mykobiom rdzenny, jak w przypadku
bakteriomu. W poréwnaniu z bakteriomem (>99%
catkowitej mikrobioty), ludzki mykobiom jest mniej
zroznicowany, zwykle nie przekraczajgcy 20. taksono-
micznych jednostek operacyjnych na probke (OTU,
Operational Taxonomic Unit) i wystepuje w mniejszej
ilosci (£0,1% calkowitej masy mikrobioty) [77, 86].
Wieloletnie badania nad skladem ludzkiego mikro-
biomu przewodu pokarmowego réwniez ujawniajg, ze
udzial komponentu grzybowego plasuje si¢ w zakresie
od 0,001 do 0,1% populacji mikroorganizméw izo-
lowanych z drég pokarmowych [12]. Badania oparte
o sekwencjonowanie genomoéw ujawniajg obecnosé
w drogach pokarmowych niemowlat grzybow z rodzaju
Candida, Saccharomyces, Cladosporium, Cryptococcus
i Malassezia [74]. O ile w przypadku wymienionych
dwoch pierwszych rodzajow wigze sie to z koloniza-
cja odpowiednich odcinkéw ukladu pokarmowego,
wystepowanie grzybow z trzech pozostalych rodzajow
zwigzane jest raczej z ich przejsciowg obecnoscia i nie
moga by¢ one postrzegane jako typowe komponenty

tej ontocenozy [110]. Natomiast mykobiomy zdrowych
0s6b dorostych wykazuja przewage grzybow z rodzaju
Saccharomyces, Candida, Trichosporon i Galactomyces,
co sugeruje, ze sg one kluczowymi skladnikami zdro-
wego mykobiomu obecnego przez cale zycie [24, 77].
Niemniej jednak, w przeciwienstwie do badan ludzkich
bakterioméw, odnotowana jest niewielka korelacja
pomiedzy profilem gatunkowym mykobiomu i stanem
zdrowia, a dane na temat interakcji grzyb-mykobiom-
-gospodarz ograniczone s3 do przypadkéw koloni-
zacji przez grzyby rdéznych lokalizacji anatomicznych
w stanach chorobowych (Ryc. 1) [25]. Dostepne wyniki
badan naukowych wskazuja, ze skomplikowane systemy
immunologiczne s3 zaangazowane w utrzymywanie
wzglednie statej rownowagi w jakos$ciowym i ilo$cio-
wym skladzie mykobiomoéw. Zaburzenie tej swoistej
réwnowagi zwykle prowadzi do rozwoju infekeji grzy-
biczej badz bakteryjnej lub w sposob posredni wplywa
na rozwdj takich jednostek chorobowych jak ato-
powe zapalenie skory (AZS), czy lojotokowe zapalenie
skory [89]. Odpowiedz immunologiczna na obecno$¢
komorek grzybéw w ustroju, w pierwszym etapie opiera
sie na wlasciwym rozpoznaniu komoérek patogenu. Za
ten proces odpowiadajg receptory rozpoznajace wzorce
(PRR, Pattern Recognition Receptors), ktore sa obecne
na powierzchni lub w cytoplazmie komérek uktadu
odpornosciowego. Receptory te, rozpoznaja wzorce
molekularne zwigzane z patogenami, swoiste dla pato-
gennych grzybow, co indukuje uwalnianie okreslonych
interleukin. Obecne w btonach komérkowych makro-
fagow receptory PRR rozpoznaja mannany i adhezyny
obecne w $cianach komorkowych wielu grzybdw,
wyzwalajac aktywacje jadrowego czynnika transkryp-
cyjnego NF-«B, produkgje interleukin: IL-1p i IL-6 oraz
fagocytoze. Niektore rodzaje grzybow, jak Candida
dzieki stosowaniu tzw. mimikry molekularnej sa w sta-
nie uniknga¢ rozpoznania obecnych na powierzchni ich
komorek reszt mannozy przez komoérki uktadu odpor-
no$ciowego gospodarza, co skutkuje brakiem wlasciwej
odpowiedzi immunologicznej, nasilajac infekcje lub
prowadzac do infekcji przewleklej [106]. Ograniczona
liczba gatunkéw grzybdw, ktdre faktycznie zasiedlaja
rézne obszary anatomiczne ludzkiego ciata, moze wska-
zywaé na zachowawczo$¢ ewolucyjng w odniesieniu do
sktadnikow ludzkiego mykobiomu [49], przejawiajaca
sie tez w wyjatkowo waskiej specjalizacji pewnych
gatunkoéw do okreslonych nisz ekologicznych [25]. Kla-
sycznym przyktadem dla poparcia tego stwierdzenia sg
grzyby drozdzopodobne z rodzaju Malassezia. W kon-
tekécie ludzkiego mykobiomu, krélestwo grzybow
wykazuje mniejszg réznorodnos¢ niz bakterii, co naj-
lepiej wida¢ w odniesieniu do mykobiomu skory, gdzie
wyraznie dominuja gatunki z rodzaju Malassezia [54,
83]. Obserwowane sg réwniez zaleznosci miedzy loka-
lizacja anatomicznag, a swoistymi dla niej gatunkami
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Ryc. 1. Sklad gatunkowy mykobiomu réznych narzadéw w stanie zdrowia i w wybranych jednostkach chorobowych

grzybow. Moze to wskazywaé na istnienie silnej presji
selekcyjnej w kontekscie mozliwosci adaptacji poszcze-
golnych gatunkow do specyficznych nisz ekologicznych
organizmu czlowieka [83, 89]. W kontekscie tego typu
rozwazan nalezy jednak zawsze mie¢ na uwadze, czy
stwierdzenie wystepowania danego gatunku grzyba
w obrebie badanej lokalizacji anatomicznej, nie jest
zwigzane wylgcznie z przejsciowa obecnoscia drobno-
ustroju wprowadzonego chociazby z pokarmem.

Obecnie w badaniach mykobiomoéw najwieckszym
zainteresowaniem cieszg si¢ techniki metagenomiczne.
Techniki te umozliwiajg pozyskiwanie DNA genomo-
wego drobnoustrojow bezposrednio z probek $rodo-
wiskowych, niezaleznie od rodzaju probki i liczby roz-
nych gatunkéw drobnoustrojow. Niewatpliwie zaleta
tej metody jest to, ze daje mozliwos§¢ zbadania calej
puli genetycznej zbiorowisk drobnoustrojéw poprzez
sekwencjonowanie i pdzniejsza analize uzyskanych
sekwencji nukleotydowych. Wewnetrzny transkrybo-
wany przerywnik (ITS Internal Transcribed Spacer)
obejmujagcy dwa zmienne podregiony ITS1 i ITS2 jest
zlokalizowany w rejonie gendéw rybosomalnego RNA
i wykorzystywany jest jako uniwersalny i rekomendo-
wany marker DNA w identyfikacji gatunkow grzybow,
w probkach metagenomicznych.

Celem niniejszej pracy bylo dokonanie przegladu
piSmiennictwa traktujgcego o aktualnych danych
zwigzanych z réznorodnoscig mykobiomu ludzkiego.
Ponadto, oméwione zostaly kluczowe prace badaw-

cze, w ktorych technologia sekwencjonowania, w tym
sekwencjonowania metagenomicznego znalazta zasto-
sowanie diagnostyczne w ocenie ludzkiego mykobiomu.

2. Mykobiom w zdrowiu i chorobie
2.1. Mykobiom pluc

Grzybicze choroby pluc sg obecnie szeroko roz-
powszechnione i stanowig coraz wigkszy problem
zdrowia publicznego na calym $wiecie. Brak jest jed-
nak specjalistycznych badan nad mykobiomami ptuc,
ktorych celem bytoby przeprowadzenie analiz poréw-
nawczych miedzy mykobiomami ptuc 0séb zdrowych
i tych z przewlektymi chorobami ptuc. Utrudnia to
zdefiniowanie i ocen¢ réznorodnosci mykobiomu
w tym narzadzie. Wczesniejsze zalozenia sterylnosci
zdrowego pluca zatrzymaly badania mikrobiomu tego
narzgdu na wiele lat. W efekcie, zrozumienie mikro-
biomu oddechowego jest znacznie opdznione w poréw-
naniu z innymi organami [65]. Pojawienie si¢ techno-
logii sekwencjonowania, jako metody niezaleznej od
uzyskania kultury grzyba, ujawnilo réznorodnosé
mikroorganizméw wystepujacych w ptucach, w tym
obecnych w plucach oséb zdrowych [9]. Dzieki obser-
wowanej w ostatnich latach znacznej redukeji kosztow
sekwencjonowania o wysokiej przepustowosci moz-
liwe jest wyodrebnianie prawie kompletnych genomow
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bezposrednio z metagenomicznych zestawéw danych.
Z kolei, badania oparte o sekwencjonowanie regionu
ITS ujawnily, ze w sktad mykobiomu ptuc moga wcho-
dzi¢ grzyby klasyfikowane jako Ceriporia lacerata,
Saccharomyces cerevisiae i Penicillium brevicompac-
tum, przy czym za najwazniejszy czynnik etiologiczny
aspergilozy i gtowny patogen w warunkach dysbiozy
jest postrzegany niezmiennie Aspergillus fumigatus
[27]. Konidia tego gatunku, z uwagi na najdrobniejsze
wsrod rodzaju Aspergillus rozmiary, moga wnika¢ do
przestrzeni pecherzykow ptucnych. Mikrobiota stwier-
dzana w zdrowych plucach obejmuje oprocz grzybow
takze bakterie i wirusy, ktére razem na poziomie rdz-
nych taksonéw tworza miedzygatunkowa sie¢ ekolo-
giczng [74, 105]. Wspomniane czynniki biologiczne
najczesciej dostaja sie do drog oddechowych na dro-
dze inhalacji, wchodzac w bezposredni kontakt z war-
stwa $luzu pokrywajaca powierzchnie poszczegdlnych
odcinkéw drog oddechowych. W tym kontekscie, ana-
lizujac wyniki badan nad mikrobiomem pluc nalezy
mie¢ na uwadze, ze stwierdzane tam mikroorganizmy
i wirusy moga stanowi¢ jedynie przejsciowa mikrobiote
pluc, ktora zwykle jest aktywnie usuwana. Ponadto
wykazano, ze mozliwe sg réwniez interakcje miedzy
mikrobiomem plucnym i jelitowym, ktére zachodza
poprzez o$ pluca-jelita i majg istotne konsekwencje
zdrowotne. Udowodniono, ze zmiany w mykobiomie
jelitowym moga wplywac na powstawanie alergicznych
chorob drég oddechowych [14,92]. Na modelu mysim
wykazano miedzy innymi, Ze nadmierna proliferacja
Candida albicans w jelitach wyraznie nasila przebieg
alergicznej choroby drog oddechowych [92]. Podobnie,
sztucznie indukowana u myszy kolonizacja jelit przez
grzyba Wallemia mellicola prowadzita do zwiekszonego
nasilenia alergicznej choroby drog oddechowych [92].

Mykobiom zdrowych ptuc rézni si¢ od obserwowa-
nego u pacjentéw z przewlektymi chorobami ukfadu
oddechowego, takimi jak astma, przewlekla obturacyjna
choroba pluc, mukowiscydoza i rozstrzenie oskrzeli
[78]. Wszystkie pluca badanych oséb cierpigcych
z powodu astmy, obturacyjnej choroby ptuc i mukowis-
cydozy wykazywaly mniejszg réznorodno$¢ mykobio-
mow [104]. W grupie pacjentdw z astma stwierdzano
w plucach zdecydowanie wigkszy udziat réznych gatun-
kow grzybow, w tym najcze$ciej Psathyrella candol-
leana, Malassezia pachydermatis, Termitomyces clypeatus
i Grifola sordulenta [77,103]. Ponadto, zwraca uwage
fakt wiekszej roznorodnosci gatunkowej grzybow
w poréwnaniu z pula gatunkéw izolowanych z dréog
oddechowych zdrowych oséb, u ktorych do tej pory
nie stwierdzano w plucach niektérych z wymienio-
nych gatunkéw, jak chociazby tych z rodzaju Malasse-
zia [77]. U dzieci z cigzka astmg stwierdzono wieksza
liczebnos¢ grzybow z taksondéw Preumocystis, Leuco-
sporidium i Rhodotorula w poréwnaniu z grupa dzieci

zdrowych [47]. Z kolei rozstrzenie oskrzeli, czyli trwate
i nieodwracalne poszerzenie $wiatta drég oddecho-
wych, naraza pacjentéw na wigksze ryzyko wystapie-
nia infekcji grzybiczej dolnych drég oddechowych
[22]. Znajduje to odzwierciedlenie w mykobiomach
drég oddechowych tej grupy pacjentéw. Przeprowa-
dzone analizy w tej grupie chorych pozwolity wykaza¢
wyzsza liczebnos$¢ potencjalnie patogennych grzybow,
w tym z rodzaju Aspergillus, Penicillium i Cryptococ-
cus, jak réwniez wykaza¢ u tych pacjentéw czestsze
wystepowanie reakeji alergicznych i silnej odpowie-
dzi immunologicznej zwigzanej z ple$niami z rodzaju
Aspergillus. Ze wzgledu na zaburzone oczyszczanie
$luzowo-rzeskowe, ktdre jest nieodlacznie zwigzane
z rozstrzeniami oskrzeli, drogi oddechowe s3 podatne
na grzyby obecne w bioaerozolu i proces kolonizacji
[9]. W przewleklej obturacyjnej chorobie ptuc, plesnie
Aspergillus spp. byly stwierdzane w oparciu o analizy
metagenomiczne u 17% pacjentdw, a okreslone gatunki
grzybow, takie jak Pneumocystis jirovecii, wykryto row-
niez w przebiegu tej choroby u pacjentéw zakazonych
wirusem HIV, co wskazuje na udzial predyspozycji
immunologicznych w zréznicowaniu mykobiomdw
tego narzadu [62]. Obecnos¢ Pneumocystis spp. w plu-
cach pacjentéw z infekcjag HIV czesto jest wyznaczni-
kiem tej uposledzajacej uklad odpornosciowy infekgji.
Dodatkowo koreluje ona z wyraznie mniejszym zrdz-
nicowaniem mykobiomu pluc i wpltywa negatywnie na
utrzymanie homeostazy tego narzadu [27]. Znaczna
réznorodno$é gatunkowa w mykobiomie ptuc obserwo-
wana jest u pacjentéw z mukowiscydoza, chorobg gene-
tyczna okreslang jako tzw. zwldknienie torbielowate
pluc. W tej grupie pacjentow, A. fumigatus byt stwier-
dzany w plucach u 6 do 60% badanych [67]. Badania
nad mykobiomem pluc u pacjentéw z mukowiscy-
doza znajdujg si¢ w poczatkowej fazie i czgsto nie jest
jasne czy izolowane grzyby stanowia stabilny element
mykobiomu, czy wystepuja w ptucach przejsciowo [19].
Badania pacjentdw z mukowiscydoza oparte o sekwen-
cjonowanie metagenomiczne pozwalajg wykry¢ znacz-
nie szersze spektrum gatunkow grzybéw niz bada-
nia oparte o konwencjonalng hodowle mykologiczna
[19]. Stwierdzano tez wigksza liczebnos¢ gatunkow
z rodzaju Aspergillus (zwlaszcza A. fumigatus) i grzybow
drozdzopodobnych z takich gatunkoéw jak C. albicans,
Candida parapsilosis i Malassezia spp. [78]. Zaréwno
u pacjentéw z astma, jak i mukowiscydozg, ewentualna
odpowiedz alergiczna moze by¢ wywolana obecnoscia
Aspergillus spp., a w pewnych przypadkach u tych
pacjentow moze tez prowadzi¢ do alergicznej aspergi-
lozy oskrzelowo-plucnej [88]. Niezaleznie od rodzaju
schorzenia, mykobiomy ptuc poszczegélnych pacjen-
tow mogg réznic si¢ diametralnie. Jak wykazano, kore-
lujg one ze skladem gatunkowym grzybdéw obecnych
W powietrzu zewnetrznym i wewnetrznym pomiesz-
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czen mieszkalnych, w ktérych taka osoba przebywa
[88]. Zastosowanie metod sekwencjonowania calych
mykobioméw ptuc zyskalo w ostatnich latach znaczna
popularnos¢ i zainteresowanie badaczy. Coraz czesciej
tez, sekwencjonowanie metagenomiczne staje si¢ nie-
odzowng technikg wykorzystywang w szczegétowych
analizach mykobioméw pluc pacjentéw z chorobami
ukladu oddechowego [9].

2.2. Mykobiom jelit

Wyniki badan mykobiomu jelit os6b zdrowych sg
bardzo ograniczone. Nash i wsp. [77] zaobserwowali,
ze ludzki mykobiom jelitowy u oséb zdrowych jest
zdominowany przez grzyby drozdzopodobne, takie jak
Saccharomyces spp., Malassezia spp. i Candida spp., acz-
kolwiek ze znaczng zmiennoscig mi¢dzy- i wewnatrz-
osobnicza. Sugeruje to, obserwowana w czasie, dyna-
mike zmian w ilo$ciowym i jako$ciowym skladzie
mykobiomu jelitowego, na ktérg dodatkowo ma wplyw
odpornos¢ gospodarza [74, 77].

Wysitki majace na celu zbadanie mykobioméw
jelitowych koncentrowaly sie w duzej mierze na
pacjentach z chorobami przewodu pokarmowego,
a kluczowe odkrycia odzwierciedlajg trendy zmian w
liczebnosci i zréznicowaniu gatunkowym mykobio-
mow w stanach chorobowych. Dla przyktadu, w grupie
nieswoistych zapalen jelit badania oparte na analizie
sekwencji 18S rRNA wykazaly zwiekszong réznorod-
no$¢ gatunkowg mykobiomu jelit u oséb z choroba
Lesniowskiego-Crohna i stosunkowo staly sktad myko-
biomu u pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego, w poréwnaniu z osobami zdrowymi [63].
Ponadto, okreslone zostaly réznice miedzy mykobio-
mem jelit w stanie zapalnym i bez reakcji zapalnej
[63]. Zwrécono uwage na fakt, ze przeprowadzenie
sekwencjonowania fragmentu ITS2 ujawnilo wyrazna
dysbioz¢ w skladzie mykobiomu na tle calej populaciji
drobnoustrojow, w nieswoistych zapaleniach jelit, ze
zwigkszonym udziatem przedstawicieli Basidiomycota
kosztem grzybow z gromady Ascomycota, w szcze-
golnosci C. albicans i S. cerevisiae [94]. W przypadku
pacjentow z choroba Lesniowskiego-Crohna, sekwen-
cjonowanie fragmentéw ITS2 potwierdzito réwniez
wzrost liczebnoséci komponentu grzybowego podczas
zaostrzen choroby oraz wyzsza czgsto$¢ wystepowania
grzybow z rodziny Cystofilobasidiaceae i gatunku C. gla-
brata. Natomiast przeprowadzenie sekwencjonowania
fragment6w I'TS1 ujawnito zwigkszona liczebno$¢ grzy-
béw drozdzopodobnych Candida tropicalis w mykobio-
mie jelit 0s6b z choroba Lesniowskiego-Crohna, w po-
réwnaniu ze zdrowymi osobami o wysokim stopniu
pokrewienstwa [54]. Chociaz powszechnie wiadomo,
ze grzyby, w tym drozdzopodobne nie sg czynnikami
etiologicznymi tego schorzenia, gatunki takie jak

S. cerevisiae i Filobasidium uniguttulatum byly niejed-
nokrotnie stwierdzane w jelitach bez towarzyszacego
stanu zapalnego [64]. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze
ich obecnos¢ byta przejsciowa i mogta by¢ wynikiem
stosowania probiotykéw zawierajacych w skladzie
mikroorganizmy, w przypadku ktérych wykazano juz
pozytywny wptyw na przebieg choroby Lesniowskiego-
-Crohna. W podgrupie pacjentéw z polimorfizmami
CARDY (Caspase Recruitment Domain-containing
protein 9), przejawiajacych wrodzong skfonnos¢ do
kandydozy, wykazano, ze obecno$¢ Malassezia restricta
moze nasila¢ objawy choroby Le$niowskiego-Crohna.
Moze to sugerowal, ze ukierunkowanie leczenia na
hamowanie wzrostu okreslonych gatunkéow grzybow
moze mie¢ znaczenie w kontekscie lepszych efektow
terapeutycznych u niektérych pacjentéw [66]. Potwier-
dzaja to badania Wheeler i wsp. [111], ktérzy udowod-
nili, na podstawie analiz sekwencji fragmentéw ITS1, ze
u zwierzat doswiadczalnych, ktérym podawano anty-
mykotyki, wystepowalo zaburzenie w skladzie myko-
biomu jelit, charakteryzujgce si¢ zmniejszeniem liczeb-
nosci grzybow drozdzopodobnych z rodzaju Candida
z réwnoczesnym wzrostem liczebnosci plesni Aspergil-
lus spp., Wallemia spp. i Epicoccum spp. Powszechnie
tez wiadomo, ze stosowanie antybiotykéw wplywa na
nasilenie stanéw zapalnych jelit poprzez modyfikacje
bakteriomu jelitowego, co w konsekwencji prowadzi
do preferencyjnej kolonizacji przez grzyby [95]. W tym
przypadku znaczace ograniczenie populacji bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae sprzyja kolonizacji przez
grzyby i w konsekwencji prowadzi do nasilenia obja-
wow zapalenia okreznicy [95]. Nalezy przy tym zazna-
czy¢, ze te ostatnie doniesienia dotyczg do$wiadczen
przeprowadzonych na myszach i nie moga by¢ repre-
zentatywne dla ludzkiego mykobiomu jelita.

U pacjentdw cierpiacych na zespot jelita drazliwego
lub przewlekta chorobe czynnosciowa uktadu pokar-
mowego, analiza probek katu, oparta na sekwencjono-
waniu regionu ITS1, ujawnita dysbioz¢ mykobiomow
jelit ze znaczng utrata réznorodnosci gatunkowej.
Grzyby Saccharomyces spp. i Candida spp. byly domi-
nujace w mykobiomie pacjentéw z zespotem jelita draz-
liwego i grupie kontrolnej obejmujacej osoby zdrowe,
z t3 réznics, ze zdecydowanie wyzszy odsetek grzybow
z wymienionych rodzajéw zostal odnotowany u 0séb
chorych [49]. Przeprowadzone na modelu zwierze-
cym badania nadwrazliwosci trzewnej, schorzenia
powigzanego z zespolem jelita drazliwego, daja pod-
stawy, zeby sadzi¢, ze ukierunkowana manipulacja
mykobiomem jelitowym moze zapewni¢ podstawe
skutecznej interwencji terapeutycznej [18]. Do wyjas-
nienia mechanistycznych podstaw tych wczesnych
obserwacji potrzebne s3 jednak dodatkowe dowody
i walidacja biologiczna [49]. Mozna znalez¢ tez donie-
sienia na temat istotnego zahamowania progresji guzow
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nowotworowych, szczegdlnie w wolno postepujacych
gruczolakorakach przewodowych trzustki, w efekcie
wlaczenia terapii przeciwgrzybiczej. Co ciekawe, do
ponownego uaktywnienia si¢ choroby nowotworowej
doszlo po zakonczeniu leczenia i zwigzanym z tym
odtworzeniem populacji grzybéw, gtéwnie z rodzaju
Malassezia [13]. Autorzy cytowanej pracy wykazali, ze
w wielu przypadkach progresja guza w pewnym stop-
niu wigze sie z aktywnoscig lektyny wigzacej mannoze
i aktywacja kaskady dopetniacza [16]. Ponadto, zwigk-
szona liczebnos¢ grzybow drozdzopodobnych Malasse-
zia spp., z mniejszym udziatem innych grzybéw takich
jak Moniliophthora spp., Rhodotorula spp., Acremonium
spp., Thielaviopsis spp. i Pisolithus spp., byla opisywana
u pacjentow z rakiem jelita grubego, podczas gdy wiek-
sza liczebno$¢ grzybow z gromady Basidiomycota wigze
sie z poznymi stadiami tej choroby [26].

Ze wzgledu na potencjalne skutki zmian w myko-
biomie jelit zwigzane z wiekiem, ocenie poddano réw-
niez biote jelit dzieci cierpigcych na nieswoiste zapa-
lenia jelit. Uzyskane na podstawie analiz sekwencji
18S rDNA wyniki wykazaty dominacje grzybéw z gro-
mady Basidiomycota [76]. Z kolei sekwencjonowanie
regionu ITS1 ujawnilo w tej grupie wysoka liczebno$¢
grzybow z rodzaju Candida, a dodatkowo mniejszg roz-
norodnos¢ gatunkowa mykobiomu jelit w poréwnaniu
z dzie¢mi zdrowymi [23].

Mykobiom jelitowy moze dodatkowo wptywaé po-
$rednio na inne uklady narzaddéw, takie jak pluca
i osrodkowy uklad nerwowy, ale dokladne mechanizmy
tych zjawisk sg stabo poznane. W szczegolnosci istotna
jest tu 0§ taczaca pluca i jelita. Dotychczasowe badania
wskazujg, ze sklad gatunkowy mikrobiomu jelitowego
moze by¢ skorelowany z zapadalnoscig na przewlekte
zapalne choroby ptuc [20]. Dla przykladu, obecnos¢
grzybéw drozdzopodobnych C. albicans w mykobiomie
jelit wptywa na szlaki odpornosciowe zwigzane z lim-
focytami Th17, co w konsekwencji sprzyja kolonizacji
drog oddechowych patogennymi grzybami plesniowymi
z rodzaju Aspergillus spp. Niewatpliwie jest to przyklad
wplyw sktadu mykobiomu jelitowego na podatnosé
i przebieg infekeji grzybiczych uktadu oddechowego [14].

Dysbioza mykobioméw jelitowych byla réwniez opi-
sywana w grupie pacjentdw z zaburzeniami neurolo-
gicznymi. Podobnie do powyzszego, rowniez w myko-
biomach jelit pacjentéw ze schizofrenia, autyzmem
lub zespolem Retta stwierdzano wiekszg liczebnosé
grzybow drozdzopodobnych z rodzaju Candida [97].
Wyniki te sklonily do przeprowadzenia analiz poréw-
nawczych mykobiomoéw jelitowych z uwzglednieniem
osi mikrobiom-jelito-mozg. Nalezy wspomnie¢, ze kon-
cepcja wplywu mikrobiomu bakteryjnego jelita poprzez
odpowiednie osie jest juz mocno ugruntowana [30].
Niemniej jednak, nawet dla specjalistow, zwigzek myko-
biomu jelitowego z objawami neurologicznymi, takimi

jak lek czy depresja u 0séb cierpiacych na zespot jelita
drazliwego, jest intrygujacy [101]. Chociaz odkrycia te
pozostaja obecnie spekulatywne i wymagaja dalszych
badan w celu wyjasnienia mechanizmu biologicznego,
niewatpliwie podkreslaja one znaczenie i rol¢ grzybow
zasiedlajacych jelita w osi mikrobiom-jelito-mozg.

2.3. Mykobiom skory

Skora jest kluczowym organem organizmu ludz-
kiego, zapewniajac bariere mechaniczng, a tym samym
pierwsza lini¢ obrony przed patogenami. Jednocze$nie,
powszechnie wiadomo, ze skora jest glowna niszg eko-
logiczng kolonizowang przez grzyby [39, 44, 72-74, 82].
Skiad gatunkowy mykobiomu skoéry réznych oséb moze
by¢ bardzo rdzny, a istotny wplyw na jego strukture ma
wiek i ple¢. Powszechnie wiadomo, ze dzieci cechuje
wieksza liczebno$¢ i réznorodnos$¢ grzybow obecnych
na skorze, w poréwnaniu do oséb dorostych, u ktérych
dominuja lipofilne grzyby drozdzopodobne z rodzaju
Malassezia, co wigze sie ze zwigkszong aktywnoscig
gruczoléw fojowych nasilajacy si¢ z wiekiem dojrzewa-
nia [65]. Taki stan rzeczy u dzieci wynika wiec z réznic
w skladzie sebum oraz niskiej aktywno$ci gruczotéw
fojowych w tym wieku [60]. Niemniej jednak myko-
biom skory jest strukturg dynamiczng, a poszczegélne
grzyby tworzgce tg populacje oddzialuja ze sobg i two-
rzg ekologiczng strukture sieci [105].

Podobnie jak w przypadku innych ukfadéw narza-
déw i ich mikrobioméw, dysbioza mykobiomdw skory
najczesciej wiaze sie z chorobami skornymi. Powszech-
nie znanym faktem jest tez posredni wpltyw grzybow
z rodzaju Malassezia na indukcje i nasilanie takich jed-
nostek chorobowych jak lojotokowe zapalenie skory,
czy AZS [65]. Odwrotnie w tuszczycy, chorobie, ktora
zwigzana jest z nadmiernym rogowaceniem naskdrka,
stwierdzano znacznie nizszg liczebnos¢ grzybéw droz-
dzopodobnych z rodzaju Malassezia w poréwnaniu
ze znacznie bogatszymi mykobiomami w przypadku
0s6b zdrowych. Pomijajac liczebno$¢ i zréznicowanie
gatunkowe mykobiomdw skory pacjentéw z obu grup
nalezy zauwazy¢, ze grzyby z rodzaju Malassezia zawsze
stanowily dominujacy komponent [113]. Wykazano
réwniez zwiazek miedzy mykobiomem skéry a cho-
robami ogdlnoustrojowymi, ktére czesto manifestuja
sie pewnymi zmianami skérnymi. W twardzinie ukfa-
dowej, mykobiom skdry pacjentéw z tej grupy byt
zdominowany przez Rhodotorula glutinis, przy czym
nalezy zaznaczy¢ ze, aczkolwiek spdjne, wyniki badan
zostaly uzyskane z analiz mykobiomow zaledwie czte-
rech pacjentow chorych i czterech z grupy kontrolnej
[11]. W lupiezu pstrym czynnikami etiologicznymi sg
niezaprzeczalnie grzyby z rodzaju Malassezia. Objawy
chorobowe towarzyszace tej infekcji s3 miedzy innymi
konsekwencja apoptozy zachodzacej w melanocytach
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pod wplywem dzialania malasezyny, przy jednoczesnej
ekspozycji na promieniowanie UV [65]. W patomecha-
nizmie tej jednostki chorobowej istotna jest tez rola
receptoréow weglowodoréw aromatycznych AHR (Aryl
Hydrocarbon Receptor), ktére sa w stanie modulowa¢
przebieg melanogenezy poprzez regulacje ekspresji
gendéw zwiazanych z tym procesem [68]. Mykobiomy
skory pacjentéw cierpigcych na te chorobe wykazuja
istotnie wiekszg liczebno$¢ Malassezia globosa, Malasse-
zia sympodialis i Malassezia furfur, obecnych tu gtéwnie
w formie strzgpkowej w przeciwienstwie do blastoko-
nidiow tych grzybow, powszechnie obserwowanych na
zdrowej skorze [57]. W mykobiomach skéry oséb zdro-
wych, w odréznieniu od pacjentéw z tupiezem pstrym,
dominujg w zaleznosci od regionu geograficznego
Malassezia restricta, M. globosa i M. sympodialis [51],
przy czym wyrazng dominacje ostatniego z wymienio-
nych gatunkéw obserwowano w Polsce [56]. Ostatnio
zwraca si¢ tez uwage na znaczenie dysbiozy myko-
biomu skdry, jak réwniez odpowiedniej miejscowej
terapii przeciwgrzybiczej gwarantujacej przywrdcenie
naturalnego stanu tej swoistej niszy ekologicznej [32].

Rola mykobiomu zostata tez opisana w kontekscie
lojotokowego zapalenia skory. Grzyby M. resticta i M. glo-
bosa sa identyfikowane szczegolnie czesto u pacjentéw
z lojotokowym zapaleniem skory, a zwiekszenie liczeb-
nosci tych gatunkéw w mykobiomie, w poréwnaniu
ze skora glowy oséb zdrowych, wskazuje na pocza-
tek choroby [112]. Grzyby z rodzaju Malassezia moga
ponadto nasila¢ powstawanie lupiezu skory glowy
[57]. Grzyby klasyfikowane w gromadach Ascomycota
i Basidiomycota sa powszechne zaréwno w mykobiomie
skory zdrowej, jak i dotknietej tupiezem. W tej ostat-
niej, stwierdzano jednak wigksza liczebnos¢ grzybow
z rodzaju Acremonium, Penicillium i Malassezia [57].
Atopowe zapalenie skory moze by¢ kolejnym przykla-
dem choroby skéry pozostajacej w wyraznym zwigzku
z mykobiomem skory. U pacjentéw z AZS obserwuje
sie znaczng zmienno$¢ wewnatrz- i miedzyosobnicza
w skladzie i liczebno$ci mykobioméw. Jednak, podob-
nie jak w przypadku innych choréb skéry, M. sympodia-
lis, Malassezia sloofiae i Malassezia dermatitis wydajq si¢
posrednio wptywac na przebieg tej choroby, a czasami
nawet ja nasilajg. U pacjentdéw z AZS notowane s3 tez
krazace we krwi przeciwciata IgE jako odpowiedz na
antygeny grzybow drozdzopodobnych Malassezia spp.
[51, 57, 58, 65]. Grzyby Malassezia spp. wchodzace
w sktad mykobiomu skory moga tez wywolywac stany
zapalne skory poprzez nasilanie odpowiedzi immuno-
logicznej zwigzanej z limfocytami Th-17 [96]. Autorzy
jednej z prac, sugeruja nawet zwiazek Malassezia spp.
z wystepowaniem choroby Alzheimera. Stwierdzane
u tych pacjentdw stany zapalne o rdznej lokaliza-
cji w obrebie o$rodkowego ukladu nerwowego oraz
wysokie stezenia chitynaz, wskazywaly na wystepowa-

nie grzyboéw z rodzaju Malassezia, ktérych obecnos¢
w tych tkankach jednoznacznie potwierdzano w opar-
ciu o0 metody molekularne [74].

W badaniach mykobiomdw skéry stosowano rézne
metody biologii molekularnej. U pacjentow z AZS
zastosowano sekwencjonowanie nowej generacji (NGS,
Next Generation Sequencing), jak réwniez ukierunko-
wane na sekwencjonowanie réznych regionéw genomu
grzybow, obejmujacych, m.in. sekwencje rybosomal-
nego RNA 28S i 18S odpowiednio z duzej i malej
podjednostki, jak tez sekwencje ITS1 i ITS2 [11, 51,
57,110, 112].

2.4. Mykobiom a zaburzenia neurologiczne

Coraz wigcej dowodéw wskazuje na znaczenie
mikrobiomu w chorobach neurologicznych. Wyka-
zano miedzy innymi, Ze zmiany w liczebnosci i rézno-
rodnosci bakterii jelitowych sa powiazane ze stward-
nieniem rozsianym [6,34]. Ponadto, u pacjentéw ze
stwardnieniem rozsianym odnotowano na podstawie
analiz sekwencji nukleotydowych regionéw ITS1 wiek-
szg liczebnos¢ grzybow Candida spp., Malassezia spp.
i Trichosporon spp., w poréwnaniu z osobami zdrowymi
z grupy kontrolnej [6]. Podobnie, analizy metageno-
miczne plynu moézgowo-rdzeniowego pacjentéw ze
stwardnieniem rozsianym ujawnily obecnos¢ grzybow
z gromady Ascomycota oraz rodzajow Malassezia spp.,
Funneliformis spp., Glomus spp., Cladosporium spp.,
Candida spp. i Alternaria spp. [84]. Tego typu wyniki
budza kontrowersje, a Perlejewski i wsp. [84] sugeruja,
ze tak duze zroznicowanie gatunkowe prawdopodob-
nie odzwierciedla zanieczyszczenia srodowiskowe, a nie
wiasciwy skfad mykobiomu ptynu mézgowo-rdzenio-
wego. Z kolei, Jovel i wsp. [59] w plynie mézgowo-rdze-
niowym pobranym od pacjentdéw ze stwardnieniem
rozsianym nie odnotowali zadnych grzybow.

W chorobie Alzheimera komorki grzybow sa wykry-
wane w neuronach za pomocg immunohistochemii
i mikroskopii konfokalnej. Dotychczas tymi metodami
zidentyfikowano grzyby z rodzajow Candida, Clado-
sporium, Malassezia, Neosartorya, Phoma i Saccharo-
myces [85]. Podaje si¢ ponadto, ze grzyby Alternaria
spp. i Malassezia spp. s reprezentowane w znacznie
wiekszej liczebnosci u pacjentéw z chorobg Alzheimera
w poréwnaniu z grupa kontrolng, bez jakichkolwiek
dysfunkcji tkanki moézgowej [7]. W innych pracach,
w tkance mdzgowej 0sob ze stwardnieniem zanikowym
bocznym wykazano zwigkszong liczebnos$¢ grzybow
z rodzajow Candida, Malassezia, Fusarium, Botrytis,
Trichoderma i Cryptococcus [34]. Wykazany silny zwia-
zek pomiedzy wystepowaniem lojotokowego zapalenia
skory, a chorobg Parkinsona réwniez nasuwa podejrze-
nie specyficznego wkiadu grzybéw drozdzopodobnych
Malassezia spp. w oba stany chorobowe. Co wazne,
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udowodniono, ze polimorfizmy genetyczne zwigzane
z chorobg Parkinsona i stosowanie w leczeniu lewodopy
promujg wzrost i inwazyjno$¢ grzybow Malassezia spp.
Mozliwy zwiazek miedzy sktadem mykobiomu skéry
0sob z lojotokowym zapaleniem skory, a jednoczes-
nym wystepowaniem choroby Parkinsona moze mieé¢
znaczenie Kkliniczne [61]. Podsumowujac, obecnie
prowadzone badania wskazujg, zZe grzyby maja pewne
posrednie znaczenie w patogenezie kilku choréb neuro-
logicznych. Wyniki wielu badan wskazuja, ze obserwo-
wane interakcje pomigdzy zywicielem a mikroorga-
nizmem majg wplyw na stan ludzkiego zdrowia oraz
na sie¢ komunikacyjnych osi miedzynarzagdowych, co
sprzyja rozwojowi pewnych choréb.

2.5. Mykobiom srodowiskowy

Grzyby sa wszechobecne i wystepuja zaréwno
w $rodowisku naturalnym, jak i wewnatrz pomiesz-
czen mieszkalnych i gospodarczych. Badania naukowe
wskazujg, ze sklad gatunkowy mykobiomu $rodowis-
kowego wewnatrz budynkéw i w $rodowisku natu-
ralnym jest zblizony w odniesieniu do grzybéw mikro-
skopijnych tzw. mikromycetes, aczkolwiek zwykle
rézny w kontekscie ilosciowym. Diaspory grzybowe
w pomieszczeniach zamknietych sg rozmieszczone
przypadkowo i zdominowane przez zarodniki, frag-
menty strzepek oraz inne elementy wegetatywnych
i generatywnych struktur grzybni [91]. Na skiad gatun-
kowy mykobiomu srodowiskowego wplywa lokalizacja
geograficzna i zwigzana z nig temperatura i wilgotno$¢
powietrza [50]. Mykobiom zamknigtych pomieszczen
pochodzi najczesciej z powietrza zewnetrznego, grzyby
dostaja si¢ do wnetrza w wyniku wentylacji pomiesz-
czen. Na jego sktad najwiekszy wplyw ma pula gatun-
kow grzybow obecnych w danej lokalizacji. Inne zrédta
grzybow w pomieszczeniach obejmuja przebywaja-
cych w nich ludzi, zwierz¢ta domowe, roéliny, obec-
nos¢ instalacji wodno-kanalizacyjnych, systemow ogrze-
wania, wentylacji i klimatyzacji, a takze resuspensje
czastek kurzu [2].

Z obecnoscig grzybow w pomieszczeniach zamknie-
tych zawsze wigza sie pewne negatywne aspekty, ktore
jak powszechnie wiadomo s3 znacznie powazniejsze
w skutkach, w sytuacji gdy organizmy te, znane z bio-
deterioracji i biodegradacji materiatéw, kolonizuja
$ciany i inne elementy budowlane w budynku. Uwal-
niane do atmosfery zarodniki i inne elementy grzybni,
w tym alergeny i mykotoksyny, czy tez lotne zwiazki
organiczne pochodzenia mikrobiologicznego (MVOC,
Microbial Volatile Organic Compounds) w konse-
kwencji moga nasila¢ objawy pewnych chordb jak
astma, reumatyzm, czy tez skutkowac wystapieniem
syndromu chorego budynku (SBS, Sick Building Syn-
drome) o etiologii grzybiczej [1]. Mykobiom wewnatrz

budynkéw, zwlaszcza mieszkalnych, jest zatem przed-
miotem zainteresowania mikrobiologéw, ekologdw
i klinicystéow [1, 81]. Bazujac na metodach molekular-
nych i sekwencjonowaniu fragmentu ITS2 wykazywano
od 450 do 4400 OTU na probe [4, 9, 81]. Wyniki tych
badan wskazujg, ze z pomieszczeniami zamknietymi
zwigzane sg ilosciowo i jakosciowo bogate mykobiomy.
Opisany szeroko w literaturze SBS zwiazany jest ze
z13 jakoscig powietrza w pomieszczeniach i ekspozy-
cja na grzyby. Wystepujace u mieszkancéw budynku
objawy najczesciej obejmuja bol glowy, zawroty gltowy,
nudno$ci, podraznienie oczu, nosa lub gardta [98].
W ramach wysitkdw na rzecz ograniczenia szkodliwego
narazenia na mykobiom wystepujacy w pomieszcze-
niach, niezbedne jest §ledzenie zarodnikéw unoszacych
sie w powietrzu i wyeliminowanie zanieczyszczen, ktore
moga stanowi¢ ich potencjalne rezerwuary. Stanowi to
istotne wyzwanie nawet w pomieszczeniach zamknie-
tych biorac pod uwage ruch aerozoli, ktdry tu nie jest
wzbudzany pradami powietrza jak to zwykle ma miejsce
w srodowisku zewnetrznym. Co wigcej, grzyby znajdu-
jace sie na réznych powierzchniach w budynkach moga
by¢ niewidoczne gotym okiem, a wykonywanie prob
mykologicznych ze wszystkich powierzchni jest nieuza-
sadnione. Z tego tez wzgledu przyszte badania zamiast
koncentrowaé si¢ na metodach konwencjonalnych,
moglyby uwzgledniaé proby sledzenia zrodta poprzez
zastosowanie matematycznych modeli probabilistycz-
nych, w oparciu o dotychczasowy stan wiedzy o niszach
ekologicznych grzybow [106]. Takie postepowanie
miesci si¢ jedynie w kategoriach czysto teoretycznych
i nie mogloby znalez¢ zastosowania w codziennej prak-
tyce restauratorow zabytkow, czy mykologéw budow-
lanych przeprowadzajacych ekspertyzy mykologiczne
oraz zabiegi konserwacyjne.

Wyniki badan opartych o konwencjonalne metody
hodowli ujawniajg, ze grzyby z rodzajow Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula
i Wallemia stanowig znaczny odsetek mykobiomu
pomieszczen cechujacych si¢ podwyzszong wilgot-
noscig wzgledna, takich jak toalety, gdzie szczegélnie
dominujgcym gatunkiem jest Rhodotorula mucilagi-
nosa. Z kolei A. fumigatus na ogot dominuje jako sktad-
nik mykobiomiu pomieszczen o nizszej wilgotnosci
wzglednej powietrza, takich jak pokoje dzienne, pod-
czas gdy Cladosporium spp. stwierdzane byly w prawie
kazdej przestrzeni zyciowej [4, 106]. Oprdcz okreslania
réznorodnosci mykobiomdéw pomieszczen, kolejnym
obszarem aktywnych badan s prace nad materialami
budowlanymi i powlokami, ktére minimalizujg lub
zapobiegajg kolonizacji przez grzyby [109]. Rozwigza-
nia te s3 jednak aktualnie drogie, a dodatkowo utrzyma-
nie sterylnosci w srodowisku wewnetrznym pomiesz-
czenia jest bardzo trudne lub prawie niemozliwe, stad
uzasadnione jest wylacznie wzgledami medycznymi,
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na przykiad na oddziatach intensywnej opieki medycz-
nej, czy tez w przypadku pacjentéw w stanie glebokiej
immunosupresji [3]. Alternatywnie, budynki powinny
by¢ konstruowane wedlug projektow architektonicz-
nych, ktére uwzgledniajg standardy minimalizujace
liczebno$¢ mykobiomu w systemach ogrzewania, wen-
tylacji, klimatyzacji i instalacjach hydraulicznych [98].

3. Badania nad mykobiomem w praktyce klinicznej

Liczba publikacji dotyczacych mikrobiomu wzrasta
wykfadniczo w ostatnich latach [31, 34]. Réwnolegle,
lepsze zrozumienie roli drobnoustrojéw w zdrowiu
i chorobach wzmocnilo zainteresowanie badaniami
mykobiomu i jego udzialem w chorobach [9, 14].
Powszechnie wiadome jest, Ze mikroorganizmy pro-
kariotyczne i eukariotyczne wspolistniejg w tym samym
srodowisku i ze interakcja migdzy mikrobiomami bak-
teryjnymi, grzybowymi i wirusowymi prowadzi do
homeostazy u zdrowych osob, podczas gdy dysbioza
prowadzi do rozwoju choroby. Coraz czeéciej badania
mykobiomu przeprowadza si¢ u pacjentéw z réznymi
schorzeniami, u ktorych mozliwe jest istnienie dys-
biozy w odniesieniu do danego narzadu, lokalizacji ana-
tomicznej itp. Rola mykobiomu w kontekscie klinicz-
nym cieszy sie rosngcym zainteresowaniem. Pozostaje
kilka wyzwan, w tym walidacja i standaryzacja metod
pobierania probek i zastosowania metod analitycz-
nych na wiekszg skale [28, 81]. Obecnie nie ma znor-
malizowanych metod analizy mykobioméw, w tym
przede wszystkim w zakresie badan genetycznych,
w obszarze metod ekstrakcji DNA, doboru starterow,
technik sekwencjonowania i stosowanych referencyj-
nych baz danych. Metodologia badann nad mykobio-
mami ewoluuje, co z pewnoscig pozwoli w przyszlosci
korzysta¢ z wystandaryzowanych procedur, odpo-
wiednio walidowanych, ktore dadza gwarancje uzys-
kania pelnego obrazu mykobiomu pokrywajgcego sie
z rzeczywistoscig [13].

Dzigki lepszemu poznaniu specyfiki mykobio-
mow oraz ich interakeji z systemem odpornosciowym
gospodarza, a takze umiejetnosci skorelowania tych
danych z chorobg na réznych jej etapach, mozliwe
bedzie przyspieszenie samej diagnozy i podjecie bar-
dziej ukierunkowanych terapii. Nowatorskie podejscie
i nowsze metody leczenia moga wynikac z lepszego
doboru grupy pacjentéw w oparciu o profile mykobio-
mow, podczas gdy manipulowanie lub przywracanie
»zdrowego” mykobiomu réwniez stanowi potencjalnie
i realne postepowanie medyczne [32]. Obecny postep
technologiczny w polaczeniu z rosnacg iloscig danych
z sekwencjonowania mykobioméw, moga w przyszlosci
przyczyni¢ si¢ do rozwoju diagnostyki ,,punktowe;”
w zakresie chorob grzybiczych [103].

4. Analiza mykobiomdéw: metodologia i wyzwania

Od czasu, gdy do badan nad mikrobiomami wpro-
wadzono metagenomike stalo sie mozliwe uzyskiwanie
petnych obrazéw populacji mikroorganizméw wcho-
dzacych w sklad rozpatrywanej niszy ekologicznej, takze
tych niehodowalnych [102]. Detekcja tych ostatnich
dotychczas nie byta mozliwa w oparciu o metody kon-
wencjonalnej diagnostyki mikrobiologicznej. Metageno-
mika jest nowa technikg polegajaca na klonowaniu DNA
pozyskiwanego bezposrednio z naturalnych srodowisk,
w tym réznych lokalizacji anatomicznych w obrebie
ludzkiego ciata i nastgpnie sekwencjonowaniu ogrom-
nych bibliotek genomowych. Metagenomika jest wigc
metoda analizy nie jednego genomu, ale puli genomdw
mikroorganizméw, stanowigcych okreslony mikrobiom.
Analizujac poszczegolne sekwencje z takiego ,,zbior-
czego’ sekwencjonowania, mozna oceni¢ genetyczna
réznorodno$¢ mikroorganizméw tworzacych mikro-
biom danej niszy ekologicznej. Technika ta obejmuje
klonowanie, sekwencjonowanie i funkcjonalng analize
genetycznego materiatu, izolowanego z réznych loka-
lizacji anatomicznych czy innych $rodowisk natural-
nych. Zastosowana tu technika NGS jest doskonalsza od
ograniczonego, tradycyjnego sekwencjonowania [102].
Dokladne poznanie skltadu mikrobiomu danej niszy eko-
logicznej wymaga zastosowania specyficznego podejscia
analitycznego do wyekstrahowanego metagenomowego
DNA. W tym celu najczesciej wykorzystuje sie filoge-
netyczny marker w postaci genu rybosomalnego RNA
malej podjednostki (16S i 18S SSU rRNA, odpowiednio
dla organizméw prokariotycznych i eukariotycznych),
ktory po amplifikacji w reakcji PCR podlega klono-
waniu. Pozwala to otrzymac¢ biblioteke reprezentujaca
wszystkie mikroorganizmy obecne w analizowanej niszy
ekologicznej. Ostatecznie, poszczegélne sklonowane
fragmenty DNA s3 sekwencjonowane i analizowane
w oparciu o narzedzia bioinformatyczne. Bardziej szcze-
gotowe opisy postepowania w ramach poszczegolnych
etapow analizy metagenomicznej zostaly przedstawione
w dalszej czgsci tej pracy.

4.1. Przetwarzanie probki

Sposoby i techniki przetwarzania prébek mykolo-
gicznych, w tym technika pobrania materiatu biologicz-
nego, warunki jego przechowywania i rézne protokoty
ekstrakcji DNA, moga wplyna¢ na wyniki ekspery-
mentow (Ryc. 2). Badania poréwnawcze réznych tech-
nik przetwarzania probek wskazujg na rézng ich sku-
tecznos¢, co ma implikacje dla poréwnan krzyzowych
opublikowanych dotychczas badan nad mykobiomami.
Zalecane jest zamrazanie probek w ciggu 12 godzin
od pobrania, aby zapobiec przerostowi przez szybko
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Ryc 2. Metodyka analizy mykobiomdw i napotykane trudnosci na kazdym z etapow

rosngce grzyby. Istotne jest rdwniez unikanie wielu
cykli zamrazania i rozmrazania probek, aczkolwiek
pojedynczy cykl zamrozenia i rozmrozenia na ogot nie
obniza réznorodnosci taksonomicznej mykobiomu
[28,81]. Obecnos¢ w ekstrahowanym metagenomowym
DNA zanieczyszczen RNA pochodzacych z obecnych
w probie innych mikroorganizmdw, zmniejsza udziat
procentowy sekwencji grzybow z niektorych taksonow,
szczegolnie w probkach katu, czego efektem moga by¢
bledy w ocenie liczebnosci mykobiomdw [8]. Z kolei,
w takich przypadkach ocena réznorodnosci taksono-
micznej mykobiomu (jako$ciowa) jest na ogét mozliwa
do oszacowania [77].

Podczas ekstrakcji DNA grzybowego z probek prze-
znaczonych do sekwencjonowania mykobioméw, gruba
i oporna na dziatanie licznych czynnikéw fizyko-che-

micznych $ciana komorkowa grzyba, bogata w glukany,
chityne, mannany i glikoproteiny, wymaga dodatkowych
procedur wstepnej degradacji, ktére obejmuja rozbijanie
mechaniczne lub liz¢ enzymatyczna [8, 53, 55]. Warto
zauwazy¢, ze w wielu doniesieniach naukowych liza
enzymatyczna stanowi alternatywna opcje zwiekszenia
wydajnosci ekstrakcji DNA [48,107]. Uwaza si¢ ponadto,
ze bardziej drastyczne metody mechanicznej dezintegra-
cji komorek maja nizszg skutecznosé¢, prawdopodobnie
z powodu czesciowej degradacji materiatu genetycznego
[90]. Rozne metody ekstrakcji DNA réwniez znaczaco
wplywaja na wydajnos$¢ i jako$¢ uzyskiwanego DNA
genomowego grzybow, a wydajnos¢ izolacji mieszaning
zawierajaca fenol i chloroform czesto przewyzsza wydaj-
nos¢ uzyskiwang z wykorzystaniem dostepnych komer-
cyjnie zestawow [40, 43, 71, 90]. Wspomniane straty
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w stezeniu DNA obserwowane przy uzyciu zestawow
handlowych s3 prawdopodobnie zwigzane z zastosowa-
niem oczyszczania na kolumnie krzemionkowej [90].
Dodatkowo, producenci zestawéw do ekstrakcji DNA
podaja niespojne wyniki, co jest spowodowane tym, ze
testy wykonywane s3 z zastosowaniem roznych typow
probek [40, 107]. Chociaz metody ekstrakcji wplywaja na
ilos¢ i jako$¢ DNA, ostatecznie ich wplyw na sklad i roz-
norodnos¢ mykobioméw wydaje si¢ niewielki [55, 90].
Niemniej jednak ostatnie analizy laboratoryjne ekstrak-
cji DNA grzybowego z plwociny wykonane przez nasz
zespol, wykazaly bardziej wydajnag amplifikacje regionu
ITS z probek poddanych rozerwaniu mechanicznemu
w poréwnaniu z lizg enzymatyczng. Zmienna wydajnos¢
amplifikacji zostala zaobserwowana pomimo efektyw-
niejszej wydajnosci izolacji DNA w metodzie z zastoso-
waniem lizy enzymatycznej, co moze sugerowac lepsze
uwalnianie materialu genetycznego z komorek grzyba
w trakcie mechanicznej dezintegracji komorek (dane
nieopublikowane). Metody ekstrakcji DNA w anali-
zie mykobioméw sa punktem krytycznym i musza
by¢ opracowane rygorystyczne procedury, ktére beda
nastepnie konsekwentnie i ostroznie stosowane. Pro-
tokoty ekstrakcji DNA genomowego w analizie myko-
bioméw powinny by¢ ponadto specyficzne dla rodzaju
probki. Istnieje zatem potrzeba standaryzowania metod
w odniesieniu do konkretnego typu probki [35, 40].

4.2. Sekwencjonowanie amplikonow

Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami, technika
sekwencjonowania wysokoprzepustowego (HTS, High-
-Throughput Sequencing) stosowana w badaniach
mikrobiomu bakteryjnego nie moze by¢ bezkrytycz-
nie przyjmowana w analizach mykobioméw [55, 80].
Autorzy cytowanych prac zwracajg uwage na istnienie
szeregu putapek i potencjalnych bltedéw wynikajacych
ze stosowania techniki HTS i interpretacji uzyskanych
wynikéw. Brak doswiadczenia w praktycznym zastoso-
waniu tej techniki czesto prowadzi do zupelnie nowej
interpretacji filogenetycznych zaleznosci [79]. Z kolei
wiadome jest, ze sekwencjonowanie amplikondw jest
$cisle uzaleznione od dopasowania starteréw do ampli-
fikacji, istotne znaczenie ma wiec staranne ich zaprojek-
towanie [16]. Kluczowe wytyczne doboru markeréw do
analizy mykobioméw obejmujg ich rozdzielczos¢ tak-
sonomiczng, sit¢ dyskryminacyjng, wydajnos¢ ampli-
tikacji i wielko$¢ uzyskiwanego amplikonu [16]. Region
ITS zlokalizowany pomiedzy genami kodujacymi rybo-
somalny RNA zostal zaproponowany jako uniwersalny
genetyczny ,,kod kreskowy grzybow”. Z uwagi na fakt,
ze zawiera on zmienne sekwencje o wysokim tempie
ewolucji, ktére otoczone sg przez wysoce konserwa-
tywne regiony obejmujgce geny rRNA, stuzace jako
odpowiednie miejsca docelowe dla uniwersalnych star-

terow, region ten jest jednym z kluczowych w identyfi-
kacji gatunkowej grzybow [39, 41, 43, 42, 46, 70, 80].
Region ITS zazwyczaj posiada dtugos¢ 500-700 par
zasad i sklada si¢ z dwoch podregiondw, ITS1 i ITS2,
ktdre sa oddzielone genem o wysoce zakonserwowanej
sekwencji, kodujacym 5,8S rRNA [72, 71, 99]. Chociaz
startery ukierunkowane na ITS byly uzywane od dzie-
siecioleci w kilku projektach analizy mykobioméw na
duzg skale, do tej pory nie zostalo rozstrzygniete, ktéry
fragment ITS1 czy ITS2 jest bardziej optymalny do tego
typu analiz. Ostatnie odkrycia ukazaly, ze fragmenty ITS
nie majg wystarczajacej sity dyskryminacyjnej, aby pre-
cyzyjnie identyfikowa¢ gatunki za pomoca sekwencjo-
nowania uzyskanych z ich wykorzystaniem amplikonéw
[5, 33, 100]. W oparciu o te obserwacje, Nilsson i wsp.
[80] przedstawili liste starteréw zalecanych do ampli-
fikacji regionu ITS i specyficznych dla réznych takso-
néw grzybow, ktére moga by¢ uzyteczne w technice
HTS i w analizach mykobioméw. Badacze Ci zalecaja
amplifikowanie sekwencji podregionu ITS2 za pomoca
zdegenerowanych starteréw gITS7ngs i gITS4ngs, ze
wzgledu na ich wysoka sile dyskryminacyjna w identy-
fikacji gatunkowej grzybow. Zalety identyfikacji opartej
o podregion ITS2 obejmujg przede wszystkim bardziej
uniwersalne miejsca przylaczenia starteréw i mniej-
szg zmienno$¢ dlugosci amplikonu miedzy gatunkami
grzybéw, co prowadzi do mniejszej liczby btednych roz-
poznan w poréwnaniu z identyfikacja opartg o sekwen-
cje podregionu ITS1 [52, 80]. Co istotne, pomimo ze
wspomniany zestaw starterow (gITS7ngs i gITS4ngs)
ma lepszg sile dyskryminacyjng w identyfikacji gatun-
kowej grzybow, rozdzielczos¢ taksonomiczna podre-
gionu ITS2 nie zostala jeszcze precyzyjnie oceniona
eksperymentalnie [100]. Przed powszechnym ich wyko-
rzystaniem konieczne sg dalsze badania potwierdzajace
skutecznos¢. Ostateczny konsensus co do metodologii
analiz mykobiomodw, tak jak ma to miejsce w przypadku
sekwencjonowania 16S rRNA mikrobiomdw bakteryj-
nych, nie zostal jak dotad osiagniety.

Istotnym elementem jest réwniez uzyskanie w pro-
cesie amplifikacji produktu o pelnej zaktadanej dlugosci
i sekwencji pozbawionej bledéw odczytu. Etap ten obej-
muje staranne rozwazenie liczby cykli PCR i mozliwe
rozcienczenie probek DNA do okreslonego wystan-
daryzowanego stezenia [15, 29]. Genetycy wskazuja
réwniez na koniecznos¢ zredukowania liczby powsta-
jacych chimer i przypadkowych bledéw w powielanych
sekwencjach, ktére kumuluja sie w pdzniejszych cyklach
amplifikacji [29]. Niezbednym wydaje si¢ wlaczenie do
analizy odpowiednich kontroli negatywnych i tzw. pozo-
rowanych spotecznosci, czyli kultur mieszanych. Pierw-
sza z wymienionych wskazuje na zrédla potencjalnego
zanieczyszczenia, druga pozwala na ocen¢ powstawania
chimer i poprawnos$ci wnioskowania o operacyjnych
jednostkach taksonomicznych [15, 79].
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4.3. Sekwencjonowanie metagenomiczne

Alternatywnym podejsciem do ukierunkowanego
sekwencjonowania okreslonych amplikonéw w bada-
niach mykobiomdw jest zastosowanie sekwencjono-
wania metagenomicznego (Ryc. 2). Pocigga to za soba
sekwencjonowanie calego wyekstrahowanego DNA
w danej probce bez stosowania ukierunkowanej ampli-
tikacji regionu ITS lub innych specyficznych sekwencji
docelowych. W takim podejsciu, analizie podlega cal-
kowite DNA metagenomowe wyizolowane z komérek
drobnoustrojow, jak tez z komodrek gospodarza obec-
nych w prébce pobranej z analizowanej niszy ekolo-
gicznej. Odczyty sekwencji sg nastepnie przetwarzane
i klasyfikowane wzgledem referencyjnej bazy danych
[87]. Analiza zwykle obejmuje réwniez etap usuwania
sekwencji DNA gospodarza, co jest elementem krytycz-
nym ze wzgledu na mozliwo$¢ utraty znacznej czesci
danych, jezeli nie podjeto proby usunigcia komorek
gospodarza przed ekstrakcja DNA [75]. Sekwencjo-
nowanie metagenomiczne powinno zapewnic¢ lepsza,
obiektywna ocene mykobiomu. Niemniej jednak
dotychczasowe badania z wykorzystaniem tej metody
ujawniajg niska liczebnos¢ grzybéw w poréwnaniu
z badaniami mikrobioméw bakteryjnych pochodza-
cych z réznych typow préobek [86]. Dodatkowo tego
typu analizy sg kosztowne, przede wszystkim z powodu
koniecznosci przeprowadzania bardzo precyzyjnej ana-
lizy celem wykrycia grzybow w préobkach, w ktérych
zwykle dominujg bakterie [87]. Obecnie wydaje sie, ze
wlasnie niska liczebno$¢ grzybow w probkach do analiz
mykobioméw utrudnia powszechne stosowanie meta-
genomiki w tego typu badaniach [77].

4.4. Wyzwania bioinformatyczne

Rozwdj narzedzi do analizy sekwencji fragmentu
ITS jest wcigz zglebianym obszarem badan, aczkolwiek
dostepnych jest wiele opcji umozliwiajacych identyfika-
cje grzybow z wykorzystaniem sekwencji tego regionu
[36]. W tej dziedzinie wcigz jednak brak zgodnosci
co do przyjetych standardéw, jak tez nie wypraco-
wano zasad dobrej praktyki laboratoryjnej, stad dalsze
badania normalizacyjne sg zdecydowanie potrzebne
(Ryc. 2). Ponadto, prawdopodobne jest, ze wyniki iden-
tyfikacji uzyskiwane z analizy sekwencji fragmentu ITS
w duzej mierze zalezg od typu badanych prébek [93].
Na podobny problem zwraca si¢ uwage w przypadku
analizy mikrobiomu bakteryjnego metodami ukie-
runkowanymi na analize sekwencji genu 16S rRNA.
W przypadku analizy mykobiomu, wysoka zmiennosé
sekwencji regionu ITS, jeszcze bardziej komplikuje ten
problem. Kolejna trudnos¢ w metagenomicznych ana-
lizach mykobioméw stanowig stabo rozwiniete bazy
danych, na ktérych opiera si¢ identyfikacja grzybow.

Prowadzi to do uzyskiwania duzej liczby niezidenty-
fikowanych operacyjnych jednostek taksonomicz-
nych [10,77]. Obecnie stosowane referencyjne bazy
danych sekwencji ITS obejmujg INSDC (International
Nucleotide Sequence Database Collaboration), UNITE
(https://unite.ut.ee/) i Warcup ITS [80].

W niektérych przypadkach dokladna identyfika-
cja na poziomie gatunku nie jest mozliwa wyltacznie
w oparciu o sekwencjonowanie regionéw ITS [38,
39, 46]. Obecnie jednak nie s3 znane alternatywne
markery molekularne, dla ktorych uzyskuje si¢ porow-
nywalng zdolno$¢ rozdzielcza. Uwaza sig, ze sekwen-
cje ITS umozliwiaja dokonanie identyfikacji grzybow
do poziomu rodzaju, rodziny, rzedu i klasy, na pod-
stawie stopnia podobienstwa sekwencji wynoszacego
odpowiednio przynajmniej 94,3%, 88,5%, 81,2% i 80,9%
[108]. Obecnie coraz wigksza dostepnos¢ sekwencjono-
wania trzeciej generacji stanowi obiecujgce narzedzie
analizy mykobiomoéw, poniewaz w genomach grzy-
boéw znajduja si¢ dlugie odcinki powtarzalnego i nie-
kodujacego DNA, a takze geny zawierajace introny
[77, 80]. W literaturze naukowej brakuje szerszych
opracowan poswieconych metagenomice grzybow.
Dwa kluczowe badania przeprowadzone przez Nash
iwsp. [77] oraz Donovan i wsp. [31] stanowig jak dotad
najbardziej doglebna ocen¢ metagenomicznej identy-
fikacji grzyboéw w probkach ludzkich. Nash i wsp. [77]
przeprowadzili obszerng oceng wynikéw uzyskanych
z analiz metagenomicznych, jak réwniez uzyskanych
z sekwencjonowania regionéw ITS dla prébek pobra-
nych z jelit w ramach projektu analizy ludzkiego
mykobiomu. Co wazne, wykazano, ze metody eks-
trakcji DNA nie mialy znaczacego wplywu na liczbe
wykrywanych gatunkéw, potwierdzajac maty liczeb-
no$¢ grzybow w tych probkach. Po drugie, wspomniani
badacze wykazali, ze startery swoiste dla podregionu
ITS2 przejawialy wieksza zdolnos¢ rozdzielcza, umoz-
liwiajgc identyfikacje taksonow grzybow o matej liczeb-
no$ci w badanej probee [77]. Z kolei Donovan i wsp.
[31] przedstawili podstawy bioinformatycznej analizy
metagenomow grzybow. W swojej pracy zaproponowali
nowe rozwigzanie w postaci aplikacji ,,FindFungi”, ktora
umozliwia wykrywanie falszywie dodatnich wyni-
kéw. Dodatkowym wyzwaniem operacyjnym i logi-
stycznym, ktore pozostaje jednak nierozwigzane, jest
implementacja tego narzedzia bioinformatycznego do
analizy mykobiomoéw. Korzystanie z oprogramowania
»FindFungi” wymaga bowiem komputeréw o wysokiej
wydajnosci obliczeniowej ze wzgledu na koniecznosé
przechowywania duzych genomowych baz danych
w pamigci i ich szybkiego przeszukiwania. Alternatyw-
nym rozwigzaniem tego problemu natury czysto tech-
nicznej bytoby zastosowanie sieci komputerdw, ktora
zapewnilaby szybki przekaz informacji miedzy tak zwa-
nymi punktami sieci.
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5. Podsumowanie

Liczba prac naukowych poswigconych mikrobio-
mowi i skoncentrowanych na bakteriach znacznie
przewyzsza liczbe publikacji na temat mykobiomow.
W duzej mierze przypisuje sie to pionierskim wysitkom
zmierzajacym do standaryzacji metodologii sekwen-
cjonowania i analizy bakteryjnego genu 16SrRNA.
Wystandaryzowana i niezawodna metoda sekwen-
cjonowania fragmentu ITS w analizach mykobiomow
w polaczeniu z bardziej kompleksowa bazg danych beda
mialy kluczowe znaczenie dla osiagniecia podobnego
poziomu wiarygodnych analiz, jak w badaniach mikro-
bioméw bakteryjnych. Ponadto, pomimo znanych
interakcji miedzy réznymi grupami drobnoustrojow,
badania integrujace bakteriomy, mykobiomy, wiriomy
i parazytomy wcigz s3 ograniczone. Interakcje mie-
dzy drobnoustrojami z réznych grup moga skutkowaé
zmiang funkgji i struktury mikrobiomu jako catosci,
co z kolei moze odgrywac istotng role w patogenezie
danej jednostki chorobowej. Wiele gatunkéw drobno-
ustrojow wchodzi réwniez w interakcje z elementami
ukladu odpornosciowego gospodarza, prowadzac do
ogolnoustrojowych objawdw choroby, wykraczajacych
poza poczatkowe miejsce dysbiozy.

Dla lepszego zrozumienia roli mykobiomu i jego
znaczenia w patogenezie choroby, przyszte badania
powinny zosta¢ ukierunkowane na ocene interakcji
miedzy przedstawicielami réznych kroélestw drobno-
ustrojow, jak réwniez ich oddzialywan z ukladem
immunologicznym gospodarza. Jedno jest pewne,
w zlozonych i wzajemnie powigzanych systemach
mikrobiologicznych mykobiom jest wyraznie rozpo-
znawalnym komponentem, ktorego dysbioza moze
warunkowac rozwdj szeregu chordb. Niemniej jednak,
jesli wiedza na jego temat zostanie odpowiednio wyko-
rzystana, ksztaltowanie jego struktury, czy tez dbalos¢
o utrzymanie jego pierwotnego fizjologicznego stanu
moze istotnie zmieni¢ oblicze przysztej medycyny.
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Streszczenie: Jama ustna jest skolonizowana przez ponad 700 gatunkéw bakterii. Wystepuja one pod postacia pojedynczych komdrek lub
tworza wielogatunkowe biofilmy. Tworzenie biofilmu, jego nieprawidlowy rozrost w polaczeniu z zaburzonym funkcjonowaniem mecha-
nizmdw obronnych naszego organizmu oraz zaburzen w skladzie ilo§ciowym i jakosciowym mikrobioty jamy ustnej moze prowadzi¢ do
rozwoju prochnicy, zapalenia dzigsel, parodontozy czy peri-implantitis. W pracy oméwiono etapy tworzenia biofilmu oraz wzajemne
oddziatywania mikroorganizméw w tej zorganizowanej spolecznosci. Oméwiono réwniez znaczenie wielogatunkowego biofilmu w zaka-
zeniach jamy ustnej i co bardzo istotne, metody jego zwalczania.

1. Biofilm - definicja, etapy tworzenia, porozumiewanie si¢ mikroorganizméw w biofilmie. 2. Biofilm w réznych czesciach ciala orga-
nizmu czlowieka. 3. Wielogatunkowy biofilm jamy ustnej. 4. Zakazenia jamy ustnej zwigzane z biofilmem wielogatunkowym. 5. Zapobie-
ganie i metody zwalczania biofilmu jamy ustnej. 5.1. Profilaktyka i wlasciwa higiena jamy ustnej. 5.2. Terapia alternatywna zakazen jamy
ustnej zwigzanych z tworzeniem biofilmu. 6. Podsumowanie

MIXED ORAL BIOFILM

Abstract: The oral cavity is colonized by more than 700 bacterial species. They occur in the form of individual cells or form multispecies bio-
films. The formation of biofilm, its abnormal growth combined with impaired functioning of the defense mechanisms of the body and dis-
orders in the quantitative and qualitative composition of the oral microbiota can lead to the development of caries, gingival inflammation,
parodontosis or peri-implantitis. The paper discusses the stages of biofilm formation as well as microbial interactions within this organized
community. It also addresses the significance of multispecies biofilm in oral infections and, very importantly, the methods to combat it.

1. Biofilm - definition, formation stages, microbial communication within biofilm. 2. Biofilm in different parts of the human body.
3. Multispecies oral biofilm. 4. Oral infections associated with multispecies biofilm. 5. Prevention and methods of combating oral biofilm.
5.1. Prophylaxis and proper oral hygiene. 5.2. Alternative therapy of biofilm-related oral infections. 6. Summary

Stowa kluczowe: biofilm, mikroorganizmy, ptytka nazebna, zakazenia
Keywords: biofilm, microorganisms, plaque, infections

1. Biofilm - definicja, etapy tworzenia, porozumie-
wanie si¢ mikroorganizmow w biofilmie

Juz w 1933 roku Arthur T.Henrici obserwujac
bakterie w $rodowisku wodnym, zauwazyt, ze wiek-
szo$¢ z nich to agregaty przylegajace do zanurzonych
w wodzie przedmiotéw [34, 70]. Podobne obserwacje
poczynili w 1940r. H. Heukelekian i A.Heller [30].
Juz wtedy zauwazono, ze bakterie tworzace trwale
struktury zaczynaja wykazywa¢ odmienne wlasciwosci
anizeli te same drobnoustroje wystepujace pod posta-
cig pojedynczych komorek [13, 70]. Warto doda¢, ze
prawdziwa nature biofilmu najprawdopodobniej odkryt
juz Antoni van Leeuwenhoek, co ciekawe, niewiele wie-
dzac o bakteriach [70].

Od momentu zainicjowania badan nad biofilmem
widzenie tej specyficznej formy bytowania bakterii

i grzybow zmienialo si¢. Poczatkowo okreslany jako
mikroorganizmy otoczone $luzem, obecnie jako zlo-
zony organizm, zdolny do reakcji na wszystko to co
dzieje si¢ w jego otoczeniu. Najczesciej biofilm jest
okreslany jako skupiska komorek, ktére zwigzane sa
z powierzchnig stalg i otoczone wydzielanymi sub-
stancjami zewnatrzkomoérkowymi. Bakterie i grzyby
bytujace pod postacig tej zorganizowanej spolecznosci
potrafiag umiejetnie porozumiewaé si¢ miedzy soba,
co daje mozliwo$¢ szybkiej odpowiedzi na docierajace
z otoczenia sygnaly [34, 44]. Przez diugi czas sadzono,
ze biofilm powstaje tylko na podiozu abiotycznym lub
na tkankach w ustroju gospodarza. Obecnie wiadomo,
ze niektore mikroorganizmy maja zdolno$¢ tworzenia
biofilmu bez udzialu powierzchni statej [34, 39].

W naturalnym $rodowisku bytowania ponad 99%
bakterii wystepuje w formie biofilmu [75] i obecnie
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ten ,,styl Zycia bakterii” nalezy uzna¢ za gléwny trak-
tujac wystepowanie w formie pojedynczych komoérek
jako faze przejsciowa [15]. Bakterie w biofilmie cha-
rakteryzuja sie znacznie wigkszym potencjatem prze-
trwania [15].

Biofilmy sg wszechobecne [15], znaczaco wplywajac
na nasze zdrowie jak i przemyst [13]. Ich rozw6j moze
przynosi¢ zaréwno korzysci jak i skutki negatywne.
Wykazano ich obecno$¢ na réznych powierzchniach,
w réznych §rodowiskach, zaréwno tych naturalnych jak
i stworzonych przez cztowieka, w tym réwniez w $rodo-
wisku szpitalnym [13, 30]. Obecno$¢ w tym ostatnim
szczegoOlnie martwi, poniewaz wiaze si¢ niewatpliwie
z ryzykiem zakazen szpitalnych [30]. Jest to bardzo
istotne, poniewaz prawie 80% zakazen jest zwigzana
z tworzeniem struktur biofilmu [71]. Tego rodzaju
zakazenia, czesto o przewlektym i nawracajacym cha-
rakterze, wymagaja indywidualnego podejscia. Wynika
to przede wszystkim z réznic we wlasciwosciach bak-
terii tworzacych biofilm w poréwnaniu do tych samych
mikroorganizmoéw, ale bytujacych pod postacig poje-
dynczych komorek [70].

Z punktu klinicznego najwazniejsze, cechy bio-
filmu to jego duza opornos¢ na zwigzki o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym, szczegdlnie na antybio-
tyki. Okazuje sig, ze drobnoustroje w formie biofilmu
moga by¢ nawet 1000x bardziej oporne w poréwnaniu
do ich odpowiednika w formie planktonowej (poje-
dyncze, rozproszone komorki) [40, 59, 71]. Poza tym
z biofilmem, a dokfadnie z mikroorganizmami, ktére
go tworza, nie radzi sobie nasz uktad immunologiczny.
Biofilm chroni komdrki bakterii przed mechanizmami
obronnymi ukladu immunologicznego cztowieka [40]
utrudniajac penetracje przeciwcial w glab jego struktur
a takze uniemozliwiajac proces fagocytozy. Problemem
jest takze fakt, ze dojrzaly biofilm moze ulegaé frag-
mentacji a oderwane agregaty biofilmu lub pojedyn-
cze komorki go tworzace mogg si¢ osadza¢ w zupelnie
nowym miejscu, czesto odleglym od pierwotnej loka-
lizacji toczacego si¢ zakazenia [59].

Wiekszos¢ autoréw uwaza, ze proces tworzenia bio-
filmu sklada si¢ z 5 etapdw [71]. Dwa pierwsze, czyli
adhezja niespecyficzna i specyficzna, wydajg si¢ klu-
czowe. Kolejne fazy to: tworzenie mikrokolonii (aku-
mulacja), dojrzewanie (maturacja), oderwanie komorek
z dojrzatego biofilmu i ich wedréwka w poszukiwaniu
nowych miejsc do zasiedlenia (dyspersja) [41, 71].

Adhezja nieswoista, inaczej ,,faza laczenia’, to gtow-
nie interakgje fizykochemiczne jakie zachodzg pomie-
dzy powierzchnig abiotyczna lub tkankg a komoérka
drobnoustroju. Ta odwracalna faza zachodzi najczesciej
w wyniku oddzialywan elektrostatycznych, oddzialy-
wan hydrofobowych lub Lewisa, wigzan van der Waalsa
i napiecia powierzchniowego lub udziatu sit grawi-

tacyjnych [41].

W ,fazie unieruchomienia’”, czyli inaczej adhezji
specyficznej maja miejsce natomiast nieodwracalne,
swoiste interakcje typu receptor-ligand, ktore zacho-
dza pomiedzy zewnatrzkomoérkowymi strukturami
bakterii (adhezyny, lektyny) a komérkowymi recepto-
rami. W przypadku biomaterialu istotnym wydaje sie
fakt pokrywania jego powierzchni przez warstwe biatek
macierzy pozakomorkowej, co ma miejsce po kontakcie
biomateriatu z plynami ustrojowymi i tkankami [41].

Akumulacja zachodzi dzigki proliferacji komorko-
wej, adhezji miedzy komérkami drobnoustrojow i wy-
dzielaniem przez nie zewnatrzkomodrkowego $luzu. Pod
wplywem $luzu bakterie zaczynaja zlepia¢ si¢ miedzy
sobg, w dalszym etapie $luz zaczyna pokrywac row-
niez zaadherowane komorki. Pokryte §luzem bakte-
rie ulegaja zmianom i zréznicowaniu. Bakterie, ktore
bytuja gleboko we wnetrzu biofilmu maja ograniczony
dostep tlenu i ograniczony dostep sktadnikow odzyw-
czych — zaczynaja u nich dominowac beztlenowe szlaki
metaboliczne [1, 41].

Maturacja to zmiany i zréznicowania pomiedzy
komoérkami mikroorganizmow, ktdére tworza biofilm.
Widoczne sg réznice w metabolizmie tych drobnoustro-
jow, ktore znajduja sie w glebszych warstwach biofilmu
(metabolizm beztlenowy) w poréwnaniu z komérkami
warstw szczytowych (metabolizm tlenowy). Biofilm
staje sie bardzo réznorodny pod wzgledem aktywnosci
komorek go tworzacych: obecne sg zaréwno komorki
martwe, komoérki w stanie uspienia, komorki o meta-
bolizmie beztlenowym jak i komdrki o metabolizmie
tlenowym [59].

Kiedy biofilm staje si¢ dojrzaly i osiaga krytyczna
dla siebie wielko$¢ nastepuje oddzielenie i przemiesz-
czanie sie do $rodowiska catych jego fragmentéw lub
bakterii uwolnionych z jego dystalnych warstw (dys-
persja). Nie do konca znane s3 mechanizmy jakie
prowadza do dyspersji biofilmu. Kluczowe wydaja si¢
niekorzystne dla bakterii warunki jakie panuja w obre-
bie biofilmu - brak sktadnikéw odzywczych lub utrud-
niony ich przeplyw a takze silna konkurencja - ktore
»zmuszajg’ do poszukiwania bardziej korzystnych nisz
[58]. Oderwane fragmenty moga przemieszczac sie np.
ze strumieniem krwi i zapoczatkowac infekcje w zupet-
nie innym, nowym miejscu. Efektem tego moga by¢
zakazenia narzagdowe i ogélnoustrojowe [10, 41, 59, 71].

Ogromna role w procesie tworzenia biofilmu jak
i w jego funkcjonowaniu odgrywa system chemicznej
komunikacji miedzy mikroorganizmami. Fenomen
porozumiewania si¢ drobnoustrojow, istotny dla prze-
prowadzenia wielu proceséw fizjologicznych, zostal
odkryty w 1970 roku [5]. Quorum sensing (QS), bo
o nim mowa, to zjawisko chemicznej komunikacji
bakterii przy udziale czasteczek sygnalizujacych (auto-
induktoréw). Proces ten daje mozliwo$¢ dynamicz-
nego reagowania na zmiany zachodzace w $rodowi-
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sku zewnetrznym a takze na procesy majace miejsce
we wnetrzu biofilmu. Poprzez autoinduktor mikro-
organizmy w sposob kontrolowany reguluja przebieg
procesow fizjologicznych lub ekspresje czynnikéw cho-
robotwodrczosci w zaleznosci od liczebnosci bakterii.
Kiedy bakterie osiggna wlasciwg liczbe, inaczej kworum,
a co za tym idzie stgzenie autoinduktora przekroczy
wartos$¢ progows, nastepuje kontrolowana zmiana eks-
presji gendw co daje mozliwo$¢ wspoétdziatania danej
populacji bakterii [59].

Warto dodag, ze system quorum sensing wystepuje
u bakterii tego samego jak i innych gatunkoéw i daje
szansg, skoordynowanej regulacji istotnych procesow
zyciowych w catej populacji.

2. Biofilm w réznych czesciach ciala
organizmu czlowieka

Tak jak zaznaczono wczesniej biofilmy sa wszech-
obecne [15] a ich rozwdj moze przynosi¢ zaréwno
korzysci jak i skutki negatywne. Wielogatunkowy bio-
film w organizmie czfowieka jest tworzony przez mikro-
biote bytujaca w jamie ustnej — gléwnie na powierzchni
zebow, wjelitach, w pochwie lub na skdrze [60, 68, 69].

Mikroflore przewodu pokarmowego stanowi ponad
1000 gatunkéw mikroorganizmdéw. Komensalne wielo-
gatunkowe drobnoustroje biofilmu jelitowego, chronia
przed przewleklymi chorobami przewodu pokarmo-
wego, zatrzymujg wode w organizmie, stymulujg odpor-
nos¢ gospodarza, produkuja witaminy (witamina K,
biotyna), biora udzial w rozkladzie pokarmu. Biofilm
jelit tworzg m. in. bakterie z rodzaju Bacteroides, Bifido-
bacterium, Enterococcus i Streptococcus [14, 35].

Zdolno$¢ tworzenia biofilmu jest charakterystyczna
takze dla bakterii mlekowych z rodzaju Lactobacillus.
Bakterie te kolonizujg jelita, pochwe i chronig przed
zakazeniami przewodu pokarmowego, zakazeniami
ukladu moczowego a takze chorobami przenoszonymi
droga plciowa [35]. Wystepujace w pochwie Lacto-
bacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
jensenii, Lactobacillus johnsoni i Lactobacillus iners,
pomagaja w ochronie blony $luzowej przed patoge-
nami, poniewaz ich metabolity (kwasy organiczne,
nadtlenek wodoru, bakteriocyny) dzialajg przeciwdrob-
noustrojowo [17, 35, 63].

Biofilm jest réwniez dominujacg formg bytowania
drobnoustrojow wystepujacych na powierzchni zdro-
wej skory. Do drobnoustrojéow obecnych na skérze
0s6b dorostych mozemy zaliczy¢ gronkowce koagu-
lazo-ujemne, (z przewaga Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus hominis, Sta-
phylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyti-
cus i Staphylococcus capitis) bakterie z rodzaju Coryne-
bacterium i Pseudomonas a takze Cutibacterium acnes.

Naturalna mikroflora skdry spetnia funkcje ochronng
i immunomodulacyjna [60].

Biofilm zostal uznany za problem medyczny pod
koniec lat 60. XX w. [46]. Do chordb zwigzanych z two-
rzeniem biofilmu naleza m.in. choroby przyzebia (beda
one omowione w dalszej czesci pracy) a takze infekcje
pluc u pacjentéw z mukowiscydoza. Biofilm moze by¢
obecny w ranie przewleklej, w przewleklych infekcjach
dotyczacych ukltadu moczowo-plciowego, w chorobach
otolaryngologiacznych, w infekcjach oka [2, 3, 14, 17,
21, 23, 26, 38, 46, 55, 60, 65]. Biofilm utworzony na
elementach obcych, czyli biomaterialach wprowadzo-
nych do organizmu czlowieka (np. implanty stomato-
logiczne, cewniki naczyniowe, implanty ortopedyczne,
cewniki moczowe, wewnatrzmaciczne wkiadki anty-
koncepcyjne, implanty kardiologiczne) moze prowadzi¢
do choroby okotoimplantowej [3, 21, 46, 53].

Mukowiscydoza to rzadka choroba genetyczna spo-
wodowana mutacja genu CFTR, ktéry odpowiada za
wlasciwy transport soli i wody w komdrkach. W rezul-
tacie organizm chorego wytwarza w ptucach nadmiernie
lepki i gesty $luz, ktory zalega w oskrzelach i staje si¢
doskonatym podfozem dla rozwoju bakterii [14]. Domi-
nujgcym patogenem przewlektego zapalenia ptuc u cho-
rych na mukowiscydoze jest Pseudomonas aeruginosa.
Bakteria ta ma doskonate mechanizmy adaptacyjne, jest
oporna na antybiotykoterapie i niestety proces leczenia
nie jest w stanie wyeliminowac¢ tych paleczek z ptuc.
Biofilm utworzony przez P. aeruginosa jest w stanie osia-
gna¢ $rednice wieksza niz 100 um [46]. Czgsto obser-
wuje si¢ koinfekcje P. aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae i Candida albicans [21]. Podczas
przewleklego zakazenia o etiologii P, aeruginosa naste-
puje ciagte niszczenie tkanki ptuc, co w konsekwencji
doprowadza do spadku czynnosci tego narzadu [14].

Czynnikami etiologicznymi infekcji ran s3 czesto
drobnoustroje wchodzace w sklad mikrobiomu skory.
Zwykle w ranach dochodzi do zakazen mieszanych,
w ktorych uczestniczg drobnoustroje tlenowe, jak i bez-
tlenowe. Mieszane zakazenie réwniez moze rozwing¢
sie przez poczatkowy infekcje grzybicza, prowadzaca
do peknie¢ naskdrka, co znacznie utatwia bakteriom
wnikniecie do glebiej potozonych tkanek. Ostatecznie
dochodzi do powstania trudno gojacych si¢ ran prze-
wlektych, czesto skolonizowanych przez wiele gatun-
kéw drobnoustrojéow [2]. Biofilm w ranie utrudnia
proces gojenia gléwnie poprzez zaburzone procesy
immunologiczne, zaktécony mechanizm odbudowy
skory, ziarninowanie i naskdrkowanie rany [2]. Do
najczgsciej wystepujacych ran przewleklych naleza:
odlezyny (powstajace w nastepstwie dlugotrwatego
ucisku, u oséb unieruchomionych, lezacych), owrzo-
dzenia zylne podudzi (bedace wynikiem zmniejszo-
nego doplywu krwi do konczyn dolnych w wyniku
miazdzycy) lub zespét stopy cukrzycowej [14, 23, 65].
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W ranach przewleklych biofilm moze obejmo-
waé tkanki powierzchniowe, w ktorych jako pierw-
szy kolonizuje S. aureus jak réowniez tkanki glebokie,
ktore preferuje P. aeruginosa [14, 23, 65]. Egzopolisa-
charyd PIA (ang. polysaccharide intracellular adhe-
sin) wytwarzany przez gronkowca zlocistego wptywa
na pogorszenie stanu rany [2]. Mozliwo$¢ przezycia
P aeruginosa w mieszanym biofilmie zalezy od jego
zdolno$ci wytwarzania piocyjaniny lub cyjanowodoru,
ktoére hamuja wzrost S. aureus. Pateczka ropy blekitnej
podobnie antagonistycznie dziata na S. epidermidis [2].
W ranach przewlektych strukture bofilmu moga two-
rzy¢ takze Enterococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Seratia marcescens, Enterobacter spp-»
Proteus spp., Acientobacter baumanii a takze bakterie
beztlenowe Bacteroides fragilis, Peptostreptococcus spp.
i Actinomyces spp. [2, 23]. W stopie cukrzycowej C. albi-
cans wspiera wzrost bakterii beztlenowych B. fragilis
a takze Clostridium perfringens [23].

Biofilm moze réwniez by¢ obecny w ranie oparze-
niowej. Gléwnym czynnikiem etiologicznym zakazen
ran oparzeniowych jest P. aeruginosa [65]. W ranach
tych czesto biofilm rozwija C. albicans oraz S. aureus.
Warto zaznaczy¢, ze sterole wydzielane przez C. albi-
cans przyczyniaja si¢ do wzrostu S. aureus w biofilmie,
natomiast farnezol hamuje tworzenie biofilmu przez
gronkowca zlocistego.

Zakazenia ukladu moczowego (ZUM) zwigzane
z tworzeniem struktur biofilmu nalezg do przewlek-
tych i nawracajacych [17, 21, 38, 53]. Na tego rodzaju
infekcje narazeni sg gléwnie pacjenci cewnikowani [21,
53]. Najczestszymi czynnikami etiologicznymi ZUM sg
gléwnie Gram-ujemne paleczki z rodziny Enterobacte-
riaceae. Wsrod nich nalezy wymieni¢ Escherichia coli,
P. mirabilis, P. vulgaris, Providencia stuartii, K. pneumo-
niae, bakterie z rodzaju Seratia oraz paleczki niefer-
mentujace P. aeruginosa i Acinetobacter spp. [21, 46].
S.aureus i S. epidermidis odpowiedzialne sa za kolo
50-70% infekcji zwigzanych z tworzeniem biofilmu
na cewnikach moczowych [53].

Bakteryjne zapalenie pochwy (waginoza bakteryjna)
zwigzane jest z obecno$cig mieszanego biofilmu na
nablonku pochwy. Najczesciej dotyczy kobiet w wieku
rozrodczym. Moze by¢ przyczyng poronien, przedwcze-
snych porodéw lub nieplodnosci. W zakazeniu tym
dominuje Gardnerella vaginalis [17]. Prawdopodobnie
nalezy ona do wczesnych gatunkéw kolonizujgcych.
Inne beztlenowce takie jak Prevotella bivia, Atopobium
vaginae i Megasphaera wspOlistnieja w biofilmie jako
pdzni kolonizatorzy. Tak jak w wyzej opisywanych infek-
cjach bakteryjnych tak i w przypadku waginozy bakte-
ryjnej leczenie przynosi krétkotrwalg poprawe a w wigk-
szosci przypadkow nastepuje nawrot choroby [38].

Tworzenie biofilmu moze by¢ przyczyna nawraca-
jacych infekeji ucha srodkowego. Za infekcje te odpo-

wiedzialne sg Streptococcus pneumoniae, H. influenzae,
Moraxella catarrhalis, S. epidermidis i P. aeruginosa [21].
Natomiast czynnikiem etiologicznym w przewleklym
zapaleniu blony s§luzowej nosa jest S. aureus i P. aeru-
ginosa. Wszystkie te gatunki moga tworzy¢ biofilm na
btonach §luzowych, co utrudnia znacznie proces lecze-
nia. Tworzenie biofilmu istotne jest réwniez w pato-
genezie przewleklego zapalenia zatok przynosowych.
Dolegliwosci chorobowe wywolane sg przez P. aerugi-
nosa, S. aureus, H. influenzae i grzyby Candida spp. [3].

Do przewlektych infekeji zwigzanych z tworzeniem
biofilmu nalezg takze infekcje oka. Wystepuja przede
wszystkim u 0séb noszacych szkla kontaktowe [21, 26].
Bakteryjne infekcje oka obejmujg zapalenie wnetrza
galki ocznej, zapalenie spojowek, zapalenie rogowki,
zapalenie powiek, oczodolowe zapalenie tkanki tacz-
nej. Mikroorganizmy odpowiedzialne za tego rodzaju
infekcje nalezg zaréwno do bakterii Gram-dodat-
nich jak i Gram-ujemnych. Gléwnymi patogenami sg
S.aureus i S. epidermidis, P. aeruginosa, S. marcescens,
Moraxella spp., H.influenzae, S.pneumoniae [26].
S. aureus, P. aeruginosa i S. marcescens sa gléwna przy-
czyng tworzenia biofilméw na powierzchni soczewek
kontaktowych [21, 26].

Zakazenia okotowszczepowe s3 wywolywane przez
drobnoustroje, ktore przytaczajac sie do powierzchni
implantu zyja w postaci biofilmu. Do zakazenia docho-
dzi najczesciej podczas procedury implantacji a Zrodlem
mikroorganizméw jest skora pacjenta. Najczestszymi
czynnikami etiologicznymi zakazen okoloimplantowych
sa gronkowce: S.aureus i S.epidermidis [58]. Lecze-
nie tego rodzaju zakazen czg¢sto wymaga przedtuzonej
antybiotykoterapii i interwencji chirurgicznej. Moga
by¢ takze przyczyna wielu powikian takich jak niepra-
widlowy zrost odlamoéw kostnych, zapalenie skory lub
bton sluzowych a takze zakazenia systemowe [58].

3. Wielogatunkowy biofilm jamy ustnej

Jama ustna dziecka tuz po urodzeniu jest wolna od
mikroorganizméw. Zrédtem drobnoustrojéw, ktore
z czasem zaczng kolonizowa¢ jame ustna, jest przede
wszystkim matka, ale moze tez by¢ srodowisko lub per-
sonel medyczny [19].

Mikrobiota jamy ustnej zmienia si¢ w zalezno$ci
od naszego wieku i tym samym stanu uzebienia. Jako
pierwsze jame ustna zasiedlajg paciorkowce, czesto
okreslane drobnoustrojami pionierskimi. Ich obec-
no$¢ stwarza dobre warunki do kolonizacji przez inne
mikroorganizmy. U rocznego dziecka do gtéwnych
sktadnikéw mikrobioty jamy ustnej nalezg pacior-
kowce, gronkowce, bakterie z rodzaju Lactobacillus
i Neisseria oraz niektdre beztlenowce. Podczas wyrzy-
nania z¢bow, kiedy pojawiaja si¢ kolejne nisze - po-
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wierzchnia szkliwa i szczelina dzigstowa - zachodza
kolejne zmiany. Paciorkowce i inne drobnoustroje
preferujgce tkanki twarde kolonizujg szkliwo zeba,
te za$ dla wzrostu ktorych konieczne jest srodowisko
beztlenowe zasiedlajg szczeling dzigstowa (np. bakte-
rie z rodzaju Prevotella lub Porphyromonas). Gdy wraz
z wiekem zaczynamy traci¢ zgby sktad mikrobioty jamy
ustnej jest zblizony do tego z ktérym mamy do czy-
nienia u malego dziecka jeszcze przed pojawieniem
sie zebow. Pojawiajace si¢ na tym etapie uzupelnienia
protetyczne wplywaja na zwiekszenie sie liczby grzybow
z rodzaju Candida [19, 33].

Wedtug wielu badaczy, mikrobiota jamy ustnej jest
na tyle dobrze zorganizowana, Ze moze by¢ traktowana
jak rodzaj prymitywnego organizmu wielokomoérko-
wego. Wykazuje wlasciwosci, ktérych nie mozna przy-
pisa¢ pojedynczym gatunkom. Zlozonos$¢ procesdéw
zachodzgcych pomiedzy poszczegolnymi sktadowymi
mikrobioty jamy ustnej zapewnia wyjatkowa opornos¢
na zmiany warunkow srodowiska co ma istotny wplyw
na utrzymanie zdrowia jamy ustnej [47].

Mikrobiote jamy ustnej u cztowieka dorostego two-
rzy ponad 700 gatunkéw bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych, zaréwno tlenowych jak i beztleno-
wych. Bakterie kolonizujg twarda powierzchnie zebow,
tkanki miekkie blony sluzowej jamy ustnej, bruzde dzig-
stowa, jezyk, policzki, podniebienie i migdatki [11, 57].
Najczestszymi bakteriami wchodzacymi w sklad mikro-
bioty zdrowej jamy ustnej sa bakterie z rodzaju Strepto-
coccus, Veillonella, Granulicatella, Gemella, Actinomyces,
Corynebacterium, Rothia, Fusobacterium, Porphyromo-
nas, Prevotella, Capnocytophaga, Neisseria, Haemophi-
lus, Treponema, Lactobacterium, Eikenella, Leptotrichia,
Peptostreptococcus, Staphylococcus, Eubacterium i Pro-
pionibacterium [11]. Sktad mikroorganizméw rézni sie
u poszczegdlnych osob i tak jak wspomniano wezesniej
takze zmienia sie wraz z wiekiem [66].

Na profil mikroorganizméw wplywa wiele czynni-
kow, wérdd ktérych wymienié nalezy m.in. reaktywnosé
ukladu odpornosciowego gospodarza, stan zdrowia,
przebyte terapie lekami bakteriobojczymi lub bakterio-
statycznymi, poziom wydzielania $liny, rodzaj stoso-
wanej diety, polozenie geograficzne, status spoteczny
oraz dbalos$¢ o higiene jamy ustnej [47, 50]. Przykla-
dem naturalnego biofilmu jest ptytka nazebna. Chroni
ona przed patogenami wnikajacymi z zewnatrz, przy
prawidlowym przeplywie sliny i odpowiedniej higienie
jamy ustnej. Gdy te czynniki zostajg zaburzone plytka
nazebna rozrastajac si¢ zaburza normalny przeplyw
$liny co przyczynia si¢ do kolonizacji patogennych
mikroorganizmoéw [74].

Rozwdj plytki nazgbnej to wieloetapowy proces,
w ktéorym rézne gatunki maja przypisane okreslone
funkcje, umozliwiajace tworzenie i rozw6j rozbudowa-
nego wielogatunkowego biofilmu [47]. Rozpoczyna si¢

od pokrycia powierzchni zgba blonkg nabyta (pellicule).
Proces ten zachodzi w ciggu kilku minut po wyszczot-
kowaniu z¢bow. Blonka zawiera gtownie glikoproteiny
sliny (mucyna), aglutyniny, fosfoproteiny, enzymy (amy-
laza), oraz receptory dla adhezyn bakteryjnych [11, 18,
48, 74]. W kolejnym etapie drobnoustroje zaczynaja
przylega¢ do powierzchni blonki. ,Wczesni kolonizato-
rzy” adheruja do ostonki nabytej za pomoca specyficz-
nych mechanizméw receptor-adhezyna. Sg to gléwnie
bakterie z rodzaju Streptococcus, Eikenella, Streptococ-
cus, Neiseria, Haemophilus, Prevotella, Capnocytophaga,
Prppionibacterium, Veillonella [74]. Ten etap jest odwra-
calny do momentu, kiedy bakterie pionierskie, przede
wszystkim Streptococcus mutans, zaczng wydzielaé poli-
mery bialkowo-cukrowe do otoczenia. Dochodzi wow-
czas do adhezji nieodwracalnej, gdzie komorki bakterii
przylegaja $cisle do blonki nabytej i wzajemnie do siebie
[74]. ,,Pozni kolonizatorzy” rozpoznajg na powierzchni
bakterii pionierskich polisacharydy i biatka receptorowe
i przylaczaja sie do nich tworzac koagregaty. Zdolnosci
takie przypisuje sie bakteriom z rodzaju Eubacterium,
Actinomyces, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacte-
rium [74]. Nastepuje przyrost biomasy i dojrzewanie
biofilmu [11, 16, 47]. Ptytka nazebna potrzebuje kilku
tygodni, zeby “dojrzala’, czyli ustalila si¢ w niej réwno-
waga gatunkowa [51]. Wraz z dojrzewaniem biofilmu
zmienia si¢ jego sklad. Zmniejsza si¢ liczba bakterii
nalezaca do wczesnych kolonizatoréw (m.in. Strepto-
coccus spp.) a zwigksza liczba poznych kolonizatorow
(m.in. bakterie z rodzaju Actinomyces i Corynebacte-
rium) (14, 57]. Z czasem biofilm ulega mineralizacji
i powstaje kamien nazebny, ktory jest mocno zwigzany
z powierzchnig zeba a jego krysztaty sa podobne do
tych, ktdre tworza szkliwo i zebing. Tworzenie kamienia
dodatkowo przyspieszane jest przez obecnos¢ obumar-
tych bakterii oraz metabolitéw bakteryjnych. Warto
zaznaczy¢, ze kamien sprzyja retencji plytki nazebnej
oraz ma negatywny wplyw na przyzebie [20, 58].
Sktad biofilmu mocno rézni si¢ w zaleznosci od
lokalizacji [36]. Czynnikami selekcyjnymi sg tu m.in.
dostepno$¢ sktadnikéw odzywczych, niedostepnosé
tlenu oraz tzw. przecieki koronowe §liny [20, 43].
Mikroorganizmy wystepujace na szczycie zeba tworza
biofilm pod- i naddziastowy. Plytka naddzigstowa zdo-
minowana jest przez paciorkowce Gram-dodatnie np.
S. mutans, Streptococcus salivarius i bakterie z rodzaju
Lactobacillus. Najczesciej spotyka sie w niej 15 rodza-
jow bakterii, po$rod nich m.in. bakterie z rodzaju
Actinomyces, Campylobacter, Capnocytophaga, Cory-
nebacterium, Fusobacterium, Granulicatella, Neisseria,
Prevotella, Streptococcus, Veillonella [12, 36]. Przestrzen
poddziastowa odcieta jest od doptywu bogatej w sktad-
niki odzywcze $liny, zamiast tego odzywiana jest przez
plyn szczelinowy dzigstowy bogaty m.in. w biatka
i glikoproteiny [8, 32, 36, 37]. W plytce poddzigstowej
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dominuja bakterie proteolityczne i anaerobowe G (-),
gléwnie bakterie z rodzaju Actinobacillus, Campylobac-
ter, Filifactor, Fusobacterium, Parvimonas, Porphyromo-
nas, Prevotella, Tannerella i Treponema [32].

Miedzy drobnoustrojami tworzacymi biofilm za-
chodzi wiele interakeji co wplywa na gestos¢ bakterii
w dojrzalej plytce. Sa to zalezno$ci zaréwno antago-
nistyczne jak konkurencja (o skladniki pokarmowe,
miejsce przylaczenia si¢), ale rdwniez synergistyczne,
czyli kooperacja [29]. W reakcjach konkurencji biora
udzial bakteriocyny, kwasy organiczne, nadtlenek
wodoru a takze réznego rodzaju enzymy [19, 47, 52,
74]. Przykladem oddzialywania synergistycznego jest
np. komunikacja metaboliczna.

Bakteriocyny wytwarzane przez S. mutans i S. sali-
varius, maja dzialanie bakteriobdjcze na szereg bak-
terii obecnych w jamy ustnej [37]. Innym przykladem
wzajemnego oddzialywania mikroorganizméw jest
synergizm miedzy S. mutans i C. albicans. Zauwazono
wzmocnienie inwazyjnosci C. albicans oraz promowa-
nie rozrostu biomasy bakteryjnej [18, 25, 29]. Wytwa-
rzany nadtlenek wodoru przez paciorkowce, gléwnie
S. sanguinis moze mie¢ znaczenie podczas tworzenia
plytki nazebnej poddzigstowej. Obecno$¢ srodka utle-
niajagcego ogranicza rozwoj bakterii beztlenowych
(np. Porphyromonas gingivalis) [37]. Synergizm mig-
dzy C. albicans i S. mutans moze zwigkszac zjadliwo$¢
mieszanych biofilméw tworzacych si¢ na powierzchni
zebow, przy czym S. mutans ma hamujacy wplyw na
tilamentacje C. albicans w biofilmach mieszanych [5].

Paciorkowce jamy ustnej posrednicza w adhezji
do tkanek jamy ustnej, jak rowniez do innych bakterii
i grzybow. Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis i Streptococcus sanguinis, moga
bezposrednio oddzialywac z C. albicans. Wykazano, ze
S.oralis i C. albicans razem tworza silniejsze biofilmy,
niz kazdy z tych mikroorganizméw osobno. Koinfekcja
S. oralis i C. albicans prowadzi do wzmozonej inwazji
tkanek blony sluzowej. Moze to by¢ wynikiem uwol-
nienia kalpainy, degradujacej polaczenia E-kadhe-
ryn w komorkach nablonka, umozliwiajac dostep do
nabtonka zaréwno komoérkom grzybow jak i bakterii.
S.oralis jest réwniez zdolny do indukowania fila-
mentacji C. albicans. S. gordonii moze wigzac si¢ bez-
posrednio z P, gingivalis 1 komunikowac¢ si¢ z nim za
posrednictwem wydzielanych czynnikéw, nasilajac jego
patogenne dziatanie prowadzace do choréb przyzebia.
S. gordonii bierze udzial w silnej interakeji koagregacyj-
nej z Actinomyces oris [50].

Wraz z réznymi gatunkami paciorkowcow Actino-
myces spp. nalezg do pierwszych kolonizatoréw po-
wierzchni i tkanek jamy ustnej. Actinomyces visco-
sus, Actinomyces naeslundii, Actinomyces odontolyti-
cus i Actinomyces oris wspolagreguja z C. albicans.
Wykazano, ze niektére metabolity wytwarzane przez

A. naeslundii i A. viscosus i wydzielane w duzych ste-
zeniach hamuja wzrost C. albicans. Gdy stezenie meta-
bolitéw jest mniejsze zaobserwowano pobudzenie
wzrostu grzybow z rodzaju Candida. Actinomyces spp.
mogg takze koagregowac z paciorkowcami jamy ustnej,
gltéwnie z S. oralis. Wskazuje to na mozliwo$¢ wspot-
dziatania C. albicans zaréwno z S. oralis, jak i z bakte-
riami z rodzaju Actinomyces.

Wykazano, ze Fusobactreium nucleatum hamuje two-
rzenie strzgpek u grzybow z rodzaju Candida. Grzyby
natomiast ostabiajg odpowiedz makrofagéw indukowa-
nych przez E nucleatum. To wzajemne oslabienie zjadli-
wosci moze przynies¢ korzysci obu mikroorganizmom
- dlugoterminowy komensalizmowi w jamie ustne;j.
Trzeba zaznaczy¢, ze E nucleatum koagreguje z prawie
wszystkimi innymi bakteriami jamy ustnej.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, gtdwny czyn-
nik etiologiczny przewleklego zapalenia przyz¢bia moze
hamowa¢ tworzenie strzepek u C. albicans. C. albicans
natomiast zwieksza inwazje P. gingivalis odpowiedzial-
nego za choroby przyzebia [50].

W biofilmie mieszanym wytwarzane przez mikro-
organizmy (gléwnie paciorkowce) metabolity poma-
gaja innym gatunkom czerpaé energi¢ potrzebng do
wzrostu. Kwas mlekowy bedacy produktem przemiany
materii paciorkowcow i paleczek kwasu mlekowego,
jest gtéwnym zrodtem energii dla A. actinomycetemco-
mitans i Veillonellae [37].

Wiele interakeji miedzygatunkowych miedzy bakte-
riami jamy ustnej prowadzi do zmian w ekspresji gendw
w jednym lub obu organizmach partnerskich. W przy-
padku interakcji miedzy Veillonellae a paciorkowcami,
regulacja gendw najwyrazniej wplywa na magazynowa-
nie weglowodanéw przez paciorkowce [37].

4. Zakazenia jamy ustnej zwigzane
z biofilmem wielogatunkowym

Jesli biofilm si¢ rozwinie, moze si¢ nieprawidlowo
rozrasta¢ i powodowa¢ zakazenia. W sprzyjajacych
warunkach istnieje ryzyko rozwiniecia zapalenia dzig-
sel, parodontozy, peri-implantitis. Zakazenia jamy
ustnej mogg takze szerzy¢ si¢ droga krwiopochodna
i powodowac¢ zakazenia ogdlnoustrojowe [43].

W wyniku nadmiernego spozycia weglowoda-
néw, niedostatecznej higieny jamy ustnej oraz spadku
przeptywu sliny dochodzi do rozwoju zmian préch-
niczych. Weglowodany fermentuja do kwaséw orga-
nicznych, co zapewnia zakwaszenie mikrosrodowiska,
a w konsekwencji przewage gatunkéw kwasotworczych
i kwasoopornych w biofilmie przy spadku ogélnej roz-
norodno$ci gatunkowej. Organizmy kwasotworcze
i kwasooporne posiadajg zdolnos¢ budowania pozako-
morkowych polisacharydéw z cukréw dostarczanych
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z pozywieniem. Biorg one udzial w tworzeniu macierzy
miedzykomorkowej biofilmu, zapewniajg ustabilizowa-
nie plytki na powierzchni zgba lub sg zapasowymi sub-
stancjami wykorzystywanymi do pozyskiwania energii
w przypadku ograniczonego dostepu do cukrow [43,
64]. Za gltéwne bakterie prochnicotworcze uwaza sie:
S. mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium dentium, Scardovia wiggsiae. Nowe
doniesienia méwig takze o udziale w zmianach préch-
niczych bakterii z rodzaju Schlegelella oraz Pseudorami-
bacter. Nalezy zaznaczy¢, ze sama obecno$¢ wymienio-
nych gatunkow nie jest rOwnoznaczna z wystgpieniem
zmian prochniczych, ponadto préchnica moze wystapic
bez udzialu kazdego z nich. Nadrz¢dne znaczenie ma
zaburzenie homeostazy biofilmu nazgbnego na korzys¢
bakterii kwasotworczych [43]. Nieleczona prochnica
moze powodowaé penetracje bakterii zwigzanych
z biofilmem w glab zeba, powodujac w konsekwencji
zapalenie miazgi zebowej, ktoéra moze doprowadzi¢ do
martwicy zeba [7, 19, 43, 64].

Biofilm kanatéw korzeniowych w warunkach fizjo-
logicznych jest zdominowany przez bakterie tlenowe
i fakultatywne beztlenowce. W wyniku zmian pH lub
niedostatecznej ilosci tlenu w kanale korzeniowym
dochodzi do zmiany fenotypu biofilmu, z przewaga
bakterii bezwzglednie beztlenowych oraz do rozwoju
zakazen, w tym parodontozy [24, 43, 52]. Za zakazenia
te odpowiadaja gtéwnie bakterie z rodzajow: Bactero-
ides spp., Prophyromonas spp., Prevotella spp., Fusobac-
terium spp., Treponema spp., Peptostreptococcus spp.,
Eubacterium spp., i Campylobacter spp. W niektorych
przypadkach moze dojs¢ do przedostania si¢ bakterii
z ognisk zakazenia w kanalach korzeniowych do fizjolo-
gicznie jatowej miazgi zebowej, powodujac jej zapalenie.
W wyniku niepowodzenia leczenia endodontycznego,
nieleczonej prochnicy lub przetrwalego zakazenia tka-
nek okofowierzchotkowych moga rozwinac¢ si¢ zaka-
zenia wtérne kanaléw korzeniowych oraz miazgi,
a profil bakteryjny tych zakazen jest rozny w zaleznosci
od przyczyny pierwotnej [19, 43, 52]. Kiedy infekcja
wystepuje wskutek postepujacej prochnicy, w poczat-
kowych etapach zakazenia biorg gtéwnie udziat bakterie
prochnicotworcze. Z czasem, z powodu niedostatecznej
ilosci tlenu, tlenowe bakterie prochnicotworcze zostang
wyparte przez bakterie bezwzglednie beztlenowe. Flora
bakteryjna kanatéw korzeniowych znacznie zmienia si¢
pod wplywem leczenia kanalowego. Gléwng przyczyna
niepowodzen w leczeniu endodontycznym jest przeciek
koronowy. Do jego powstania moze doprowadzi¢ zla-
manie odbudowy zgba, nieszczelne wypelnienie lub
korona. Przeciek koronowy umozliwia dostarczenie sub-
stancji odzywczych, co pomaga odzy¢ uspionym orga-
nizmom w niewypelnionych przestrzeniach kanatow.
~Wprowadza” rdwniez nowe organizmy. W ten sposob
mozna takze ttumaczy¢ nawrét zapalenia po leczeniu

endodontycznym [24]. Bakterie wywolujace zakazenia
wtdrne charakteryzuja sie wysoka tolerancja na szeroki
zakres pH oraz niedobdr substancji odzywczych. Bak-
teriami dominujacymi s3 w tym przypadku bakterie
z rodzajow: Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Actinomyces oraz grzyby, zwlaszcza Candida spp. [52].

Kumulacja plytki nazebnej w okolicy dzigsel pro-
wadzi do zapalenia dzigset i zwigkszonej ilosci komo-
rek zapalnych, nasilajagcych odpowiedZz immunolo-
giczng gospodarza, doprowadzajac w konsekwencji do
destrukcji tkanek przyzebia. Mikroorganizmy, ktore
sa zwigzane ze schorzeniami przyzebia, wykorzystuja
biatka oraz glikoproteiny gospodarza do celéw odzyw-
czych. Sg to Gram (-) bakterie beztlenowe: P, gingivalis,
Treponema denticola, Tannerella forsythia, A. actino-
mycetemcomitans, Prevotella spp., F nucleatum [43,
64]. W tym przypadku dochodzi do wzrostu ogdlnej
réznorodnosci gatunkowej biofilmu [64]. Choroba
objawia sie bolem, krwawieniem i obrzekiem dzigset.
Jest ona w pelni odwracalna poprzez usuniecie biofilmu
z powierzchni zeba oraz utrzymanie odpowiedniej
higieny jamy ustnej. Postepujaca choroba oraz nasilenie
odpowiedzi immunologicznej powodujg uszkodzenie
tkanek glebszych, w tym wiezadel przyzebia. Rozwija
sie parodontoza, dochodzi do tworzenia sie kieszeni
dzigsel i przyzebia oraz wypadania zebow. Leczenie
polega na wszczepieniu implantow zebdw [7, 43].

Implanty sa bardziej podatne na powstawanie bio-
filmu na ich powierzchni niz z¢by naturalne. U wielu
pacjentow rozwija si¢ zapalenie tkanek okotoimplan-
towych, tzw. peri-implantitis, ktére moze by¢ wczesne
lub pdzne. Peri-implantitis wczesne jest spowodowane
nieprawidlowa osteointegracja implantéw, co moze
by¢ skutkiem uzycia wadliwego materiatu, zakazenia
srédoperacyjnego, nieskutecznego gojenia wskutek
zakazenia systemowego. Peri-implantitis p6Zne nato-
miast jest to zaburzenie funkcji prawidtowo zaimplan-
towanego implantu, towarzyszy mu przewlekle zaka-
zenie tkanek otaczajacych. Odpowiednikiem zapalenia
dzigsta w odniesieniu do tkanek okotoimplantowych
jest tzw. peri-implant mucositis, gdzie stan zapalny
dotyczy wylacznie tkanek miekkich, nie kosci. Rozwdj
zakazenia moze prowadzi¢ do stopniowej destrukeji
kosci - peri-implantitis - odpowiednik parodontozy
[7, 43]. Zakazenia zwigzane z implantami z¢bowymi
dotycza 5-8% pacjentdw i s3 powodowane w wigkszosci
przez: S. aureus, Enterococcus spp., Peptostreptococcus
micros, Bacteroides forsythus, A.actinomycetemcomi-
tans, P. gingivalis, Campylobacter rectus, Eikenella cor-
rodens, T.denticola, Prevotella intermedia, T. forsytha,
E nucleatum, Prevotella nicrescens, Bacteroides spp.

Ze wzgledu na obfite unaczynienie dzigset bakterie
powodujace zakazenia jamy ustnej czesto dostaja sie do
krwiobiegu. Bakteriemia moze wystapi¢ na skutek agre-
sywnego szczotkowania zebdw, urazu twarzoczaszki,
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powiklania parodontozy lub zabiegéw dentystycz-
nych. Zazwyczaj bakterie s3 eliminowane z krwiobiegu
w przeciggu 30 minut i nie powoduja probleméw zdro-
wotnych. Czasami, zwlaszcza u pacjentéow z grupy
ryzyka, dochodzi jednak do rozwoju zakazen innych
narzagdéw. Najpowazniejszym z nich jest bakteryjne
zapalenie wsierdzia, gdzie Streptococci z gr. orale sa
jednym z najczestszych czynnikéw etiologicznych
tego rodzaju zakazen [46]. Bakterie powodujg uszko-
dzenie mie$nia sercowego a takze elementéw sztucz-
nych (sztuczne zastawki aortalne, mitralne, urzadzenia
wewnatrzsercowe) [28, 65]. Skutkiem zapalenia wsier-
dzia moze by¢ niewydolno$¢ serca oraz zatorowos¢
naczyniowo-moézgowa [28]. Ponadto zanotowano zapa-
lenia uktadu oddechowego, pokarmowego i moézgu [43].

Na uwage zastuguja wzajemne oddzialywanie grzy-
bow i bakterii tworzacych biofilm jamy ustnej oraz rola
tych relacji w rozwoju zakazen. W badaniach wykazano,
ze C. albicans i Streptococcus spp. wzajemnie zwiekszaja
swoja wirulencje. Prowadza do rozwoju kandydozy jamy
ustnej, prochnicy wezesno dzieciecej, peri-implantitis.
W przypadku préchnicy wezesno dziecigcej, obecnosé
C. albicans oraz sacharozy synergistycznie zwigksza
wirulencje S. mutans, w krotkim czasie doprowadzajac
do rozlegtych zmian préchniczych [20]. Zaleznosci te s3
przedmiotem dalszych badan i obserwacji.

Istniejg takze zakazenia zwigzane z tworzeniem bio-
tilmu wytacznie przez grzyby. Przewlekla kandydoza
rumieniowa dotyczy nawet 60% pacjentéw stosujacych
protezy zebowe i jest zwigzana z biofilmem tworzo-
nym przez grzyby z rodzaju Candida. Ogniska zapalne
tworzg sie na btonie sluzowej podniebienia, w poblizu
powierzchni protezy. Czynnikami predysponujgcymi
do rozwoju zakazenia s3 m.in.: nieprawidlowa higiena
jamy ustnej, cukrzyca, uposledzenie funkcjonowania
uktadu odpornosciowego [51].

5. Zapobieganie i metody zwalczania biofilmu
jamy ustnej

5.1. Profilaktyka i wlasciwa higiena jamy ustnej

Terapia zakazen jamy ustnej zwigzanych z tworze-
niem biofilmu stanowi wyzwanie dla wspolczesnej
stomatologii. Nadrzedne znaczenie ma wigc zapobie-
ganie tego rodzaju zakazeniom, gtéwnie poprzez ogra-
niczenie powstawania biofilmu. Podstawowg forma
profilaktyki jest przede wszystkim wlasciwa higiena
jamy ustnej, polegajaca na regularnym oczyszczaniu
zebow, ich uzupelnien oraz aparatéw ortodontycznych
za pomocyg szczotki i pasty do zebow, nici dentystycz-
nych oraz srodkéw do plukania jamy ustnej. Zaréwno
szczoteczka jak i pasta do zebow powinny by¢ dobrane,
do indywidualnych potrzeb pacjenta. Pomocne w tym

bedzie zbadanie stanu uzebienia oraz zebranie odpo-
wiedniego wywiadu przez stomatologa lub higieniste
stomatologiczng [74]. Nalezy takze pamietac o oczysz-
czaniu przestrzeni miedzyzgbowych za pomoca nici
dentystycznych, szczoteczek miedzyzebowych lub
szczoteczek jednopeczkowych.

W prewencji prochnicy nalezy wybiera¢ pasty do
zebow oraz ptyny do plukania jamy ustnej, ktore zawie-
raja $rodki o dziataniu przeciwbakteryjnych. Sg to fluor,
chlorheksydyna, trikloksan, fluorek cyny (II), sangwi-
naryna oraz sole cynku [9, 31, 74].

Nie bez znaczenia pozostaje dieta pacjenta, szcze-
golnie iloé¢ spozytych cukréw. Nalezy ograniczy¢ spo-
zycie cukréw przed snem oraz miedzy positkami, a ich
dzienna dawka nie powinna przekracza¢ 40-55 g [31].

Powszechnym problemem stomatologicznym jest
takze rozwijanie si¢ prochnicy wtérnej na skutek kumu-
lowania si¢ biofilmu w mikroszczelinach pomiedzy
wypelnieniem pierwotnego ubytku a zdrowym zgbem.
Ponadto powierzchnia materialu stomatologicznego,
ze wzgledu ma swojg chropowatos¢ bardziej sprzyja
odkladaniu si¢ na niej biofilmu niz na powierzchni
zdrowego szkliwa. [19] Z tego powodu dodano do
materialow dentystycznych substancje, ktore zawieraja
zwiazki fluoru lub absorbujg je z otoczenia, aby przy
spadku pH je uwalnia¢, gwarantujac dziatanie bakte-
riostatyczne. Przyktadami takich zwigzkow sg: giomery,
cementy glass-jonomerowe, kompomery [19].

Czesto jednak dostepne metody zapobiegania two-
rzenia biofilmu nie sg wystarczajace, aby catkowicie
wyeliminowac¢ ryzyko rozwoju zakazenia.

5.2. Terapia alternatywna zakaZen jamy ustnej
zwiagzanych z tworzeniem biofilmu

Ogromnym zréznicowaniem, pod wzgledem
aktywnosci metabolicznej, komoérek tworzacych bio-
film, ttumaczy sie jego opornos¢ na zwiazki o dziala-
niu przeciwdrobnoustrojowym, przede wszystkim na
antybiotyki [74]. Antybiotyk, dzialajacy na komorki
szczytowych warstw biofilmu, nie bedzie dziatal na te
polozone glebiej. Czesto do glebszych warstw biofilmu
antybiotyk dociera w stezeniach sub-inhibicyjnych co
uniemozliwia inaktywacje drobnoustrojow, co gorsza,
prowadzi do selekcji szczepow opornych. Poza tym
komorki bytujace w stanie u$pienia w sposob powolny,
stopniowy nabywaja opornos¢ na dany antybiotyk [74].

Bakterie wystepujace w postaci biofilmu wykazuja
zwigkszong opornos¢ oraz tolerancje na zwigzki o dzia-
taniu przeciwdrobnoustrojowym, gléwnie antybiotyki.
Wykazano, ze stezenie antybiotyku niezbedne do likwi-
dacji bakterii zyjacych w biofilmie musi by¢ co najmniej
kilkaset, a nawet tysigc razy wyzsze od steZenia tego
samego antybiotyku dzialajacego na formy plankto-
niczne danych bakterii [74].
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Nieskuteczno$¢ antybiotykoterapii jest spowodo-
wana gtéwnie przez obecnos¢ ostonki cukrowo-biatko-
wej, ktora utrudnia penetracje substancji przeciwbak-
teryjnej w glab biofilmu. Poza tym, bakterie wewnatrz
biofilmu ze wzgledu na ograniczony dostep tlenu
zwalniajg procesy metaboliczne, co warunkuje niesku-
teczno$¢ preparatow bakteriobojczych, ktdre dziataja
jedynie na komorki w stanie podziatu lub aktywne
metabolicznie [74]. Poprawa kliniczna jest wiec wyni-
kiem oddzialywania tylko na bakterie wystepujace na
powierzchni biofilmu, co zmniejsza rozleglos¢ biofilmu,
jednak nie eliminuje go do konca. Co wigcej, zabite
komorki moga stac si¢ zrodlem pokarmu dla organiz-
mow przetrwalych i prowadzi¢ do powrotu struktury
do wielkosci pierwotnych nawet w ciggu kilku-kilku-
nastu godzin [49, 74]. Inna teoria méwi, ze poprzez
,»bliski” ze sobg kontakt komoérek tworzacych biofilm
»zasieg” powierzchni komorki, na ktdrg bedzie dziataé
antybiotyk, jest mniejszy niz w przypadku komorek
planktonowych [6]. Z niewielkiej odleglosci miedzy
komorkami tworzgcymi biofilm oraz duzego ich za-
geszczenia, na stosunkowo niewielkiej powierzchni
wynika tatwo$¢ nabywania mechanizméw opornosci
przez komorki wrazliwe. Nierzadko, w przypadku bio-
filméw mieszanych, mamy do czynienia z horyzontal-
nym transferem genéw [22]. Coraz czesciej porusza si¢
temat obecnosci komdrek przetrwatych (persister cells)
w biofilmie i ich roli w jego opornosci. Komorki te,
o wysokim poziomie tolerancji na rézne zwigzki o dzia-
faniu przeciwdrobnoustrojowym, wystepuja glownie
w miejscach o nieodpowiedniej dostepnosci sktadni-
kow odzywcezych w biofilmie. Ograniczony wzrost tych
komorek i ich duza opornos$¢ s przyczyng odnowy bio-
tilmu po zastosowanej u pacjenta antybiotykoterapii co
moze skutkowaé nawracajacymi, przewleklymi zakaze-
niami [27]. Nieskuteczno$¢ antybiotykoterapii zmusza
naukowcéw do poszukiwania innych, alternatywnych
metod zwalczania biofilmu.

Coraz bardziej powszechne w gabinetach stomato-
logicznych staje si¢ zastosowanie nanoczasteczek nie-
ktérych metali [19, 42, 74]. Ze wzgledu na niewielkie
rozmiary oraz mozliwo$¢ modyfikacji ich struktury sa
one z powodzeniem wykorzystywane jako transportery
lekéw do trudno dostepnych miejsc [42, 74]. Ponadto
wykazano wlasciwoéci antybakteryjne niektorych nano-
czasteczek metali, a zwlaszcza dwutlenku tytanu (IV)
(TiO2NPs) oraz srebra (AgNPs) [19, 42, 74]. TiO2NPs
powoduje $mier¢ komdrek bakteryjnych poprzez desta-
bilizacje ich blony komdrkowej, jednak tylko w obec-
nosci promieni UV [30]. AgNPs natomiast oprocz wtas-
ciwosci bakteriobdjczych posiadajg réwniez wiasci-
wosci grzybo- i wirusobdjcze [19]. Nanoczasteczki
srebra reaguja z grupami tiolowymi [-sh] blon komor-
kowych bakterii, zmieniajac ich przepuszczalno$¢ oraz
blokujac tancuch oddechowy [19, 74]. Dochodzi do

zahamowania proceséw oddechowych a takze kumula-
cji we wnetrzu komorki produktéw przemiany materii,
co w konsekwencji prowadzi do inhibicji produkeji bia-
tek i $mierci komorki [19, 74]. Nanosrebro jest szcze-
golnie aktywne wobec Enterococcus faecalis, gtdwnej
bakterii odpowiedzialnej za rozwdj prochnicy wtér-
nej [19, 42]. Dodanie AgNPs do systeméw wigzacych
wypelnienia endodontyczne z tkankami z¢ba, zapewnia
eliminacje¢ drobnoustrojow pozostalych w ubytku oraz
zwalczanie biofilmu powstajacego w mikroszczelinach
pomiedzy wypelnieniem a tkanka zeba, co zapobiega
rozwojowi prochnicy wtdrnej [19, 42]. Wykazano, ze
najwieksza skutecznos¢ przeciwdrobnoustrojowa uzy-
skuje sie poprzez zastosowanie nanosrebra w postaci
0,02% zelu [42], ktéry gwarantuje przy okazji lepsza
adhezje wypelnienia do zgba, a tym samym jego wigk-
szg trwato$¢ [19].

Innowacyjng terapia w medycynie i stomatologii
jest terapia bakteriofagami. Wysoka swoisto$¢ bakte-
riofagéw wobec bakterii chorobotwoérczych, pozwala
na selektywna eliminacje bakterii bez wptywu na natu-
ralng mikrobiote pacjenta [54, 67, 74]. Fagi wykorzy-
stywane w celach terapeutycznych powinny wykazywaé
cykl lityczny, szybko namnazaé sie¢ w zainfekowanych
komorkach oraz prowadzi¢ do ich lizy z uwolnieniem
duzej ilosci kopii wirusa [66]. Doprowadzaja do $mierci
komorek bakteryjnych za pomoca enzymoéw - lizyn
oraz depolimerazy polisacharydéw. Poniewaz biofilm
bakteryjny sklada sie z wielu gatunkdow bakterii, mozna
laczy¢ bakteriofagi z innymi zwigzkami przeciwdrobno-
ustrojowymi w celu zwigkszenia efektywnosci leczenia.
Alternatywng metoda jest rekombinacja genetyczna
fagdw, polegajaca na wszczepieniu do ich genomu genu
okreslonego enzymu, majacego wlasciwosci przeciw-
biofilmowe [54, 67, 74].

Kluczowa role w formowaniu si¢ biofilmu oraz jego
adhezji do powierzchni zebowych odgrywaja zewnatrz-
komorkowe glukany, wytwarzane przez paciorkowce
bytujace w jamie ustnej [54, 73]. Glukany mozna podzie-
li¢ na rozpuszczalne w wodzie dekstrany (alfa-1,6-glu-
kany) oraz nierozpuszczalne w wodzie mutany (gtow-
nie alfa-1,3-glukany) [73]. Mutany powoduja absorpcje
paciorkowcéw do powierzchni zgba, ich agregacje,
a takze stabilizacje plytki nazebnej [54, 73]. Dekstrany
natomiast stanowig rezerwe cukru w przypadku jego
niedoboru dla optymalnego rozwoju bakterii [73].
Wykonano obiecujace proby rozkladu mutanu, z uzy-
ciem enzymow glukanolitycznych i tym samym destabi-
lizacji i usuniecia biofilmu. Zespot polskich naukowcow
przeprowadzit udana préobe eliminacji mutanu oraz bio-
filmu na modelu protezy za pomocg mieszaniny 3 enzy-
mow w niewielkich stezeniach- dekstranazy, endomu-
tazy oraz egzomutazy [73]. Opisano réwniez badanie
wykonane przez japoniskich naukowcéw, ktorzy meto-
dami inzynierii genetycznej, skonstruowali chimeryczna
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glukanaze, faczac geny kodujace dekstaranaze i muta-
naze, pochodzace z réznych gatunkow bakterii. Wyniki
ukazaly 4,1 razy wyzsza skutecznoé¢ produktu rekom-
binowanego genu od mieszaniny enzymow [54].

Alternatywng metoda zwalczania biofilmu jest
zastosowanie peptydow przeciwdrobnoustrojowych.
Substancje te wykazujg aktywnos¢ zaréwno wobec bak-
terii Gram (+) jaki i Gram (-), w tym wielolekoopor-
nych, a takze wobec grzybow. Mechanizm dziatania
wigkszo$ci peptydow polega na zmianach w przepusz-
czalnosci btony komdrkowej patogenu, doprowadza-
jac w konsekwencji do jego $mierci [72]. Do natural-
nych peptydow, ktérych skutecznosé¢ dzialania zostata
wykazana w badaniach [4], nalezy e-Poli-L-lizyna oraz
nizyna [72]. Badania udowadniajg skutecznos¢ obu
peptydow w zwalczaniu S. mutans in vitro [4]. Obecnie
prowadzonych jest wiele prob modyfikacji enzymow
naturalnych, aby zoptymalizowa¢ ich dzialanie prze-
ciwbiofilmowe [72]. Jednym z tak powstatych enzymow
jest specyficzny peptyd D-enancjomeryczny (DJK-5).
Udokumentowano skuteczno$¢ DJK-5 wobec elimina-
cji biofilmu o etiologii S. mutans i E. faecalis, a takze
prewencji jego ponownego formowania przez 72h
[76]. Najlepsze rezultaty otrzymano po polgczeniu
DJK-5 z chlorheksydyna. W innych badaniach wyka-
zano aktywno$¢ peptydow hybrydowych, powstatych
z okreslonych fragmentow cekropiryny A oraz melityny
[76], zaréwno wobec wieloopornych szczepow Acineto-
bacter baumanii [62] jak i C. albicans [56].

Terapia fotodynamiczna (PDI) polega na zastosowa-
niu tzw. fotouczulaczy, czyli nieaktywnych barwnikow
i traktowanie ich $witalem o okreslonej dtugosci fali
w obecnosci tlenu. W wyniku tego powstaje tlen sin-
gletowy oraz wolne rodniki, ktére uszkadzaja komorki
tworzace biofilm [61]. W badaniach wykazano efektyw-
no$¢ Photofrinu aktywowanego $wiatlem laserowym
o dlugosci fali 630 nm w obnizeniu zywotnosci biofil-
mow S. mutans [45]. W innych badaniach szczegélnie
skuteczne dzialanie wobec biofilmu S. mutans wyka-
zano przy naswietlaniu erytrozyny $wiattem bialym
w zakresie fal 500-650 nm. Ponadto zaobserwowano, ze
im biofilm byl bardziej dojrzaty tym efektywnos¢ PDI
byta wigksza, niezaleznie od zastosowanego barwnika.
Moze to oznaczaé, ze fotouczulacze lepiej przenikaja
do rozluznionej struktury biofilmu [61].

6. Podsumowanie

W naturalnym $rodowisku bytowania ponad 99%
bakterii wystepuje w formie biofilmu [75]. Dotyczy
to rowniez mikroorganizméw wchodzacych w sklad
mikrobioty naszego organizmu, szczegé6lnie jamy ust-
nej. Nieprawidlowy rozrost biofilmu moze prowadzi¢
do zapalenia dzigsel, parodontozy lub periimplantitis.

Terapia zakazen jamy ustnej zwigzanych z tworze-
niem struktur biofilmu stanowi wyzwanie dla wspot-
czesnej stomatologii. Nadrzedne znaczenie ma wigc
zapobieganie tego rodzaju zakazeniom, gtéwnie poprzez
ograniczenie powstawania biofilmu.

Znajomo$¢ metod profilaktyki, ale takze skutecz-
nego usuwania biofilmu sa w tym wzgledzie bardzo
istotne.
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Streszczenie: Nowoczesne badania w dziedzinie nauk o zywnosci i zywieniu przechodzg od klasycznych metodologii do zaawansowanych
strategii molekularnych, w ktorych kluczows role odgrywa technologia sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS). Foodomika, ktéra
zostala niedawno zdefiniowana jest nowym, globalnym podejsciem wykorzystujagcym zaawansowane technologie ,,omics” w analizach
zywnosci. W ostatnich latach technologie ,,food-omics” sg szeroko stosowane w mikrobiologii zywnosci w kierunku identyfikacji, kwan-
tyfikacji i §ledzenia mikrobiologicznych konsorcjéw zywnoéciowych oraz oceny jakosci i bezpieczenistwa zywnosci. Metagenomika, zwana
genomika populacji drobnoustrojow jest oparta na sekwencji niezalezng od hodowli analizg zbiorowych genoméw mikroorganizméw
obecnych w danym $rodowisku. Ta szybko rozwijajaca sie technika dostarczyta nowych informacji na temat réznorodnosci taksonomicz-
nej i dynamiki spotecznoéci mikroorganizméw na poziomie rodzaju, gatunku a nawet szczepu. Zintegrowane podej$cie metagenomiczne
okazalo si¢ poteznym narzedziem w profilowaniu ekologii mikrobiologicznej zlozonych ekosystemdw takich jak zywno$¢ fermentowana.
Obecne kierunki badan koncentruja si¢ na zrozumieniu i mozliwosci kontroli procesu fermentacji w celu zapewnienia statych wlasci-
woéci sensorycznych produktow, zwigkszenia bezpieczenstwa i ograniczenia psucia si¢ zywnoéci. Celem niniejszego przegladu jest przed-
stawienie najnowszych osiagni¢¢ w zakresie wykorzystania technologii ,,food-omics” w analizach bioréznorodnoéci i funkcjonalnosci
metagenomu produktéw zywnoéciowych, bezpieczefistwa zywnoéci i kontroli jakosci oraz biezacych wyzwan i potencjalnych zastosowar.

1. Wstep. 2. Metodologie i technologie w dziedzinie ,,food-omics”. 3. Zastosowanie technologii ,food-omics” w analizach Zywno$ci.
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1. Wstep Throughput Sequencing) wraz wielkoskalowymi tech-
nikami ,,omics” stala si¢ powszechnie wykorzystywa-

Technologia sekwencjonowania nastepnej generacji  nym narzedziem w dziedzinie nauk o Zywnosci i zywie-
(NGS, Next Generation Sequencing), zwana réwniez niu. W 2009 roku grupa Cifuentesa zaproponowatla
wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem (HTS, High  nowa koncepcje oraz praktyczne podejscie ,,foodomiki”
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do wdrozenia metod ,,omics” w analizach zywnosci [8].
Obecnie, foodomika jest definiowana jako nowa, glo-
balna dyscyplina, ktdra taczy dziedziny badan zywno-
$ciizywienia przy uzyciu zaawansowanych technologii
omicznych, tj. genomika, transkryptomika, proteomika,
metabolomika oraz bioinformatyka, umozliwiajac prze-
prowadzenie kompleksowej oceny mikrobiologicznej
produktéw spozywczych [90]. Zainteresowanie tech-
nologiami ,,food-omics” zbiega si¢ z wyrazng zmiana
trendu w medycynie i biotechnologii w kierunku popu-
laryzacji zdrowego Zywienia i zapobiegania chorobom
cywilizacyjnym, a takze z promocja tak zwanej zywno-
$ci funkcjonalnej [10].

Metagenomika, jako dyscyplina foodomiki, zwana
réwniez genomika populacji mikroorganizmoéw, umoz-
liwia dokfadng charakterystyke mibrobioty (d. mikro-
flory) spozywczej pod katem genetycznym dajac
podstawe do dalszych analiz filogenetycznych i funkcjo-
nalnych, bez konieczno$ci ich hodowli w oparciu o kla-
syczne metody [20]. Juz w tej chwili mozliwe jest dokona-
nie precyzyjnej i szybkiej identyfikacji drobnoustrojow
na poziomie rodzaju, a nawet gatunku oraz okreslenie
ich zasobow genetycznych. W ostatnich latach techno-
logia HTS w oparciu o analizy metagenomiczne jest
szeroko stosowane w analizach mikrobiologii zywno-
$ci, obejmujacych profilowanie metagenomu produktow
spozywczych, typowanie szczepow oraz monitorowanie
proceséw przechowywania i produkcji zywnosci [5, 35].
Zintegrowane techniki metagenomowe ujawnily nowy
wglad w dynamike ekosysteméw fermentacyjnych oraz
charakterystyke réznorodnosci i interakcji gatunkow
mikroorganizméw w trakcie tego procesu. Wykazano,
ze wzajemne interakcje mikrobioty jelit i mieszanych
konsorcjéw mikrobioty ziaren kefirowych moga mie¢
pozytywny wplyw na jakos$¢ produktéow fermentowa-
nych poprzez wymiang ,informacji” i metabolitow.
Zjawisko wyczuwania liczebnosci (quorum sensing)
moze odgrywac istotng role w zfozonych spotecznos-
ciach mikroorganizmdw biorgcych udzial w procesie
fermentacji [81]. W oparciu o profilowanie mikrobioty
fermentowanych produktéw opisano szereg nowych
szczepow starterowych, ktdre majg istotne znaczenie w
przemysle spozywczym przy opracowaniu nowej gamy
produktéow mlecznych, tj. sery i kefir [1, 14]. W odnie-
sieniu do bezpieczenstwa zZywnosci, zastosowanie zin-
tegrowanych analiz metagenoméw fermentacyjnych
znaczgco przyczynito si¢ do zrozumienia biologicznych
i biochemicznych proceséw produkcyjnych lokalne;j fer-
mentowanej zywnosci [21, 30]. Jednym z kluczowych
zastosowan zintegrowanych technologii ,,food-omics”
w przemysle spozywczym jest zrozumienie pierwotnej
przyczyny skazen zywnosci oraz szybkiej i precyzyjnej
charakterystyki patogenéw w celu zapewnienia odpo-
wiedniej kontroli bezpieczenstwa i jakosci zywnosci
w calym fancuchu zywnosciowym [20, 45].

W niniejszym przegladzie przedstawiamy najnowsze
postepy w badaniach metagenomu produktéw zZywno-
$ciowych z wykorzystaniem technologii ,,food-omics”
w celu wyjasnienia w jaki sposéb to podejscie moze
by¢ cennym narzedziem w dokladniejszej charaktery-
styce zywnosci i jej biotransformacji oraz opracowaniu
strategii kontroli jakosci i bezpieczenstwa zywnosci.
Ponadto, omawiamy aktualne wyzwania oraz przyszle
zastosowania zintegrowanych technologii ,,food-omics”
w przemysle spozywczym.

2. Metodologie i technologie w dziedzinie
»food-omics”

W ostatniej dekadzie wysokoprzepustowe sekwen-
cjonowanie (HTS) przeksztalcito si¢ z narzedzia badaw-
czego w rutynowe stosowanie w wielu dziedzinach,
w tym diagnostyce, badaniach epidemiologicznych,
analizach mikrobiologicznych zywnosci, monitorowa-
niu skazen zywno$ci oraz analizach autentycznosci pro-
duktow spozywcezych [6, 35]. Dostepnos¢ tak poteznego
zestawu narzedzi oferuje ogromne mozliwosci analizy
metagenomdw zywnosci w celu zapewnienia wydajnosci
procesu, jakosci produktu i bezpieczenstwa zywnosci.

Modelowy eksperyment metagenomiczny zaklada
charakterystyke réznorodnosci taksonomicznej mikro-
organizméw (bakterie, grzyby) poprzez klasyfikacje
zakonserwowanych sekwencji markeréow (np. rDNA).
Analogiczne podejscie mozna rowniez zastosowaé do
charakterystyki chemotypow, wykorzystujac zdolno$¢
mikroorganizmdéw do produkeji réznych klas metabo-
litéw wtdrnych, dzigki niezwykle réznorodnym genom
szlaku biosyntezy [6]. Przygotowanie eksperymentu
z zakresu metagenomiki przebiega w kilku etapach:
(1) izolacja DNA, (2) tworzenie bibliotek dla docelo-
wych grup taksonomicznych, (3) sekwencjonowanie
z wykorzystaniem platformy, (4) analiza bioinforma-
tyczna wynikow sekwencjonowania, oraz (5) szczego-
fowy raport. Zalety badan profilowania metagenomu
opartego na HTS w poréwnaniu do metod tradycyj-
nych, obejmujg: (1) mozliwos¢ identyfikacji tysiecy
mikroorganizméw w czasie pojedynczej analizy;
(2) mozliwo$¢ identyfikacji bioréznorodnosci gatun-
kowej, jak i obfitosci ich wzrostu; (3) mozliwos¢ identy-
fikacji nowych gatunkoéw i szczepéw mikroorganizmow,
ktorych identyfikacja w laboratorium jest niemozliwa;
(4) bardzo szybki screening zlozonych konsorcjow
mikrobioty oraz (5) lepsze zrozumienie procesow fizjo-
logicznych w celu kontroli mikrobioty.

Metagenomika to termin, ktory jest czesto uzywany
do opisania 3 réznych podejs¢: (1) okredlenie calej
sekwencji genomu pojedynczego hodowanego izo-
latu, zwane jako ,,sekwencjonowanie catego genomu”
(WGS), (2) ,,metagenomika’, w ktorej NGS generuje
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sekwencje calej genomowej zawartosci spotecznosci,
zwane jako ,,losowe sekwencjonowanie” (WMG) oraz
(3) sekwencjonowanie amplikonu w oparciu o okres-
lone rodziny genéw markerowych [35]. Analizy ampli-
konu wykorzystuja markery genetyczne w oparciu
o regiony hiperzmienne (16S, bakterie) i transkrybo-
wanej transkrypcji wewnetrznej (ITS, grzyby) a wyniki
wysokoprzepustowego sekwencjonowania generowane
sg z duzg liczbg odczytow danej sekwencji w ciggu jed-
nej analizy. Masowe rownolegte sekwencjonowanie tych
apmlikonéw (metabarkoding, profilowanie mikrobio-
logiczne) generuje szereg informacji na temat ztozonej
mikrobioty réznych nisz ekologicznych. Jedng z korzy-
$ci metody opartej na amplikonach jest mozliwos¢ sle-
dzenia kolejnych populacji drobnoustrojow w czasie na
réznych poziomach taksonomicznych. W poréwnaniu
z losowym sekwencjonowaniem metagenomu (WMG),
metody oparte na 16S rDNA i ITS, umozliwiajg szcze-
gétowy wglad w dynamike réznorodnosci populacji
mikroorganizméw w odpowiednim czasie lub pod
wplywem zmian warunkéw srodowiska. Zazwyczaj
sekwencjonowanie amplikonu ogranicza si¢ do iden-
tyfikacji na poziomie rodzaju, chociaz niektore analizy
osiagnely przypisanie na poziomie gatunku, dzieki
dedykowanym klasyfikatorom gatunku i zastosowaniu
dluzszych technologii odczytu [75].

Metagenomika, oparta na losowym sekwencjono-
waniu genomu (WMS) ma klika zalet w poréwnaniu
z podejsciem opartym o amplikony. Wyjatkowa zaleta
WMS jest mozliwos¢ monitorowania dynamiki popula-
cji mikroorganizmow i ich potencjalu metabolicznego
bezposrednio w matrycy, a tym samym identyfikacji
i charakterystyki szerokiej gamy gendw, w tym nowych
gendw i operonow calej spolecznosci drobnoustrojow.
Co wiecej, mozliwe jest otrzymanie kompletnych geno-
moéw mikrobiologicznych z metagenomoéw, uzysku-
jac w ten sposob rozdzielczo$¢ na poziomie szczepu.
Sekwencjonowanie calego genomu (WGS) jest szeroko
stosowane do badan pod katem wykrywania, identyfi-
kacji i charakterystyki patogendw, dostarczajac cennego
i szybkiego obrazu obecnosci markeréw genetycznych,
okreslajacych serotyp, zjadliwos¢ czy opornos¢ pato-
genu [26]. Chociaz sekwencjonowanie WMS zapewnia
znacznie doktadniejsza charakterystyke taksonomiczna
i genetyczng populacji mikroorganizmoéw, koszt analiz
jest wciaz znacznie wyzszy w poréwnaniu z podejsciem
opartym na amplikonie.

Najczesciej stosowane platformy do sekwencjono-
wania metagenomu w oparciu o 16S rDNA i ITS, to
sekwenator Miseq (Illumina) oraz Ion Torrent Per-
sonal Machine (PGM) firmy Life Technologies. Plat-
formy wysokoprzepustowe nowej generacji, tj. NexSeq
500, i seria Hiseq (Illumina) oraz Ion Torrent (Life
Technologies) umozliwiajg sekwencjonowanie geno-
moéw zaréwno organizméw prokariotycznych jak i

eukariotycznych. Sekwenatory Illumina i Ion rdéznia
sie znacznie pod wzgledem chemii do sekwencjono-
wania, wydajnosci (dtugos¢ odczytu, pokrycie), doklad-
nosci i kosztu analiz. Wybdr platformy zalezy od celu
analiz i potrzeb uzytkownika oraz od przepustowosci
sekwencjonowania. Waznymi platformami do analiz
sekwencjonowania metagenoméw sa réwniez plat-
formy PacBio RS II (Pacific Biosciences) i Nanopore
MinION (Oxford Nanopore Technologies) nalezace
do sekwenatoréw trzeciej generacji (Third Generation
Sequencing, TGS). PacBio wykorzystuje technologie
sekwencjonowania pojedynczych czasteczek w czasie
rzeczywistym (SMRT), podczas gdy MinION techno-
logi¢ nanoporéw [75]. Co wazne odczyty generowane
przez PacBio i MinION sg znacznie dtuzsze niz gene-
rowane przez sekwenatory Illumina i Ion, co powo-
duje, ze obie platformy s3 dedykowane do sekwen-
cjonowania genomu de novo i kompletnego sktadania
genomow bakteryjnych. Strategie sekwencjonowania
trzeciej generacji (TGS) nie sg jednak rutynowo stoso-
wane w analizach mikrobioméw. Niedawno do sekwen-
cjonowania pelnej dlugosci amplikonéw 16S rDNA
wykorzystano platforme MinION trzeciej generacji
wygenerowang z syntetycznej spolecznosci dziesieciu
gatunkow drobnoustrojow o rdznej liczebnosci [52].
Profilowanie calego amplikonu 16S rDNA na podstawie
MinION prawidlowo identyfikowalo gatunki, a profile
taksonomiczne korelowaly z okreslonym poziomem ich
liczebnosci. Ta technika oferuje pewne ulepszenia pod
wzgledem glebokosci danych uzyskanych w porow-
naniu z obecnymi strategiami 16S rDNA, umozliwia-
jac charakterystyke mikroorganizméw na poziomie
gatunku. Wkrétce mozna sie spodziewac, ze platformy
TGS zyskaja szersze zastosowanie zwigzane z mikro-
biologia zywnosci.

Dzigki rozwojowi technologii ,omics® metage-
nomika oparta na sekwencjonowaniu DNA, zostata
poszerzona o analizy profilowania metatranskryp-
tomu (RNA-seq), metaproteomu i metabolomu. Meta-
transkryptomika obejmuje sekwencjonowanie cDNA,
wygenerowane z transkryptow mRNA w pojedynczej
probie zmieszanej spoteczno$ci mikroorganizméw w
celu globalnej analizy ekspresji genow. Kompleksowe
analizy metagenomu z zastosowaniem RNA-seq umoz-
liwiajg funkcjonalng identyfikacje szlakéw metabolicz-
nych o istotnym znaczeniu dla produkgji nie opisanych
wczesniej metabolitow. Profilowanie ekspresji genow
umozliwia réwniez poznanie zmian ekspresji gendw
mikroorganizméw w odpowiedzi na zmieniajace si¢
warunki $rodowiska, tj. temperatura, wilgotnosc,
sktadniki pokarmowe [15]. W przemysle spozywczym
techniki oparte na profilowaniu metagenoméw, moga
znalez¢ zastosowanie w optymalizacji proceséw pro-
dukcyjnych oraz w monitorowaniu autentycznosci
i bezpieczenstwa zywnosci.
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W mikrobiologii zywnosci metabolomike i meta-
proteomike stosuje sie odpowiednio do identyfikacji
i oceny ilo$ciowej metabolitow i biatek drobnoustrojow
w matrycy zywnosci. Sposrod enzyméw o duzym zna-
czeniu biotechnologicznym, szczegélnie poszukiwane
sg lipazy i esterazy, pektynazy czy endonukleazy. Takim
bogatym zrédlem identyfikacji nowych metabolitow
jest metagenom zywnosci [15]. Analizy oparte o spek-
trometri¢ mas (MALDI-TOF MS) czy chromatografie
cieczowq (LC) umozliwiajg analize proteomu i metabo-
lomu mikroorganizméw w celu identyfikacji waznych
szlakéw metabolicznych, w tym metabolitow wtérnych
o potencjalnym zastosowaniu w biotechnologii, rolnic-
twie i przemysle spozywczym.

3. Zastosowanie technologii ,,food-omics”
w analizach Zzywnos$ci

3.1. Metagenomika jako narzedzie
do monitorowania procesu fermentacji

Fermentowane produkty na bazie mleka
Metagenomika jest cennym narzedziem do iden-
tyfikacji spolecznoéci mikroorganizméw w proce-
sie fermentacji zywnosci. W przemysle spozywczym
technika ta zostala wykorzystana w opracowaniu pro-
fili taksonomicznych mikrobioty jogurtéw, kefirow
czy serow, a takze do monitorowania etapow ich doj-
rzewania [14]. Analizy taksonomiczne i funkcjonalne
mikrobioty uczestniczacej w tradycyjnych procesach
fermentacyjnych umozliwily identyfikacje rdzennych
kultur starterowych oraz dowiodly, ze manipulujac pro-
cesami produkcji w sposéb istotny mozna stymulowa¢
$rodowisko mikrobioty w kierunku uzyskania fermen-
towanego produktu o pozadanych walorach organolep-
tycznych przy jednoczesnym zachowaniu wymaganych
wlasciwoséci produktu. Wykazano, ze rézne rodzaje
serow dojrzewajacych roéznig si¢ profilem gatunko-
wym mikroorganizméw, ktdry jest istotnie skorelowany
z poszczegllnymi etapami ich dojrzewania. Na przy-
ktad, metagenom seréw dojrzewajacych poéttwardych
cechowal si¢ wyzszym skladem ilo$ciowym Lactococ-
cus lactis i Staphylococcus xylosus w poréwnaniu do
serow dojrzewajacych twardych, dla ktérych charak-
terystyczny sklad mikrobioty stanowily Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus i Lactobacillus helveticus [89].
Ponadto kilka badan dotyczylo oceny réznorod-
nosci taksonomicznej oraz metabolicznej mikrobioty
serow w obrebie trzech badanych typow skorek; skorka
z porostem plesni (Brie i Camembert), naturalna skorka
sera z mleka niepasteryzowanego (St. Nectaire i Tomme
de Savoie), skorka serow pielegnowanych i przemy-
wanych (Taleggio, Gruyere i Epoisses), pobranych ze
137 réznych typéw sera pochodzacych z 10 krajow

Europy i Stanéw Zjednoczonych [89]. W produkeji
serow tradycyjnie dojrzewajacych na ich powierzchni
tworzy si¢ biofilm, zwany skdrka, sktadajacy sie z gatun-
koéw bakterii i grzybéw pochodzacych z surowego
mleka, kultur starterowych oraz ,,starzejacego” sie §ro-
dowiska [46]. Analizy oparte na wysokprzepustowym
sekwencjonowaniu (HTS) w oparciu o 16S rDNA i ITS,
wykazaly, ze profil taksonomiczny mikrobioty jest istot-
nie zréznicowany w serach w zaleznosci od typu skorki,
pH i wilgotnosci srodowiska produkji, niezaleznie od
pochodzenia geograficznego. Wzory skfadu taksono-
micznego i sukcesji metagenomu seréw wykazaty obec-
nos¢ 24 rodzajow bakterii (Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Bacteroidetes) i grzybow (Saccharomyce-
tales, Microascales, Hypocreales, Eurotiales) oraz stwier-
dzono, ze co najmniej 60% bakterii i 25% grzybow nie
nalezalo do kultur starterowych [89]. Ponadto, zidenty-
fikowano dwa rodzaje bakterii, Yaniella i Nocardiopsis,
o ktorych nigdy nie informowano w ekosystemach
mikrobiologicznych zywnosci. Stwierdzono réwniez
ze halotolerancyjne y-Proteobacteria, tj. Vibrio, Halo-
monas i Pseudoalteromonas, zwigzane ze srodowiskiem
morskim byly szeroko rozpowszenione w biofilmach
serow wytwarzanych we wszystkich regionach geogra-
ficznych. Kilka taksonéw grzybowych (Scopulariopsis,
Aspergillus) i bakteryjnych (Actionobacteria, Staphylo-
coccus) dominujacych w skoérkach seréw St. Nectaire
i Tomme de Savoie, wykazalo pozytywna korelacje
z parametrami wilgotnosci w trakcie procesu dojrze-
wania. Sery Taleggio, Gruyere i Epoisses, znane z ich
ostrych aromatéw, byly wzbogacone w wiele $ciezek
metabolicznych zaangazowanych w produkcje zwigz-
kow smakowych, obejmujacych szlak cysteiny i metio-
niny powigzany z wytwarzaniem lotnych zwigzkéw
siarki oraz szlak degradacji waliny, leucyny i izoleucyny
powigzany ze specyficznym aromatem tych seréw [55].
Pseudoalteromonas, obficie zidentyfikowane w serach
Brie i Camembert oraz Taleggio posiadaly gen kodu-
jacy gamma-liaz¢ metioninowg (mgl) przeksztatcajaca
L-metioning w metanotiol, powodujac powstawanie
lotnych zwiazkow siarki nadajacych tym serom spe-
cyficzny aromat. Ponadto, w genomie Pseudoalteromo-
nas haloplanktis zidentyfikowano geny kodujace lipazy
i proteazy przystosowane do zimna, uczestniczace
w lipolizie i proteolizie oraz y-liaz¢ metioniny waznego
enzymu w produkcji siarki. Enzymy te uwazana sg za
korzystne w serze dojrzewajacym i przechowywanym
w niskich temperaturach, poniewaz przyczyniaja si¢ do
powstawania korzystnych zwigzkéw smakowych [89].

W odniesieniu do bioréznorodnosci mikroorga-
nizméw lub potencjatu funkcjonalnego analiza prze-
strzennego rozkladu aktywnej mikrobioty trzech wlo-
skich serow Fiore Sardo, Pecorino Siciliano i Pecorino
Toscano wykazala istotng korelacje miedzy mezofilnymi
LAB (Lactobacillus plantarum) i wtérna proteoliza,
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a takze syntezg skfadnikéw lotnych, tj. estry, alkohole,
aldehydy i zwigzki siarki [16]. Analizy metatranskryp-
tomiczne odegraty kluczowg role w zrozumieniu proce-
soéw fermentacji i dojrzewania sera Camembert i Reblo-
chon [46]. Badania funkcjonalne w oparciu o RNA-seq
wykazaly, ze geny zwigzane ze szlakami metabolicznymi
odpowiedzi na stres byly roznie wyrazane podczas doj-
rzewania sera. Obserwowany profil ekspresji genoéw byt
istotnie zréznicowany w pierwszych dwoch tygodniach
okresu dojrzewania. Geny szlaku katabolizmu amino-
kwasow Debaryomyces hansenii i Geotrichum candidum,
byty skorelowane z parametrami smaku i tekstury sera.
Dodatkowo, analizy 16S rDNA wykazaly, ze podczas
degradacji matrycy mlecznej dominujacymi gatunkami
mikrobioty seréw byly L. lactis, Corynebacterium casei,
Debaryomyces hansenii oraz Geotrichum candidum.
Ponadto, uzupelniajgce badania Monnet i wsp. [59]
wyjasnily role szczepu Geotrichum candidum w rdz-
nych fazach dojrzewania sera typu Reblochon. Szczep
Geotrichum candidum byl wazny w pierwszej fazie pro-
cesu dojrzewania, w ktorej ekspresja gendw zwigzanych
z katabolizmem aminokwaséw byta istotnie wysoka.
Podejécie metatranskryptomiczne umozliwilo stwo-
rzenie funkcjonalnych profili gendw i szlakéw metabo-
licznych skorelowanych z parametrami smaku, zapachu
i tekstury sera [12].

Podejscie metagenomiczne w oparciu o analizy HTS
znalazly zastosowanie rowniez w odniesieniu do bio-
réznorodnodci i funkcji mikrobioty podczas natural-
nej fermentacji seréw rzemieslniczych, objetych chro-
niong nazwa pochodzenia (ChNP), ktérych produkcja
odbywa sie bez udziatu kultur starterowych. Analizy
w oparciu 0 WMS i 16S rDNA zostaly uzyte do prze-
$ledzenia profilu populacji bakteryjnej meksykanskiego
sera Cotija, otrzymywanego na bazie surowego mleka
krowiego [21]. Dojrzewanie Cotija odbywa si¢ w otwar-
tym $rodowisku, w ktérym wilgotnos¢ i temperatura
s3 waznymi parametrami fermentacji. Ponadto, drew-
niane powierzchnie uzywane do zagniatania skrzepu
podczas solenia sg zrédlem rezydentnej mikrobioty,
wystepujacej w serze. Okoto 80% bakteryjnej popula-
cji Cotija sktadalo sie z Lactobacillus plantarum, Leu-
conostoc mesenteroides i Weissella paramesenteroides,
a drewniane powierzchnie byly najprawdopodobniej
zrodtem obecnych gatunkow Leuconostoc i Weissella.
Analizy szlakéw metabolicznych wykazaty, ze gatunki
te sa odpowiedzialne za rozwdj autentycznych zwigzkow
smakowo-zapachowych wynikajacych z ich aktywnosci
lipolitycznej i proteolitycznej podczas procesu dojrzewa-
nia. Klasyfikacja sieci metabolicznych ujawnila dodatnie
korelacje mikrobioty sera z katabolizmem fenyloalaniny
i aminokwaséw oraz produkcja enzymoéw bioracych
udzial w katabolizmie wolnych kwaséw tluszczowych,
tj. reduktaza karbonylowa i monooksydaza fenolowa.
Sciezki metaboliczne w odniesieniu do smaku i aro-

matu, zostaly réwniez wychwycone w oparciu o analizy
WMS, w badaniach mikrobioty innego, rzemieslniczego
sera chinskiego Kazak, wytwarzanego podczas sponta-
nicznej fermentacji Swiezego mleka krowiego w torbach
ze skory koziej. Dominujace Acetobacter, Lactococcus,
Bacillus, Staphylococcus, Kurthia i Moraxella wykazaty
dodatnie korelacje ze szlakiem metabolizmu aminokwa-
sow, tj. kwas glutaminowy, histydyna, izoleucyna i pro-
lina. Wsrod grzybdw Dipodascus korelowal ze stezeniem
kwasu 9-oktadecenowego, Pichia i Penicillium z kwasem
9-heksadecenowym, a Issatchenkia i Candida byly skore-
lowane z poziomem leucyny i fenyloalaniny oraz z syn-
teza lotnych zwiazkow (estry, alkohole, aldehydy) [96].

Analize 16S rDNA wykorzystana do identyfikacji,
typowania i charakterystyki mikrobiomu tradycyjnego
wedzonego polskiego sera, Oscypka, produkowanego
z surowego mleka bez kultur starterowych [1]. Domi-
nujacy grupe bakterii stanowily Lactococcus, Lactoba-
cillus, Leuconostoc, Streptococcus i Enterococcus, nato-
miast Bifidobacteriaceae oraz Moraxellaceae (glownie
Enhydrobacter) stanowily niski odsetek (0,7% i 4%)
calkowitej puli spolecznosci bakteryjnej Oscypka.
Ponadto w $wiezym serze zanurzonym w solance
zidentyfikowano kilka rodzajow bakterii zwigzanych
ze Srodowiskiem morskim, tj. Sanguibacter, Flavobac-
teriaceae, Tetragenococcus oraz Chromohalobacter spp.
Niektore z tych grup obejmowaty patogeny oraz bakte-
rie przyczyniajace si¢ do psucia produktéw zywnoscio-
wych. Podczas procesu produkcji sera zaobserwowano
zmiany w skladzie populacji Lactobacillales (Firmicu-
tes), Streptococcus, Enterococcus, Flavobacteriaceae, Leu-
conostoc i Bifidobacteriaceae (Actinobacteria), ktérych
liczba zmniejszyta si¢ istotnie po etapie solanki i wedze-
nia; odwrotne zalezno$ci zaobserwowano dla Lacto-
coccus. Obserwowany spadek liczby Enterococcus pod-
czas wedzenia sera sugeruje, ze proces ten ma istotny
wplyw na poprawe jakosci i bezpieczenstwa tradycyjnie
wytwarzanego produktu. Przypuszcza si¢, ze podczas
procesu wedzenia powstajace lotne zwigzki fenolowe
o wlasciwosciach bakteriostatycznych, moga hamo-
waé wzrost populacji tych drobnoustrojéw. Ponadto,
selektywne obnizenie liczby tych drobnoustrojéw moze
wynika¢ z zakwaszenia srodowiska podczas procesu
lub wytwarzanych metabolitéw przeciwdrobnoustro-
jowych przez szczepy LAB [1]. Na uwage zastuguje
réwniez obecno$¢ populacji Actinobacteria (0,97%),
nalezacych do rodziny Bifidobacteriaceae i gatunku
Bifidobacterium, ktére moga stanowi¢ duzy potencjal
biotechnologiczny jako kultury pomocnicze w procesie
tradycyjnego wytwarzania Oscypka.

Dostepno$¢ tych informacji moze by¢ przydatna
nie tylko pod wzgledem wyboru kultur starterowych
specyficznych dla seréw wytwarzanych w warun-
kach rzemies$lniczych, a takze do podkreslenia koniecz-
nosci przestrzegania niektorych s$rodkéw higieny,
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ktére powinny by¢ podjete w celu poprawy bezpie-
czenstwa produktu.

Fermentowane napoje na bazie roslinnej

W ostatnich latach, w przemysle winiarskim nastg-
pil gwaltowny wzrost zastosowania wysokoprzepusto-
wych metod sekwencjonowania (HTS) do szczegdtowej
oceny zlozonych spolecznosci mikrobiomu winorosli
i wina. Szczegolny nacisk kladziony jest zrozumienie
dynamiki procesu fermentacji, jej kontroli oraz iden-
tyfikacji nowych kultur starterowych [48]. Winogrona
i moszcz winny zawierajace ztozony mikrobiom, odgry-
waja kluczowsa role w fermentacji wina, wplywajac na
jego smak i aromat, a tym samym na ostateczna jako$§¢
i styl. Globalne badania z wykorzystaniem metageno-
miki zostaly wykorzystane w celu profilowania roz-
norodnos$ci mikroorganizmoéw, zaréwno grzybowych
jak i bakteryjnych zwigzanych ze spontanicznymi fer-
mentacjami wina, bioragc pod uwage zaréwno odmiany
winorosli oraz region ich uprawy [60]. Stwierdzono, ze
wina produkowane w réznych regionach charaktery-
zujg sie odmiennym skfadem taksonomicznym mikro-
bioty, korelujacym z odmiennym profilem metabolitow
wtdrnych odzwierciadlajacym specyficzny terroir wina
danego regionu [66]. Rozklad biogeograficzny zwigzany
z winem zostal zbadany w winnicach z roznych regio-
néw Kalifornii [2], Nowej Zelandii [86] oraz w trady-
cyjnych, biodynamicznych i zintegrowanych winnicach
z potudnia Afryki [77]. Analizy 18S rDNA wykazaly, ze
wzory geograficzne metagenomu wina sg bardziej zréz-
nicowane dla populacji grzybow. Wykazano znaczacy
zwiazek Aspergillus i Penicillium spp. z winem Char-
donnay z Napie. Natomiast Saccharomycetes i Erysiphe
necator stanowily istotng populacje mikrobioty wina
produkowanego w centralnej czesci wybrzeza Kalifornii
[3]. Charakterystyczne profile biogeograficzne zaréwno
dla spotecznosci grzybowych, jak i bakteryjnych wyste-
pujace w poczatkowych etapach fermentacji moszczu
winogron mogg przyczynia¢ si¢ do wytworzenia cen-
nego stylu oraz unikalnych waloréw sensorycznych win
regionalnych [70].

Analizy 16S rDNA i ITS zostaly réwniez wykorzy-
stane do okreslenia réznorodnosci i dynamiki meta-
genomu wina, sze$ciu portugalskich apelacji (Minho,
Douro, Dao, Bairrada, Estremadura, Alentejo) w odnie-
sieniu do poszczegdlnych etapéw fermentacji oraz ich
potencjatu funkcjonalnego [60]. Sktad populacji mikro-
organizmow w trakcie poczatkowego procesu fermen-
tacji byt istotnie skorelowany z filosfera winoro$li oraz
skltadem metagenomu gleby. Rodzaje Botryotinia, Pho-
mopsis, Aspergillus, Penicillium, Aureobasidium, Rho-
dotorula czy Sphingomonas byly charakterystyczne dla
mikrobiomu winoro$li oraz winnic. Analizy 16S rDNA
wykazaly, ze wsrdd spotecznosci bakterii Enterobacte-
riaceae (Tatumella sp.) stanowily dominujacg mikro-

biote we wszystkich apelacjach, z wyjatkiem Alentejo,
dla ktérego dominujacg populacja byly Halomonada-
ceae (Halotalea i Zymobacter). Spolecznosci grzybowe
charakteryzowaly sie zaréwno obecnoscig mikroorga-
nizmoéw srodowiskowych i fitopatogenéw w moszczu
winogron, jak tez drozdzy zwigzanych z fermentacja
alkoholowa, tj. Saccharomyces, Lachancea, Hansenia-
spora, Sporothrix czy Schizosaccharomyces. Ponadto,
zmiany réznorodnosci biologicznej w trakcie procesu
fermentacji ujawnily wigkszg dynamike struktury
spolecznosci grzybowej w poréwnaniu z populacjami
bakterii. Analizy HTS genu 18S rDNA podczas sponta-
nicznej fermentacji moszczu winogronowego Aglianico
i Greco di Tufo wykazaly, Zze dynamika spofecznosci
grzybow podczas fermentacji obejmuje spadek liczby
grzybéw i drozdzy innych niz Saccharomyces [14].
Na poczatku fermentacji znaleziono zlozony mikro-
biom charakteryzujacy si¢ dominacjg Hanseniaspora
uvarum, Candida zemplinina oraz Pichia fermentans.
Natomiast Saccharomyces cerevisiae stal si¢ dominujacy
po 6 dniach fermentacji wina, przy czym C. zemplinina
wystepowala nadal na wysokim poziomie. Ponadto,
zaobserwowano dodatnie korelacje S. cerevisiae
z poziomem cukru oraz stezeniem etanolu i glicerolu
oraz stwierdzono, ze obecno$¢ Candida, Hansenia-
spora i Issatchenkia w mieszanych wspoétfermentacjach
z S. cerevisiae poprawia profil smaku i aromatu wina
[2, 14]. Analiza 16S rDNA i ITS mikrobioty podczas
fermentacji wina z suszonych winogron (stodkie Vino
Santo Trentino) wykazala, ze na wczesnych etapach
fermentacji stezenie glukozy i etanolu oraz pH mosz-
czu odgrywaja istotng role w ksztaltowaniu populacji
mikrobiomu, przy czym kwasowos$¢ moszczu odgrywa
dominujacy role, zaréwno przy wyborze poczatkowej
populacji grzybow, jak i definiowaniu ich wlasciwosci
fermentacyjnych [82]. Biorac pod uwage, ze bakterie
i grzyby moga wplywa¢ na siebie poprzez konkuren-
cje metaboliczna/synergie lub modyfikacje sSrodowiska
wykazano, ze silne korelacje pomiedzy Candida etha-
nolica, Pichia fermentans a Hymenobacter oraz Psychro-
bacterium i Ralstonia przyczyniaja sie do pozadanych
wlasciwosci organoleptycznych koncowego produktu.

Profilowanie 16S rDNA oraz metabolomika zostaly
wykorzystane do analizy zalezno$ci miedzy biordzno-
rodnoscig i dynamika mikrobioty a profilem metabo-
licznym fermentowanego chinskiego wina ryzowego
Shaoxing [49] oraz Wuyi Hong Qu [32]. Wino Sha-
oxing produkowane jest z ryzu z dodatkiem pszenicy
Qu jako $rodka scukrzajacego oraz drozdzy (S. cere-
visiae) jako startera fermentacyjnego. Ze wzgledu na
szczegolny proces warzenia, obejmujacego fermentacje
wstepna w wyzszej temperaturze (28-30°C) przez okres
4 dni oraz fermentacje wtérng w nizszej temperaturze
(16-18°C) przez diugi czas (20 dni), wina ryzowe maja
unikalne cechy smakowe. Mikrobiota fermentacyjna
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buduje zlozong symbiotyczna relacje podczas procesu
warzenia i odgrywa wazna role w produkcji zwiazkow
smakowych wina decydujac o jego ogdlnej jakosci.
Analizy metagenomiczne 16S rDNA wykazaly bogata
réznorodnos$¢ bakteryjna w fermentowanych zacierach
oraz istotne zrdznicowanie profilu taksonomicznego
mikrobioty w poczatkowych i koncowym etapie pro-
cesu [32, 49]. Jako gtéwne taksony w procesie fermen-
tacji wina Shaoxing sklasyfikowano 10 dominujacych
rodzajoéw bakterii (Bacillus, Leuconostoc, Lactococcus,
Weissella, Thermoactinomyces, Pseudomonas, Staphy-
lococcus, Enterobacter, Lactobacillus). Analizy meta-
bolomiczne wykazaty, ze zwigzki karbonylowe obecne
w winie byty dodatnio skorelowane z Bacillus, Staphylo-
coccus, Lactococcus i Weissella, natomiast Pseudomonas,
Enterobacter, Thermoactinomyces, Lactobacillus i Lacto-
coccus uczestniczyly w syntezie estrow, fenoli, alkanow
oraz zwigzkow zawierajacych azot i siarczki. Ponadto,
Pseudomonas, Enterobacter korelowaly z wiekszo$cia
zidentyfikowanych zwiazkow aromatycznych i przyczy-
nialy si¢ do wzbogacenia smaku i aromatu wina [49].

Podobne zaleznosci sukcesji mikrobioty fermenta-
cyjnej i dynamiki szlakéw metabolicznych w oparciu
o technologi¢ HTS i metabolomike, wykazano w trakcie
procesu fermentacji chinskiego wina ryzowego Wuyi
Hong Qu [31, 32]. Bakterie Lactobacillus, Bacillus,
Leuconostoc, Lactococcus, Raoultella, Staphylococcus,
Pediococcus i Weissella oraz grzyby nalezace do Saccha-
romyces, Saccharomycopsis, Rhizopus, Monascus, Pichia,
Wickerhaamomyces, Candida i Aspergillus zostaly
zidentyfikowane jako dominujaca mikrobiota fermen-
tacyjna wina. Dynamika mikrobiologiczna wykazala,
ze sklad taksonomiczny mikrobioty zmniejszal si¢ wraz
z postepujacym procesem fermentacji z sukcesywna
dominacjg Lactobacillus i S. cerevisiae w koncowej
fazie procesu [31]. Ponadto analiza wspotwystepowania
ujawnita korzystne i antagonistyczne relacje pomiedzy
réznymi rodzajami lub gatunkami drobnoustrojow.
Bakterie kwasowe, w tym Gluconacetobacter spp., Lac-
tobacillus acidipiscis, Lactobacillus alimentarius, i Lacto-
coccus pisicium okazaly si¢ prawie antagonistyczne dla
Bacillus simplex, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefa-
ciens i Brevibacillus spp. Natomiast, korelacja pomiedzy
bakteriami a grzybami wykazata, ze B. amyloliquefa-
ciens, B. subtilis, Weissella confused, Lactobacillus brevis
i Pediococcus pentosaceus korzystnie wspotwystepowaty
z Candida ploysorbophila, Candida glabrata, Meyerozym
guilliermondii i Rhizopus oryzae. Trzy rodzaje bakterii,
a mianowicie Gluconacetobacter, Lactobacillus, Lac-
tococcus oraz trzy rodzaje grzybow Pichia, Wickerha-
momyces i Saccharomyces, zostaly okreslone jako pod-
stawowe mikroorganizmy funkcjonalne w produkeji
lotnych metabolitéw wtornych (estry, alkohole, lotne
kwasy), skorelowanych z poprawa jakosci aromatyczne;j
Wuyi Hong Qu [32].

Zintegrowane podejscie ,,food-omics” zostalo row-
niez wykorzystane do analizy profilu sukcesji i aktyw-
no$ci metabolicznej mikrobioty, tradycyjnej chinskiej
herbaty Pu-erh, wytwarzanej z lisci drzewa herbacia-
nego Camellia sinensis i Camellia assamica, wylacznie
w prowingji Yunnan [47, 97]. Rola herbaty Pu-erh jako
napoju przeciwutleniajacego, przeciwnowotworowego,
o wlasciwoéciach hipolipidemicznych, zmniejszaja-
cym toksyczno$¢ oraz wspomagajacym trawienie, jest
dobrze znana [6]. W przeciwienistwie do najczedciej
spozywanej czarnej herbaty, ktora powstaje w procesie
utlenienie katechin, herbata Pu-erh wytwarzana jest
poprzez spontaniczng fermentacje drobnoustrojowa
i staje sie coraz bardziej popularna w Europie i Stanach
Zjednoczonych [47]. Przetwarzanie surowej herbaty
Pu-erh obejmuje naturalne wysychanie, prazenie, wal-
cowanie, suszenie na stonicu i prasowanie [100]. Liscie
Pu-erh s3 nastepnie poddawane starzeniu w celu pro-
mowania naturalnej, stalej fermentacji substratu. Prze-
twarzanie dojrzalej herbaty zwykle obejmuje dodat-
kowy etap zwany palowaniem (kompostowaniem)
wykonywanym przed suszeniem w celu ulatwienia
procesu starzenia. Etap ten zwany fermentacja w stanie
stalym, obejmuje obrobke lisci w cieptym i wilgotnym
srodowisku trwajacg okoto 65 dni, a szczegélny smak
i wlasciwosci herbaty wynikaja ze zlozonych interakeji
mikrobiologicznych i procesu utleniania [95]. Analiza
metagenomiczna wykazala, Ze dominujacymi takso-
nami bakteryjnymi podczas 30 dniowego procesu fer-
mentacji Pu-erh byly Proteobacteria (48,42%), Firmi-
cute (19,91%), Actinobacteria (16,91%), Sinicobacteria
(9,95%) i Bacteroidetes (3,79%), a najczesciej obserwo-
wane taksony grzybowe nalezaly do rodzaju Aspergillus,
Debaryomyces, Rasamsonia i Thermomyces [95]. Wsrod
Proteobacteria dominowaly Pseudomonas, Enterobacte-
riaceae, Achromobacter, Acinetobacter, Stenotrophomo-
nas, Erwinia, Enterobacter oraz Klebsiella. W porow-
naniu ze spotecznosciag grzybéw, wzgledna liczebnosé¢
bakterii (27-37%) w trakcie spontanicznej fermentacji
Pu-erh byla nizsza w poréwnaniu do mikroorganiz-
mow eukariotycznych (48-55%). Sieci gendw 16SiITS
wykazaly, ze bakterie i grzyby wykluczajg sie wzajem-
nie, np.: Bacillaceae, Pseudoalteromonadaceae, Coma-
monadaceae wykazywaly ujemna korelacje z grzybami
Aspergillus, Rasamsonia, Panicillium, Debaryomyces
i Saccharomycetes [99]. Wigkszos¢ bialek sklasyfikowa-
nych w oparciu o profilowanie metaproteomu (MALDI-
-TOF MS) stanowity oksydoreduktazy, transferazy,
dehydrogenazy, peroksydazy, metylotransferazy, hydro-
lazy, ktore zostaly przypisane do Proteobacteria (75%)
i Ascomycota (96,6%). Szlaki funkcjonalne zostaly
réwniez powigzane z metabolizmem aminokwasdow,
biosynteza metabolitéw wtérnych czy metabolizmem
weglowodanow. Wykazano, Ze specyficzny aromat oraz
unikalna jakos¢ smakowa herbaty Pu-erh, jest istotnie
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skorelowana z réznorodnoscig i aktywnoscig mikrobio-
logiczng, zaréwno mikrobioty bakteryjnej jak i grzy-
bowej podczas poszczegélnych etapéw fermentacji
[47]. Analiza metabolomiczna wykazata, ze polifenole,
pigmenty herbaciane i alkaloidy sg w duzej mierze syn-
tezowane podczas fermentacji w wyniku zwigkszonej
aktywnosci peroksydazy, oksydazy i lakazy. Rodzaj
Aspergillus byt funkcjonalnym taksonem odpowiedzial-
nym za ich biokonwersje na wczesnych etapach fermen-
tacji, podczas gdy Bacillus, Rasamsonia, Lichtheimia i
Debaryomyces katalizowaly szereg reakcji zwigzanych
z powstawaniem aromatu w poznym stadium dojrzalej
fermentacji Pu-erh. Analiza sieci interakeji biologicz-
nych, wykazala wzrost ekspresji szlakéw skorelowa-
nych z jakoscig zapachu herbaty, w tym zwigzanych
z biotransformacja karwonu oraz pochodnych kwasu
fenolowego. Wysoki poziom ekspresji metylotransfe-
razy byl istotnie skorelowany z Pseudomonas (49,34%)
i Aspergillus (43,35%) na wczesnym etapie fermenta-
cji. Ponadto, badania w oparciu o analizy metabolomu
wykazaly, ze zawarto$¢ kofeiny w lisciach fermentowa-
nej herbaty zmniejsza si¢ okofo 30% podczas biodegra-
dacji w teofiline, katalizowanej z udzialem Aspergillus
niger, Aspergillus sydowii, Candida albicans, Candida
famata i Pseudomonas sp. [98].

Funkcjonalne analizy metagenomiczne ujawnity
réwniez nowy wglad w dynamike mikrobiologiczna,
réznorodnos¢ i interakcje mikrobioty bioracej udzial
w procesie fermentacji ziarna kakaowego [33]. W szcze-
golnosci wykryto obecnoé¢ rzadkich taksonéw obej-
mujacych oportunistyczne gatunki, tj. Erwinia tasma-
niensis, L.lactis, L.mesenteroides, Oenococcus oeni
oraz spolecznodci fagowe Myoviridae i Siphoviridae
przypisane do sekwencji Lactobacillus i Enterobacter.
Dzigki rekonstrukeji szlakéw metabolicznych wyka-
zano dominujgcy udzial LAB, w tym Lactobacillus fer-
mentum i Lactobacillus plantarum w heterolaktycznej
fermentacji i szlaku asymilacji cytrynianu. Rola Entero-
bacteriaceae w konwersji substratow zostata wykazana
poprzez obecno$¢ genéw kodujacych enzymy szlaku
syntezy mleczanu, octanu, etanolu oraz detoksykacji
metyloglikosalu. Ponadto wyniki badan potwierdzity
kluczowa role utleniajacego etanol Acetobacter pasteu-
rianus, umozliwiajac przyszla ukierunkowang selekcje
wspolistniejacych szczepdw jako funkcjonalne kultury
starterowe do kontrolowanych proceséw fermentacji
ziaren kakaowych.

Na skale przemystows, technologia HTS w opar-
ciu o sekwencjonowanie amplikonu 16S i 185 rDNA
zostala wykorzystana w celu zoptymalizowania i kon-
troli procesu fermentacji Kombucha, azjatyckiego fer-
mentowanego napoju na bazie zielonej i czarnej her-
baty [11]. Obecnie ten naturalnie musujacy napdj stat
sie popularny w Europie i Ameryce Pdlnocnej, jako
suplement wykazujacy wlasciwosci zdrowotne (detok-

sykacja, przeciwnowotworowe), ktére moga pochodzi¢
z samej herbaty lub metabolitow wytwarzanych przez
mikrobiote podczas procesu fermentacji [7]. Pomimo
zarzutow kampanii marketingowych dotyczacych bez-
pieczenstwa mikrobiologicznego Kombucha, w literatu-
rze wcigz brakuje badan potwierdzajacych wlasciwosci
zdrowotne tego produktu. Tradycyjnie uzyskiwany
przez fermentacje stodzonej czarnej lub zielonej her-
baty (8-12 dni w warunkach tlenowych i statycznych)
w obecnosci rdzennej spoteczno$ci mikroorganizmow
tworzacych naturalny plywajacy celulozowy biofilm,
zwany ,blonkg’, produkt koncowy jest szczegélnie
bogaty w kwasy organiczne i CO,; kazda fermentacja
prowadzi do nowej warstwy biofilmu, ktéra jest wyko-
rzystywana do przyszlych fermentacji jako starter [56].
Mikrobiologiczng dynamike zmian monitorowano
zaréwno w oparciu o fermentacje czarnej i zielonej her-
baty oraz biofilmu [11]. Dominujace rodzaje bakterii
nalezaly do Acetobacteraceae i w mniejszym stopniu do
Lactobacteriaceae, podczas gdy gtéwne drozdze sklasy-
fikowano do Dekkera, Hanseniaspora i Zygosaccharomy-
ces. Gluconacetobacter europaeus, Gluconobacter oxy-
dans i Acetobacter peroxydans reprezentowaly gatunki
dominujace, a Oenococcus oeni, byt silnie skorelowany
z fermentacjg zielonej herbaty. Zaobserwowano, ze
kinetyka wzrostu jest bardzo podobna dla wszystkich
grup mikroorganizméw, zaréwno w fermentacji Kom-
bucha czarnej, jak i zielonej herbaty, ale z wyzszymi
warto$ciami w poréwnaniu do stabilnego biofilmu.

Fermentowane produkty na bazie roslinnej
Technologie ,food-omics” okazaly si¢ poteznym
narzedziem do badania zlozonej mikrobioty $rodo-
wiskowej i §ledzenia proceséw fermentacji azjatyckiej
zywnosci pochodzenia roélinnego, tj. pasty sojowe [84],
tofu [23], Kinema [42] czy Kimchi [36]. Produkty te
naleza do tradycyjnych fermentowanych produktéw,
powstajacych w spontanicznej fermentacji z uzyciem
naturalnych kultur starterowych o zfozonych kompo-
zycjach mikrobiologicznych. Spozywane jako dodatek
do warzyw, ryb, migs lub jako skfadnik przyprawowy
cieszg sie duzym zainteresowaniem ze wzgledu na obec-
nos¢ réznych prozdrowotnych zwigzkéw bioaktywnych
wytwarzanych podczas procesu ich fermentacji. Rosnace
zainteresowanie produktami pochodzenia roslinnego na
ktorych oparta jest dieta weganska spowodowala inten-
syfikacje technik ,,omics” w kierunku poznania funkcjo-
generowaniu unikalnych waloréw smakowych i aroma-
tycznych oraz ich wtasciwosci zdrowotnych.
Spolecznos¢ bakteryjna ,,meju” koreanskiego pro-
duktu fermentowanego pochodzacego z soi, zostala
scharakteryzowana w jednym z pierwszych badan
ekologii mikrobiologicznej zywnosci przy zastosowa-
niu podejscia 16S rDNA [41]. Meju przypominajace
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japonskie ,,natto” i ,miso” oraz indonezyjskie ,tempeh”
jest podstawa wielu azjatyckich produktéw, w ktérych
sfermentowane pasty sojowe miesza si¢ z przypra-
wami, warzywami i ryzem, np.: Cheonggukjang [63],
Doenjang [61] i Kochjang [62]. Analiza populacji bak-
teryjnej z wykorzystaniem 16S rDNA dla wszystkich
trzech produktéw wykazala ogélna dominacje Bacillus
spp. (B. subtilis, Bacillus licheniformis, B. amyloliquefa-
ciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans), a nastgpnie
Enterococcus spp. (Enterococcus faecium, Enterococ-
cus faecalis), Lactobacillus spp. oraz gatunki innych
rodzajow LAB (Leuconostoc, Weissella, Tetragenococ-
cus). Ponadto, podczas fermentacji Doenjang, Lacto-
bacillus byt istotnie skorelowany ze wzrostem kwasu
y-aminomastowego (GABA), natomiast Tetrageno-
coccus dominowat w fazie wzrostu mleczanu, octanu,
putrescyny i tyraminy [37]. Przypuszcza sie, ze Tetrage-
nococcus moze by¢ przede wszystkim odpowiedzialny
za produkcje kwaséw organicznych i amin biogennych.

Innym koreanskim produktem, ktéry byt aktywnie
badany, jest Kimchi [36, 39]. W fermentacji Kimchi
sekwencjonowanie metagenomu ujawnito zaangazo-
wanie zlozonej kohorty bakteryjnej i zmiang ekspresji
genow na roznych etapach fermentacji. Dominujaca
populacja metagenomu podczas procesu fermentacji
Kimchi byty Proteobacteriae i Firmicute. Ponadto, sklad
ilosciowy mikrobioty zmienial si¢ podczas poszczegol-
nych etapow fermentacji; we wczesnej fazie fermentacji
dominowaty Enterobacter, Vibrio i Pseudomonas, pod-
czas gdy Lactobacillus, Weissella i Leuconostoc stanowity
dominujaca mikrobiote na pdzniejszych etapach pro-
cesu [36]. Ponadto analiza oparta na RNA-seq ujawnila,
ze geny zwigzane z wytwarzaniem smaku byly kodo-
wane przez L. mesenteroides na poczatkowych etapach
procesu fermentacji, co sugeruje, ze gatunek ten moze
odgrywaé znaczaca role w procesie ksztaltowania sie
pozadanych cech organoleptycznych. Profile ekspresji
genow wskazywaly zmniejszenie metabolizmu biatek
w czasie, w polaczeniu ze wzrostem syntezy witamin,
tolerancji na stres i metabolizmu weglowodandw, szcze-
gblnie szlakow fermentacji kwasu mlekowego. Kwan-
tyfikacja metabolitow tworzonych podczas fermentacji
Kimchi wykazala, ze wzrost mleczanu, octanu i etanolu
we wczesnej fazie fermentacji byl istotnie skorelowany
z aktywno$cig metaboliczng LAB, ktore réwniez byty
dominujacymi producentami mannitolu.

Ciekawe wyniki, w oparciu o zintegrowane ana-
lizy metagenomiczne i metabolomiczne zostaly opu-
blikowane w przypadku fermentowanych produktéow
sojowych, tj. sufu [85], Kinema [42] i sos sojowy [84].
W oparciu 0 WMS przeanalizowano profil sukcesji
i potencjatu funkcjonalnego metagenomu pasty sojowej
Kinema, otrzymywanej w procesie spontanicznej fer-
mentacji gotowanych zéttych nasion soi [42]. Analiza
spolecznosci bakteryjnej wykazala, ze B. subtilis, B. amy-

loliquefaciens, B. licheniformis, Corynobacterium gluta-
micum, Bacillus pumilus i L. lactis byly dominujacymi
gatunkami, a ich réznorodno$¢ wahata sie nieznacznie
w calym okresie fermentacji, wskazujac na aktywne
wystepowanie sukcesji bakteryjnej. Ponadto, wykryto
obecnos¢ patogennych gatunkéw Bacillus cereus, Pro-
teus mirabilis, Staphylococcus aureus, Proteus penneri,
E. faecalis i Staphylococcus saprophyticus, ktorych liczeb-
no$¢ zmieniala si¢ w zaleznosci od pory roku. Funk-
cjonalne profilowanie metagenomu ujawnito obecnos¢
genow bioracych udzial w metabolizmie alaniny, glu-
taminianu, argininy, proliny, powiazanych z biosynteza
zwigzkow aromatycznych w trakcie fermentacji. Geny
sklasyfikowane do Lactococcus, Enterococcus i Strep-
tococcus byly istotnie skorelowane z metabolizmem
kofaktoréw witamin, niezbednych do funkcjonowania
enzymow i metabolizmu komoérkowego, ktdre osta-
tecznie poprawiajg jako$¢ odzywcza fermentowanego
produktu. Wiekszo$¢ enzyméw metabolizmu weglowo-
danéw (hydrolazy, glikozylotransferazy, esterazy) przy-
pisanych do Firmicutes (91,29%), Actinobacteria (7,41%)
i Proteobacteria (3,75%), byto zaangazowane w biosyn-
tez¢ disacharyddéw, oligosacharydéw oraz degradacje
hemicelulozy, polisacharydéw i pektyn. Ponadto, rekon-
strukcja szlakéw metabolicznych wykazala obecnos¢
biokatalizatoréw, prawdopodobnie zaangazowanych w
transformacje polimeréw biatkowych i weglowodano-
wych w bioaktywne czasteczki o korzystnych prozdro-
wotnych wlasciwosciach. W genomie Enterococcus sp.,
B. cereus, Lactobacillus lactis i Carnobacterium maltaro-
maticum zidentyfikowano geny kilku pozadanych enzy-
mow, tj. B-galaktozydaza, p-glukozydaza, p-ksylozydaza
i dekarboksylaza glutaminianowa. Katalityczna funkcja
dekarboksylazy glutaminianowej zostata potwierdzona
dla biosyntezy kwasu y-aminomastowego (GABA) [42].
Ponadto, w zacierach sosu sojowego, szlaki genowe
Enterococcus, Pediococcus byly dodatnio skorelowane z
obecnoscig fosfofruktokinazy, kinazy pirogronianowej
i dehydrogenazy mleczanowej, kluczowych enzymoéw
szlaku produkcji kwasu mlekowego [84].

Sufu, zwany takze ,serem orientalnym” jest pro-
duktem fermentacji soi, ktory w zaleznosci od szczepu
zastosowanego jako starter oraz koloru i smaku jest
klasyfikowany jako czerwone i biale sufu [85]. Ana-
lizy w oparciu o 16S rDNA wykazaly, ze Lactococcus,
Actinobacter, Tetragenococcus, Pseudomonas i Lacto-
bacillus byly dominujacymi bakteriami i kluczowymi
czynnikami podczas fermentacji sufu, lecz profile
taksonomiczne réznity si¢ miedzy handlowym czer-
wonym, a bialym sufu. W szczegolnosci Lactococcus,
Streptococcaceae i Lactobacillales dominowaly w prob-
kach czerwonego sufu, podczas gdy Enterococcus,
Tetragenococcus i Bacillales byly powszechne w prob-
kach bialego. Profile metabolomiczne fermentacji sufu,
wykazaly dodatnia korelacje Lactococcus z produkcja
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lotnych zwigzkéw smakowych (etanol, octan etylu,
benzaldehyd) oraz kwaséw organicznych (mréwkowy,
jabtkowy). Tetragenococcus i Comamonas byly istotnie
skorelowane ze szlakiem syntezy i transformacji amino-
kwasow, a Streptococcaceae i Moraxellaceae promowaly
wzrost stezenia kwasu mrowkowego. Ponadto, Mora-
xellaceae reprezentowany glownie przez Actinobacter
byt pozytywnie powigzany z metabolitami smakowymi,
szczegblnie estrami [85].

Analizy 16S rDNA zastosowano réwniez do prze-
Sledzenia struktury mikrobioty sfermentowanych
oliwek stolowych w stylu hiszpanskim i greckim [9].
Fermentacja w stylu greckim obejmuje naturalne, nie-
przetworzone oliwki, ktore sg bezposrednio solone po
zbiorach; fermentacja w stylu hiszpanskim obejmuje
poprzedni etap mycia owocdéw rozcienczonych roz-
tworem NaOH (2-3%). Poczatkowy etap fermentacji,
zardwno greckiej, jak i hiszpanskiej charakteryzowat
sie wysokim poziomem halofilnych bakterii Chromo-
halobacter i Halomonas, Marinilactibacillus, ktore sta-
nowily okoto 60% catkowitej populacji bakterii, pod-
czas gdy pod koniec procesu fermentacji Lactobacillus
reprezentowal gléwna populacje bakteryjng obecna na
powierzchni oliwek. Wérod Lactobacillus dominujace
gatunki stanowily Lactobacillus plantarum i Lactoba-
cillus pentosus, podczas gdy Chromohalobacter salarius
i Marinilactibacillus piezotolerans zidentyfikowano
wérdéd rodzajow halofilnych. Fermentacja w stylu hisz-
panskim byta zwigzana z wigkszg liczbg Enterobacte-
riaceae, takich jak Enterobacter, Citrobacter, Escherichia
i Klebsiella. Roznice te moga tlumaczy¢ szczegdlne
wlasciwosci bezpieczenstwa i zachowania tych dwdch
form fermentowanych surowcéow.

Analizy metagenomiczne wykorzystano réwniez
w przesledzeniu procesow fermentacji zakwasow pie-
karskich, ktére od bardzo dawna odgrywaja istotna role
w produkeji zywno$ci opartej na bazie maki. Zakwas jest
szeroko stosowany jako starter do wyrobu chleba w calej
Europie [29], a takze jako idealne inokolum w wytwa-
rzaniu chinskiego chleba na parze [93]. W technolo-
gii chleba ocena réznorodnosci, struktury i dynamiki
populacji mikroorganizméw jest zwykle przeprowa-
dzana podczas procesu fermentacji zakwasu. Stabilne
ekosystemy zakwasow moga by¢ zamieszkate przez pro-
ste lub bardzo zfozone konsorcja reprezentowane przez
rézne gatunki LAB i drozdze [18, 29]. Najbardziej roz-
powszechnione gatunki LAB nalezg do rodzajoéw Lac-
tobacillus, Pediococcus, Leuconostoc i Weissella, podczas
gdy reprezentujace gatunki drozdzy nalezg do kladow
Kazachstanstania i Saccharomyces [17]. Procesy fermen-
tacyjne poprawiajgce jakos¢ powstatego produktu pod
wzgledem tekstury, smaku, warto$ci odzywczej oraz
wydluzenia okresu przydatnosci do spozycia sg $cisle
zwigzane ze stabilnoscig i aktywnoscig metaboliczna
mikrobioty spontanicznych zakwaséw.

Szeroko zakrojone analizy w oparciu o 16S rDNA
i ITS mikrobioty spontanicznych zakwasoéw wykazaty, ze
na bioréznorodno$¢ i stabilnos¢ konsorcjum zakwasow
maja wptyw mikrobiologiczny i chemiczny sklad surow-
cow, interakcje miedzy populacjami mikroorganizmoéw
oraz rozne parametry fermentacji, w tym temperatura,
wielko$¢ inokulum, wydajnos¢ ciasta i czas fermentacji
[51]. Badania majace na celu przesledzenie dynamiki
zmian mikrobioty podczas 72h procesu fermenta-
cji, wykazaly wysokie tempo zmiennoéci w obrebie
struktury taksonomicznej populacji drozdzy i bakterii.
Ponadto, dynamika spotecznosci mikroorganizmoéow
w spontanicznie rozpoczynajacych si¢ zakwasach
wykazala, ze konsorcjum zakwaséw osigga stabiliza-
cje poprzez trojfazowa ewolucje, charakteryzujaca sie
przewaga nietypowych LAB, typowych LAB i wysoce
dostosowanych LAB zakwaséw [58]. W oparciu o
meta-analize 583 zakwasow, uwzgledniajacg zaréwno
warunki procesu jak i réznorodnos¢ mikrobioty wyka-
zano, ze najbardziej rozpowszechniona grupe bakterii w
zakwasach byly LAB reprezentowane przez Lactobacil-
lus sanfranciscensis (47%) oraz Lactobacillus plantarum
(44%) [87]. Spontaniczna fermentacja na bazie trzech
rodzajow maki (orkiszowa, pszenna, zytnia) wykazala,
ze dominujaca populacja we wszystkich rodzajach
zakwasow po 72 h fermentacji byly Firmicutes, reprezen-
towane wylgcznie przez Lactobacillales, a dwa pozostale
i mniej liczne typy bakterii stanowity Proteobacteria i
Bacteroidetes. Po 24 h fermentacji zakwasu Zytniego
dominujgcym rodzajem byt Weissella sp., ktory na dal-
szych etapach procesu fermentacji zostal zdominowany
przez Lactobacillus, podobnie jak w pszenicy i zakwasie
orkiszowym. Lactobacillus dominowal we wszystkich
zakwasach po 72h fermentacji [4]. Analiza metage-
nomiczna réznorodno$¢ LAB i drozdzy tradycyjnych
zakwasow z zachodniego regionu Mongolii wykazala, ze
dominujacymi gatunkami populacji mikroorganizméw
byly Lactobacillus plantarum i S. cerevisiae [93], podczas
gdy Liu in. [51] wykazal, Ze kluczowym gatunkiem LAB
chinskich zakwaséw byt Lactobacillus sanfranciscensis.
W sumie, meta-analiza wykazala, ze ponad 90% opisa-
nych bakterii w zakwasach nalezato do LAB, reprezen-
tujacych 24 gatunki, z czego 17 z nich stanowily pateczki
kwasu mlekowego.

Fermentowane produkty na bazie miesa
i owocéw morza

Kolejnym obszarem szerokiego wykorzystania
badan z zakresu metagenomiki jest sektor przemy-
stu miesnego. Badania koncentrujg si¢ gléwnie na
okresleniu skladu gatunkowego mikrobiomu kielbas.
Przeprowadzono kilka niezaleznych badan w oparciu
o analizy 165 rDNA, dotyczacych okreslenia skladu tak-
sonomicznego oraz dynamiki zmian mikrobioty w fer-
mentowanych produktach migsnych [69, 73]. Wyka-
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zano, ze ponad 30 réznych rodzajow Staphylococcaceae
i Lactobacillaceae jest obecnych podczas dojrzewania
sfermentowanych kietbas, z dominacjg Lactobacillus
sakei podczas spontanicznej fermentacji, jak réwniez
innych bakterii, tj. Lactobacillus curvatus, Leuconostoc
carnosum, S. xylosus i Staphylococcus succinus [30].
Rozwoj koagulozoujemnych Staphylococcus i Kocuria
podczas fermentacji prowadzi do proteolizy i lipolizy
miesa, podczas gdy Lactobacillus s3 odpowiedzialne za
spadek pH, produkcje kwasu mlekowego oraz wytwa-
rzanie niewielkich ilo$ci kwasu octowego, etanolu, ace-
toiny, dwutlenku wegla i kwasu pirogronowego [73].
Podej$cie metagenomowe w polaczeniu z analizami
metabolicznymi zostato wykorzystane do przesledzenia
etapoéw spontanicznej i inokulowanej fermentacji tra-
dycyjnych wloskich kietbas [25]. Sktad taksonomiczny
mikrobioty kielbas podczas inokulowanej fermentacji
wykazal dominacje L. sakei i S. xylosus, jako kultur star-
terowych oraz spadek proporcji Lactibacillus curvatus,
Staphylococcus equorum i Actinobacter sp. Wzrost domi-
nacji L. sakei byt istotnie skorelowany z szybszym tem-
pem zuzycia substratow fermentacyjnych, obnizeniem
pH oraz wzrostem ilosci kwasu octowego i zwigzanego
z nim zapachu (ostry, kwasny, serowy, octowy) obni-
zajacego walory organoleptyczne produktu. Podczas
fermentacji spontanicznej kietbas, najliczniejsza grupe
metagenomu stanowily L.sakei (56%) i L.curvatus
(20%) oraz szereg mniej licznych taksonéw zidentyfiko-
wanych jako S. xylosus, Leuconostoc sp., L. lactis, a takze
Actinobacterium, Pseudomonas i Priopionibacterium.
Rdzenna mikrobiota spontanicznie fermentowanych
kietbas charakteryzowata si¢ obecnoscig genéw szlaku
biosyntezy ex novo kwasow ttuszczowych, syntezowa-
nych z metabolizmu pirogronianéw i aminokwaséw.
Zgodnie z tym, podwyzszony poziom estréw o dlugich
taficuchach, tj. oktonian etylu i dekanonian pod koniec
procesu dojrzewania byl pozytywnie skorelowany z
owocowym i stodkim zapachem kietbas [25].
Fermentowane owoce morza zwane Jeotgal s3 pow-
szechnie spozywane w Azji zwlaszcza w Korei Potu-
dniowej. Do niedawna rdéznorodnos¢ mikrobiolo-
giczna fermentowanych produktéw z owocéw morza
pozostawala w przewazajacej mierze nie opisana. NGS
oraz analizy taksonomiczne w oparciu o 16S rDNA
i ITS umozliwily identyfikacje metagenomu krewetek,
matw czy krabow [39]. We wszystkich analizowanych
produktach zidentyfikowano dwa rodzaje bakterii z
grupy LAB, Lactobacillus i Weissella, ktore byty obecne
w réznych proporcjach w zaleznosci od rozpatrywa-
nego produktu. Tylko w jednym produkcie, opartym
na fermentacji ostryg dominujaca mikrobiota byla
halofilna bakteria Salinivibri, stanowigca 89% anali-
zowanego metagenomu [43]. Badania te, sa sprzeczne
z wynikami Jung i in. [36], w ktérych wykazano, ze
w Saeu-jot (jeotgal oparty na fermentacji krewetek)

LAB stanowily niewielka populacje oraz byly stabilne
podczas catego procesu fermentacji. W poczatkowym
etapach fermentacji krewetek dominowaly Proteobacte-
riae (Photobacterium, Vibrio), ktore na dalszych etapach
procesu fermentacji zostaly zdominowane przez Firmi-
cutes, tj. Staphylococcus, i Alcalibacillus oraz Halanaero-
bium. Co ciekawe, analizy metagenomu doprowadzily
réwniez do stwierdzenia, Ze szeroko rozpowszechniong
bakterig w koreanskich sfermentowanych produktach
z owocOw morza sg Archaebacteriae.

W oparciu o 16S rDNA wykazano dynamiczng suk-
cesje spolecznosci bakteryjnej oraz ich korelacji z jako$-
cig fermentowanego chinskiego sosu rybnego [19].
Tworzenie unikalnych smakoéw i skladnikéw odzyw-
czych sosu bylo $cisle powigzane z aktywnos$cig mikro-
bioty fermentacyjnej. Dominujaca biotg bakteryjna fer-
mentacji sosu rybnego byly Firmicutes (Halanaerobium,
Bacillus, Tetragenococcus) i Proteobacteria, gtéwnie tym
Shewanella, a réznorodno$¢ i bogactwo spoleczno-
$ci bakteryjnej stopniowo rosto wraz z wydluzeniem
czasu fermentacji. Na poziomie typu Proteobacteria
wykazywala tendencje wczesnego spadku, a pdzniej
wzrostu, podczas gdy Firmicutes wykazywaly tenden-
cje odwrotng. Wiele innych rodzajow bakterii, w tym
Pseudomonas, Psychrobacter, Tissierella, Carnobacte-
rium i Gallicola zostalo sklasyfikowanych na péznym
etapie fermentacji. Halanaerobium byt dodatnio skore-
lowany z produkejg trimetyloaminy, natomiast Tetra-
genococcus wykazal nie tylko potencjat do produkeji
kwasu, ale réwniez do redukgji szkodliwych substancji,
takich jak amoniak i aminy.

3.2. Monitorowanie warunkow przechowywania
Zywnosci

Wigkszo$¢ badan w oparciu o technologie ,,omics”
koncentruje si¢ na dynamice mikrobioty zywnosci, ale
niewiele wiadomo na temat zmiennosci produkeji par-
tii 1 zmian mikrobiologicznych zachodzacych podczas
przechowywania. W celu wydltuzenia okresu trwalosci
wielu latwo psujacych si¢ produktéow spozywczych
w przemysle stosuje si¢ rdzne metody przediuzania ich
trwatosci, tj. chlodzenie, pakowanie prozniowe, pako-
wanie w modyfikowanej atmosferze, dodatek nizyny
[24]. Wiadomo, ze mikrobiota produktéw spozywczych
ulega znacznej zmianie sktadu gatunkowego i iloscio-
wego pod wplywem modyfikacji temperatury, pH oraz
stezenn NaCl a wahania w skladzie mikrobiomu maja
istotny wplyw na koncowa jako$¢ uzyskiwanego pro-
duktu [6]. Przechowywanie w warunkach chtodniczych
jest powszechnym podejsciem umozliwiajgcym zacho-
wanie $wiezo$ci i wartosci odzywczych zywnosci. Jed-
nak zastosowanie niskich temperatur, opakowan i §rod-
kow przeciwdrobnoustrojowych moze mie¢ wpltyw na
sukcesje i aktywnos¢ metaboliczng ,efemerycznych
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mikroorganizméw powodujacych psucie” (ESO), a ich
rzeczywisty wklad w psucie zalezy w duzej mierze od
warunkéw przechowywania. Narzedzia metageno-
miczne mogg poprawi¢ zrozumienie ekologii mikro-
biologicznej linii przetwarzania zywnosci [39]. Produ-
cenci zywnosci bedg mogli zweryfikowa¢ lub usprawni¢
biezgce zarzadzanie zagrozeniami mikrobiologicznymi,
wykorzystujac podejscie metagenomiczne do monito-
rowania zaréwno liczebnosci jak i aktywnos$ci meta-
bolomicznej mikrobioty w celu zaplanowania odpo-
wiednich warunkéw przetwarzania i przechowywania
produktéw zywnosciowych.

W oparciu o 16S rDNA wykazano, ze dlugotrwale
chtodzenie istotnie zwiekszylo skfad gatunkowy Pseu-
domonas i Enterobacteriaceae w analizowanym meta-
genomie szpinaku [54]. Podobne obserwacje wykazano
dla przechowywanych w chlodni stekéw wolowych,
w ktorych analiza 16S rDNA wykazala istotng korela-
cje zmniejszenia roznorodnosci naturalnej mikrobioty
bakteryjnej i wzrostu gatunkéw bakterii odpowie-
dzialnych za psucie, w tym Pseudomonas i Brochothrix
thermosphacta [13]. Ponadto, analiza ITS w oparciu
o 18S rDNA wykazala, zréznicowanie taksonomiczne
populacji grzybdw podczas przechowywania w chtodni
zbioréw jablek [78] oraz salaty [44]. W poréwnaniu
z probkami z punktu skupu, jablka przechowywane w
chtodni wykazaly wzrost wzglednej liczebnosci kilku
rodzajow grzybow, w szczegolnosci Aspergillus, Botry-
tis, Mucor i Penicillium.

Podejscie metagenomiczne poprzez precyzyjne skla-
syfikowanie spolecznoéci mikrobiologicznej zostalo
wykorzystane do opracowania strategii eliminowania
wad produktéw spozywczych zwigzanych z obecnoscia
mikrobioty ESO [20]. Polaczone analizy WMS oraz
16S rDNA umozliwily identyfikacje termofilnej bak-
terii Thermus thermophilus, bedacej przyczyng defektu
seréw, tzw. rézowego przebarwienia [71]. Doglebna
analiza genomu T. thermophilus ujawnila obecno$¢
genow biorgcych udzial w biosyntezie karotenoiddw,
w tym gendéw odpowiedzialnych za synteze likopenu
(crtB i crtl). Ponadto, analiza WMS chinskiego wina
ryzowego ujawnita, ze L. brevis koduje geny poten-
cjalnie zaangazowane w psucie, w tym geny zwigzane
z synteza biotyny, fermentacja malolaktyczng i wytwa-
rzaniem krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych.
Ponadto, przy uzyciu sekwencjonowania 16S rDNA
wykazano, ze bakterie Leuconostoc gasicomitatum sa
odpowiedzialne za psucie si¢ marynowanych pro-
duktéw drobiowych, a proces marynowania istotnie
zmniejszyt udzial B.thermosphacta oraz gatunkow
Clostridium i Enterobacteriaceae w analizowanej probce
[13]. W innych badaniach, wykazano, Ze zmniejszenie
soli w migsie przeznaczonym na kietbasy zmniejsza
bioréznorodno$¢ mikrobioty bakteryjnej, co przyczy-
nia si¢ do szybszego psucia produktu. Dzigki wyzszym

stezeniom NaCl wraz z polaczeniem pakowania proz-
niowego wykazano zwiekszong liczebnos¢ subpopu-
lacji Enterococcaceae i Leuconostocaceae skorelowana
z wydluzeniem okresu trwatosci kietbas [27]. Ponadto,
analiza 16S rDNA wykazala, Ze zastosowanie nizyny
jako $rodka konserwujgcego istotnie hamuje wzrost
Kocuria rizophila, S. xylosus, L. carnosum i Carnobac-
terium divergens powodujacych psucie chlodzonych
ryb i produktéw miesnych [24]. W jednym przypadku
technologie WGS wykorzystano do identyfikacji pato-
genow przenoszonych przez zywno$¢ w mikrobiomie
tancucha produkcji wotowiny [91]. Chociaz przetwa-
rzanie produktu zmniejszylo calkowita liczbe bakterii
w migsie, zauwazono, ze spowodowalo wzrost wzgled-
nej liczebnosci Salmonella enterica, E. coli i Clostridium
botulinum, potencjalnie ze wzgledu na ich zdolnos¢ do
przetrwania interwencji przeciwbakteryjnych [91].

3.3. Monitorowanie bezpieczenstwa zywnosci

Ze wzgledu na $rodowisko produkeji zywnosci
i zagrozen spowodowanych skazeniami, wdrozenie ana-
liz metagenomicznych umozliwi identyfikacje i monito-
rowanie zanieczyszczen mikrobiologicznych zywnosci,
w tym $wiadomych i biologicznych strategii kontroli
patogenéw w $rodowisku tancucha pokarmowego [5,
45]. Zrédto skazen mikrobiologicznych w przemysle
spozywczym, to przede wszystkim mikrobiota pier-
wotna produktéw zwierzecych i roslinnych (migso, jaja,
mleko, warzywa, owoce), mikrobiota surowcéw dodat-
kowych (cukier, przyprawy, sol), mikrobiota srodowisk
urzadzen i higiena personelu produkcyjnego. Zywnoéé
jest zrodlem skladnikow odzywezych dla cztowieka, ale
réwniez idealnym $rodowiskiem rozwoju wielu mikro-
organizmoéw. Cze$¢ z tych drobnoustrojow to mikro-
organizmy charakterystyczne dla danego produktu
(saprofityczne), ktore stanowig mikrobiote rodzima oraz
naniesiong, pochodzaca ze $rodowiska zewnetrznego.
Mikrobiota ta powoduje pogorszenie cech smakowych
lub zapachowych produktu, jego struktury, konsystencji
ibarwy oraz obnizenie warto$ci odzywczej. Drugg grupe
stanowig mikroorganizmy chorobotworcze (patogeny),
wywolujace zatrucia i zakazenia pokarmowe. Podejscie
w oparciu 0 WMS umozliwia identyfikacje patogenow
zywnosci o okreslonych cechach wirulencji. Na przy-
kiad, stosujac wysokoprzepustowe sekwencjonowanie
metagenomu (WMS) szpinaku zidentyfikowano szczep
E. coli produkujacy toksyne Shiga [45] oraz sklasyfiko-
wano genom (WGS) patogennej Listeria monocytogenes
wyizolowanej z mikrobiomu lodéw [65]. Testy oparte
o analizy WMS umozliwily réwniez identyfikacje,
pochodzenie i wzorzec dystrybucji genéw kodujacych
oporno$¢ na antybiotyki w wielu réznych $rodowiskach,
tj. zwierzeta, obornik, zbiorniki wodne czy gleba [68].
Stosowanie antybiotykéw w produkeji zwierzecej spo-
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wodowalo rozprzestrzenianie si¢ w Srodowisku genow
opornosci na antybiotyki, szczegélnie ludzkich pato-
genow, ktdre moga by¢ obecne w lancuchu produkeji
zywnosci [64]. Na przyktad, Maury i wsp. [57] w oparciu
o RNA-seq zidentyfikowali dodatkowe nowe czynniki
zjadliwosci L. monocytogenes, poréwnujgc genom szcze-
poéw klinicznych i szczepdéw zwigzanych z zywnoscia.
Szeroko zakrojone badania ognisk skazenia zywnosci
dotycza identyfikacji patogendw tj., Salmonella enterica,
E. coli O157:H7, Campylobacter jejuni czy Clostridium
botulinum [15]. Analizy metagenomowe zostaly wyko-
rzystane do zbadania wplywu leczenia antybiotykami
na profil mikrobiomu trzody chlewnej, dla ktérej wyka-
zano przesuniecie filotypow bakteryjnych spowodowane
wzrostem E. coli [53]. Natomiast, badania wykonano dla
mikrobiomu kurczat po kuracji penicylinowej, wykazaty
przesunig¢cia mikrobioty jelitowej w kierunku wzrostu
Firmicutes i zmniejszenia udzialu Bacteroides; podobne
zaleznosci w dysbiozie mikrobioty jelitowej zaobser-
wowano wsrod ludzi otylych [79]. Analogicznie, prote-
omika zostala réwniez dobrze udokumentowana, aby
zapewni¢ cenne podejscie do wykrywania i identyfika-
cji patogendéw przenoszonych przez zywnos$¢. Analiza
w oparciu 0 MALDI-TOF MS z powodzeniem zostata
wykorzystana do scharakteryzowania réznych podty-
pow E.coli [22] oraz L. monocytogenes bezposrednio
z selektywnie wzbogaconego bulionu [34]. W innym
badaniu, Gilquin i wsp. [28] zastosowali test prote-
omiczny do wykrywania pieciu patogendw w zywnosci,
w tym Clostridium perfringens, S. aureus, Shigella dysen-
teriae oraz E. coli i Campylobacter jejuni. Wyniki badan
proteomicznych moga stanowi¢ ogromne wsparcie w
zrozumienie mechanizmdéw opornoéci na antybiotyki i
tworzenie biofilméw patogenéw pokarmowych.
Analizy metagenomiczne mogg znalez¢ zastosowanie
do badan na réznych etapach taiicucha produkeyjnego
lub w réznych obszarach zaktadu produkcyjnego, w kto-
rych konieczne jest podjecie dziatan zmierzajacych do
poprawy stosowanych praktyk higienicznych. Zaklady
produkcyjne mozna postrzega¢ jako swego rodzaju eko-
systemy mikrobiologiczne, gdzie konieczne jest regu-
larne monitorowanie miejsc szczegdlnie narazonych
na wystepowanie siedlisk mikroorganizméw lub zré-
dfa ich potencjalnego skazenia. Drobnoustroje w zakta-
dach przetwodrczych wystepuja najczesciej w zorgani-
zowanych, przytwierdzonych do podioza skupiskach,
zwanych biofilmem. Dzigki takiej organizacji bakterie
zyskujac odpornos¢ na $rodki czyszczace i dezynfeku-
jace, moga stanowi¢ zrodlo skazenia srodowiska pro-
dukcyjnego i zanieczyszczenia produktéw zywnosci [5].
Ponadto, podkresla sig, ze srodowisko produkeyjne jest
zrédtem ciaglej ,,inokulacji” szczepow podczas fermen-
tacji i dojrzewania, ktére moga miec istotne cechy tech-
nologiczne i wplywaé na cechy produktu koncowego
[30]. Techniki oparte na 16S rDNA i ITS wykazaly, ze

Pseudomonas, Acinetobacter, Debaryomyces i Lactococ-
cus zdominowaly powierzchnie linii technologicznych
zakladéw mleczarskich [83], a bakterie i drozdze stano-
wigce mikrobiote zakwaséw chlebowych byly obecne
na powierzchniach produkeyjnych w piekarniach [92].
Nalezy pamietaé, ze jakos¢ koncowego produktu
spozywczego zalezy nie tylko od higieny srodowiska
przetwarzania, ale takze od jakosci uzytych surowcow.
Na przyklad, podejscie oparte o 16S rDNA wykazalo, ze
mleko o wigkszej liczbie komoérek somatycznych bylo
zwigzane z wyzsza liczebnoscig niektdrych taksondw
bakteryjnych, w tym Acinetobacter, Enterobacteriaceae,
Corynebacterium, Streptococcus oraz Thermoanaerobac-
terium, rodzajem zidentyfikowanym po raz pierwszy w
metagenomie probki mleka [76]. Obecnos¢ organizméw
psujacych (Acinetobacter, Thermoanaerobacterium) jak
réwniez bakterii chorobotworczych (Enterobacteria-
ceae, Corynebacterium, Streptococcus) W Surowcu, moze
zanieczyszczac rezydentny mikrobiom zbiorczego mleka
oraz stanowi¢ zagrozenie dla calej linii produkcyjne;j.
Wplyw ekologii $rodowisk przetwodrczych na jakosé
zywnosci wykazano w bardziej rozbudowanych bada-
niach z udzialem cystern mlecznych [38]. Analiza 16S
rDNA wykazala, ze na mikrobiom mleka w silosach
wplywa mikrobiom masowych cystern oraz, ze rézne
zbiorowiska bakteryjne ewoluowaly w obrebie réznych
silosow mlecznych. Ponadto badania wykazaly, ze sklad
taksonomiczny mikrobiomu mleka zmieniat sie sezo-
nowo, poniewaz wieksza réznorodnos¢ genetyczna bak-
terii byla zwigzana z sezonem wiosennym [72].
Podobne obserwacje dotycza zakltadéw przetwor-
stwa miesnego. Srodowisko produkcji ma istotny
wplyw na ekologie mikrobiologiczng tusz zwierzecych.
Tusze zwierzece charakteryzowaly sie duza réznorod-
nos$cig mikrobiologiczng, w wérdd ktdrej stwierdzenio
dobrze znane rodzaje bakterii skorelowane z psuciem
miesa. Badania z wykorzystaniem wysokoprzepusto-
wego sekwencjonowania (HTS) zostaly uzyte do sledze-
nia zrédet zanieczyszczen $wiezego migsa, gotowanych
kietbas, filetow z tososia a takze gotowej do spozycia
zywnosci [15]. Wigkszos¢ gatunkéw bakterii ziden-
tyfikowanych w wymazach $rodowiskowych z rzezni,
wykryto réwniez w befsztykach wotowych, np.: S. equ-
orum, Propionibacterium acnes, Psychromonas arctica,
czy Psychrobacter sp. [39]. Obecnos¢ mikroorganizmoéow
powodujacych psucie w bezposrednim otoczeniu linii
technologicznej istotnie obniza okres przydatnosci
matrycy spozywczej juz na poczatku jej produkgeji.
Przemyst spozywczy w coraz wigkszym stopniu
bedzie wykorzystywal technologie NGS do szerokiej
gamy analiz zwigzanych z kontrolg jakos$ci zywnosci,
w tym oceny autentyczno$ci, pochodzenia, skladu oraz
bezpieczenstwa na wszystkich etapach produkeji zyw-
nosci. Przede wszystkim jest to podyktowane koniecz-
noécia monitorowania procedur fermentacyjnych
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i kontroli zywnosci wzbogacanej kulturami bakterii
probiotycznych oraz suplementami diety. Zastosowanie
zintegrowanej technologii ,,food-omics” bedzie miato
istotne znaczenie w celu zwiekszenia bezpieczenistwa
dostepnej na rynku spozywczym fermentowanej zyw-
nosci, poprzez oceng przetrwania patogendw, toksyno-
genéw lub identyfikacje gatunkéw odpowiedzialnych
za psucie si¢ fermentowanych produktéw. Na przyktad,
analizy 16S rDNA i metabolomu zostaly wykorzystane
do identyfikacji mikroorganizméw odpowiedzialnych
za syntez¢ amin biogennych w chinskim winie ryzo-
wym. Stwierdzono silng korelacje miedzy poziomem
produkowanych amin biogennych a wzgledna liczeb-
noscig kilku taksonéw bakteryjnych, tj. Staphylococcus,
Leuconostoc, Weissella 1 Lactococcus [50]. W innych
badaniu zagrozenie zwiazane z wykryciem P. mirabilis
i Staphylococcus spp. zostalo wskazane w analizie 16S
rDNA zastosowanej do izolatow fermentowanej zyw-
nosci sojowej oraz fermentowanych probek wieprzo-
winy [79]. Powaznym wyzwaniem dla sektora spo-
zywczego jest rowniez zapewnienie bezpieczenstwa
zywnosci minimalnie przetworzonej, zywnosci gotowej
do spozycia (tzw. fatwej), importowanej i etnicznej [88].
Uwierzytelnienie zywno$ci poprzez ocene skladu
produktéw spozywczych jest wazne dla ograniczenia
zanieczyszczen krzyzowych, falszerstw zywnosciowych
oraz ochrony jakos$ci Zywnosci na kazdym etapie tan-
cucha dostaw. Technologie ,,food-omics” mogg znalez¢
zastosowanie w uwierzytelnianiu rolinnych produktéow
zywnosciowych, autentycznosci produktéw, wykry-
wania $ladowych ilosci DNA gatunkéw obcych oraz
w identyfikacji czesto blednie oznakowanych gatunkow
ryb i suplementéw ziolowych [52]. Wraz ze wzrostem
$wiatowego handlu produktami Zywnosciowymi i suple-
mentami diety, dokladne i szybkie uwierzytelnienie jest
niezbedne do prawidlowego etykietowania produktéow
w celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci. Analizy
proteomiczne umozliwily szybkie i bezposrednie porow-
nanie i klasyfikacje 33 chorwackich bialych win [74].
Profilowanie metaproteomu win wykazalo obecnos¢ 20
bialek. Co ciekawe, tylko pie¢ z nich bylo bezposred-
nio skorelowanych z odpowiednig odmiang winogron,
pozostale profile biatkowe zostaty przypisane do rdzen-
nie zréznicowanej mikrobioty bakterii i grzybow. Nato-
miast profilowanie metabolomu zostalo wykorzystana
do autoryzacji drozdzy piwowarskich [94], wloskiego
sera mozzarella bawolego lub krowiego [67], a takze do
okreslenia pochodzenia geograficznego Kimchi [40].
Nie mniej jednak, analizy metagenomiczne w opar-
ciu 0 WGS nie moga by¢ obecnie stosowane do iden-
tyfikacji i kwantyfikacji patogendéw w celach regula-
cyjnych z powodu ograniczen dostepnej technologii
i niekompletnosci baz danych genoméw bakteryjnych.
Maksymalne korzysci z wykorzystania WGS pato-
gendéw zostang osiagniete jesli zsekwencjonowane

genomy zostang zdeponowane w publicznych bazach
danych. Aby rozwina¢ to podejscie, w ramach Kon-
sorcjum Sekwencjonowania Laficucha Dostaw Zyw-
nosci (CSFSC) zostala opracowana spojna baza danych
sekwencji genomowych i metagenomowych spolecz-
no$ci mikroorganizméw oraz niestandardowe symu-
lowane zestawy danych sekwencji Zywnosci in silico
[52, 75]. Surowe dane sekwencjonowania mozna row-
niez przesta¢ do miedzynarodowego zasobu archiwum
publicznego ,Sequence Read Archive (SRA) lub za
posrednictwem Narodowego Centrum Informacji Bio-
technologicznej (NCBI, https://www.ncbi.nlm.gov/sra),
Europejskiego Instytutu Bioinformatyki (EBI, https://
www.ebi.ac.uk/ena) oraz DNA Data Bank of Japan
(DDB]J, https://www.ddbj.nig.ac.jp) [90]. W polaczeniu
z szerokg gama narzedzi bioinformatycznych mozliwe
bedzie opracowanie czutych i szybkich protokoléw do
analizy autentyczno$ci zywnosci i kwantyfikacji prze-
tworzonych produktéw spozywczych.

4. Podsumowanie

Podobnie jak w innych dziedzinach nauki, techniki
oparte na sekwencjonowaniu nastepnej generacji (NGS)
ostatecznie zrewolucjonizuja mikrobiologie Zywnosci.
Profilowanie metagenoméw, wykrywanie patogendw,
eksploracja danych genetycznych, laczenie genotypow
i fenotypow, okreslenie losoéw starteréw i patogenow w
produkcji i dojrzewaniu zywnosci oraz przewidywa-
nie okresu przydatnosci produktéw beda domeng tych
wysokowydajnych technologii. Analizy te musza by¢
jednak pofaczone z integrowanymi metodami ,,omics,
ktére lacza metagenomike z metatranskryptomika
i metaproteomike z metabolomika. W przysziosci
technologie ,,food-omics” beda wdrozone do $ledze-
nia surowcéw i produktéw spozywczych na roznych
etapach tancucha produkcyjnego i w réznych obszarach
zaktadow produkcyjnych, gdzie konieczne jest podjecie
dzialan zmierzajacych do poprawy stosowanych prak-
tyk higienicznych, optymalizacji proceséw produkcyj-
nych, opracowania i ulepszania strategii zarzadzania
bezpieczenstwem i jakoscia zywnosci. Sektor przemystu
spozywczego juz w tej chwili musi sprosta¢ wyzwaniom
stawianym przez konsumentow, ktorzy coraz czesciej
oczekujg zapewniania dostepu do rzetelnych infor-
macji na temat jakosci i bezpieczenstwa oferowanego
produktu. Jednak, caly proces monitorowania fancucha
zywnosciowego musi by¢ szybki i niedrogi, aby techno-
logie oparte na NGS mogly by¢ powszechnie stosowane.

Podsumowujgc, metagenomika w polaczeniu z tech-
nologiami ,,food-omics” umozliwi precyzyjne zapro-
jektowanie skutecznych strategii analiz i konserwacji
zywnoéci w celu osiggnigcia rownowagi pomiedzy
zapewnieniem bezpieczenstwa produktow a utrzyma-
niem wysokich standardéw ich jakosci.
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PIASKOWNICE JAKO POTENCJALNE ZRODLEO ZAGROZENIA
LEKOOPORNYMI SZCZEPAMI ESCHERICHIA COLI
ORAZ STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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Streszczenie: Piaskownice obecne sg prawie na kazdym placu zabaw. Ciesza si¢ niestabngca popularnoscia wéréd najmlodszych. Zastana-
wiamy sie czasem kto odpowiada za ich stan sanitarny albo czy zabawa w nich moze by¢ zagrozeniem dla dzieci? W niniejszym artykule
poruszony zostanie temat monitorowania stanu sanitarnego piaskownic. Przedstawione zostanie rowniez zagrozenie mikrobiologiczne
jakie niesie za sobg kontakt ze skazonym piaskiem. Bateriami, ktore stanowia zagrozenie dla zdrowia i moga zasiedla¢ piaskownice sg
m.in. Escherichia coli oraz Staphylococcus aureus. Oba te mikroorganizmy nie powinny wystepowaé w srodowisku naturalnym. Ich obec-
nos$¢ $wiadczy o skazeniu piasku, a kontakt z nim moze by¢ niebezpieczny dla zdrowia cztowieka. Co wigcej bakterie te coraz czgéciej
wykazuja oporno$¢ na antybiotyki stosowane rutynowo w leczeniu zakazen. Problem opornosci mikroorganizméw na terapeutyki jest
bardzo istotny, gdyz liczba lekoopornych szczepdéw roénie alarmujaco. Pula skutecznych antybiotykéw maleje, a nowych nie przybywa.
W niniejszej pracy zostang przedstawione antybiotyki, wykorzystywane podczas leczenia, sa to aminoglikozydy, ansamycyny, antybiotyki
B-laktamowe, chinolony, fusydany, grupa MLS, sulfonoamidy oraz tetracykliny. W pracy przedstawiono réwniez informacje dotyczace
poznanych dotychczas mechanizméw dzialania antybiotykéw: W artykule przestawiono rowniez mechanizmy opornoéci pateczek Entero-
bacteriaceae; mechanizm ESBL (extended-spectrum f-lactamases), produkcja MBL (metallo-B-lactamase), CRE (carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae) oraz mechanizmy opornosci Staphylococcus aureus na penicyling, MRSA - methicillin-resistant S. aureus i wanko-
mycyne VRSA - vancomycin-resistant S. aureus. Lekoopornoéci stala si¢ problemem o znaczeniu globalnym. Obecno$¢ szczepow leko-
opornych niesie za sobg ryzyko rozprzestrzeniania si¢ opornych na dzialanie antybiotykéw szczepéw mikroorganizméw w srodowiskach
naturalnych m.in. wodzie, powietrzu, glebie a takze w piasku. Zakazenia powodowane przez takie drobnoustroje sa bardzo trudne w lecze-
niu, gdyz maleje pula antybiotykéw mozliwych do zastosowania w czasie kuracji, a tym samym zmniejsza si¢ skutecznos¢ terapii.

1. Wstep. 2. Monitorowanie stanu sanitarnego piaskownic. 3. Bakterie E. coli i S. aureus jako potencjalny czynnik zagrozenia dla zdrowia.
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1. Wstep

Piaskownice sg stalym elementem wigkszosci pla-
cow zabaw, chetnie wykorzystywanym przez bawigce
sie dzieci. Spotykane sg bardzo cz¢sto na osiedlowych
placach zabaw oraz w parkach, gromadzac wokdt duzg
ilos¢ chetnie bawiacych sig dzieci. Warto jednak zada¢
pytanie, czy piaskownice sg bezpieczne? W powszech-
nej $wiadomosci rodzicéw i opiekundw piaskownice sa
dla dzieci bezpieczne, a ewentualne obawy budzi cza-
sem mozliwo$¢ zanieczyszczenia piasku odchodami
zwierzat i przenoszonymi w nich pasozytami. Panujgce
w piaskownicach warunki: podwyzszona wilgotnos¢
oraz temperatura pomig¢dzy 22-30°C, sprzyjaja wzros-
towi bakterii i grzybéw w tym dermatofitow. Wérod
tych mikroorganizméw moga by¢ patogeny wywotu-
jace grzybice, ktdre nie tylko zmieniajg powierzchnig
skéry wywolujac dyskomfort ale réwniez sg trudne
w leczeniu. Coraz czeéciej w miejscach uzytecznosci
publicznej pojawiaja sie mikroorganizmy, ktérych
obecno$¢ wydaje sie by¢ niepokojaca. Przykladem sa
bakterie Escherichia coli, ktorych naturalnym miejs-
cem bytowania jest jelito grube ludzi i zwierzat oraz
Staphylococcus aureus zasiedlajacy najczesciej gardio
oraz jame nosowa. Pojawienie si¢ tych mikroorganiz-
mow oznacza, iz kontakt ze skazonym piaskiem sta-
nowi zagrozenie dla zdrowia. Paleczka okreznicy moze
by¢ przyczyna dolegliwoéci zoladkowych, biegunek,
wymiotow, ztego samopoczucia, jak réwniez ogdlnego
ostabienia organizmu, zakazenie nastepuje najczesciej
droga pokarmowa. Szacunki na rok 2010 przedstawity,
iz na calym $wiecie wystapilo 320 mln infekcji bakterig
E. coli, a az 200 000 zakonczyto sie $miercig pacjentéw
[39]. Natomiast S. aureus wywoluje réznego rodzaju
infekcje skorne, infekcje drog oddechowych oraz zapa-
lenia, a sam proces zakazenia moze przebiegaé przez
kontakt zranionej skory z zakazong powierzchnig.
Niestety leczenie jest bardzo utrudnione z racji tego,
iz duza liczba szczepdw jest zdolna do produkcji peni-
cylinazy, przez co zastosowanie penicyliny w leczeniu
jest nieskuteczne. Zjawisko to zostalo zaobserwowane
juz w 1944 roku [40]. Co wigcej obie badane bakterie
s3 zdolne do produkcji niebezpiecznych dla zdrowia
enterotoksyn. Kolejnym istotnym problemem jest
lekoopornos¢ drobnoustrojow. Wzrasta udziat szcze-
pow opornych na dzialanie antybiotykéw, z ktérych
znaczng czes¢ cechuje wielolekoopornosé. Oznacza
to, iz maleje pula skutecznych antybiotykow, co utrud-
nia leczenie i powrdt do zdrowia. Niestety antybioty-
kooporno$¢ wsrod szczepow S. aureus jest przyczyna
chorob, a niekiedy $mierci na szpitalnych oddziatach
intensywnej terapii [40]. W celu zapobiegania szerzacej
sie lekoopornosci panstwa czlonkowskie Unii Europe;j-
skiej 18 listopada obchodzg Dzienn Wiedzy o Antybio-
tykach (European Awareness Day). Przedsigwzigcie to

ma na celu rozpowszechnienie wiedzy o narastajagcym
problemie oraz uswiadamianie spoteczenstwa, iz nad-
mierne i niewlasciwe stosowanie antybiotykow sta-
nowi powazny problem. Czas po$wiecony na odkrycie,
synteze oraz wprowadzenie nowego antybiotyku jest
znacznie dluzszy niz nabycie przez mikroorganizmy
lekoopornosci. Ostatni odkryty po 15 latach antybio-
tyk — tejksobaktyna zostal opisany w 2014 przez Ling
i in. [45]. Naukowcy coraz cze$ciej starajg sie odkry¢
nowe antybiotyki, poniewaz wzrastajaca liczba wielo-
lekoopornych szczepéw utrudnia, czasami wrecz
uniemozliwia leczenie. W 2013 roku zostata odkryta,
a w 2018 dokladnie opisana nowa grupa antybiotykow
odilorhabdiny, ktéra w badaniach na myszach wykazuje
dzialanie przeciw drobnoustrojom Gram-dodatnim
i Gram-ujemnym [65]. Niestety problem lekoopornosci
jest bardzo powazny, dlatego tak istotne jest monitoro-
wanie srodowiska pod katem wystepowania opornych
szczepow E. coli oraz S. aureus.

2. Monitorowanie stanu sanitarnego piaskownic

Istnieja dwa akty prawne, ktore pomagajg gminom
zachowa¢ odpowiedni standard higieniczny pias-
kownic. W artykule 22 ustawy 1 z 5 grudnia 2008 r.
mowigcym o zapobieganiu zakazeniom oraz zwalcza-
niu zakazen i choréb zakaznych u ludzi, wskazane
jest, iz wlasciciel, posiadacz lub zarzadzajacy mieniem
jest zobowigzany utrzyma¢ je w odpowiednim stanie
higieniczno-sanitarnym, aby zapobiega¢ szerzacym
sie zakazeniom i chorobom zakaznym. W tym celu
winien zadba¢ o prawidlowg gospodarke odpadow,
usuwac odchody zwierzat z nieruchomosci jak réwniez
martwe zwierzeta, a takze zwalcza¢ pojawiajace sie
gryzonie i insekty (Dz.U. Nr 234, poz.1570). Row-
niez majac na wzgledzie ochrong zdrowia publicznego
w Obwieszczeniu Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej
Polskiej z dnia 28 listopada 2005 roku w sprawie oglo-
szenia jednolitego tekstu ustawy o utrzymaniu czystosci
iporzadku w gminach (Dz.U. z 2005 r. Nr 236, poz. 2008
z poOzniejszymi zmianami) zostal ujety zapis mowigcy
o0 usuwaniu zanieczyszczen z czg¢sci nieruchomosci stu-
zacej do uzytku publicznego. Jednoczesnie wlasciciel
powinien zapewni¢ zabezpieczenia przed dostepem
zwierzat np. w postaci ogrodzen, bramek lub siatek,
w celu zapobiegnigcia pojawienia si¢ odchodéw. Nie-
stety Ministerstwo Zdrowia nie opracowalo zadnego
rozporzadzenia, w ktérym znajduja si¢ normy lub
wartosci referencyjne dotyczace dopuszczalnego zanie-
czyszczenia mikrobiologicznego piasku przez grzyby
czy bakterie — w tym wskaznikowe E. coli oraz S. aureus,
ktorych przekroczenie zakazywaloby korzystania z pia-
skownicy. Wedlug zalecenia Gléwnego Inspektora Sani-
tarnego z dnia 05.05.2009 r. (89) piasek powinien zosta¢
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wymieniony przed sezonem letnio-jesiennym oraz
co najmniej dwukrotnie w czasie jego trwania. Zabiegi
te majg na celu zmniejszenie zagrozenia zakazenia
chorobami pasozytniczymi, odzwierzgcymi oraz zakaz-
nymi. Jest to tylko zalecenie, nie ma przepiséw sani-
tarno-epidemiologicznych przez co Panstwowa Inspek-
cja Sanitarna nie przeprowadza kontroli tak jak ma
to miejsce np. w przypadku kapielisk. Warto réwniez
zaznaczy¢, iz norma PN-EN 1176:2009 [69] dotyczaca
placéw zabaw nie okresla wlasciwosci piasku wyko-
rzystanego do wypelnienia piaskownic. Jest zawarta
jedynie adnotacja, ktora dotyczy granulacji piasku.
Wielkos¢ ziarna powinna miesci¢ sie w przedziale od
0,2 do 2 mm, ponadto nie moze zawiera¢ czastek pylo-
wych i ifowych. W 2003 roku zostata stworzona klasy-
fikacja wg Zmystowskiej, dzigki ktorej piasek w pias-
kownicach pod wzgledem liczebnosci bakterii mozna
zakwalifikowa¢ do czterech grup. Jesli liczba bakterii
nie przekracza 10° [jtk-g™'] piasek uznawany jest za
czysty, jedli liczba miesci si¢ w granicach 1-2,5-10°
[jtk - g!] piasek okreslany jest jako $rednio zanieczysz-
czony, z kolei za piasek zanieczyszczony uznaje sie taki,
z ktdrego izoluje si¢ od 2,5-10° do 10- 10° [jtk- g™'], nato-
miast przekroczenie tej wartosci oznacza, iz piasek jest
mocno zanieczyszczony. Rowniez wedtug Zmystowskiej
wystepowanie grzyboéw w badanym piasku jest uza-
sadnione, gdy obecne s3 zanieczyszczenia organiczne,
z kolei pojawienie si¢ E. coli $wiadczy o §wiezym zanie-
czyszczeniu fekalnym piasku [90].

3. Bakterie E. colii S. aureus jako potencjalny
czynnik zagrozenia mikrobiologicznego

Bakteria E.coli zostala po raz pierwszy opisana
w 1885 przez austriackiego pediatre Teodora Escheri-
chia, ktéry prowadzit badania nad katem niemowlat
[25]. Bakteria ta nalezy do rzedu Enterobacteriales,
rodziny Enterobacteriaceae oraz rodzaju Escherichia.
Okolo 120-160mln lat temu Escherichia i Shigella
wyodrebnily sie od wspdlnego przodka, zdarzenie to
zbieglo si¢ w czasie z pojawieniem ssakow [61]. Bak-
teria ta posiada zdolnos¢ do wymiany materialu gene-
tycznego nie tylko w obrebie rodzaju Escherichia, ale
takze z innymi gatunkami takimi jak Salmonella spp.,
Shigella ssp. [66]. E. coli to Gram-ujemna, zdolna do
ruchu, bakteria urzgsiona perytrichalnie, nie produ-
kujgca spor. Jest fakultatywnym anaerobem majacym
zdolno$¢ do metabolizowania tlenu oraz przeprowa-
dzania fermentacji, dlatego uwazana jest za pierwszy
organizm, ktory skolonizowal przewdd pokarmowa
niemowlat. Optymalna temperatura wzrostu E. coli to
okolo 37°C, ale wystepuja rowniez szczepy potrafigce
rosng¢ nawet w temperaturze przekraczajacej 49°C.
Bakteria ta jest zdolna do podziatéw co 30 minut.

Komorka E. coli sktada sie w 55% z bialek, 25% kwasow
nukleinowych, 9% lipidéw, 6% to $ciana komdrkowa,
2,5% glikogen natomiast 3% to pozostale metabolity
[58]. Szerokos¢ komorki to 0,5um, natomiast dlu-
gos¢ to 1-3 um. Komorki E. coli moga by¢ dluzsze gdy
nastgpi insercja Tn10 w genach ybdN oraz ybdM, przy
zachowaniu aktywnos$ci metabolicznej oraz zdolnosci
do podziatéw [22]. E. coli posiada plastyczny genom.
Jest on zapewniony przez utrzymanie rownowagi mie-
dzy rdzeniem genomu, czyli stalym zestawem genow
odpowiadajacych za podstawowe procesy zZyciowe oraz
ruchomg pulg gendéw, odpowiadajacg za przystosowanie
mikroorganizméw do srodowiska. Elementy te moga
by¢ przenoszone na inne bakterie podczas horyzontal-
nego transferu genéw (HGT), a platformami niosagcymi
sa ruchome elementy genetyczne [5]. Wlasnie podczas
tego procesu E. coli moze nabra¢ zdolno$¢ do produkciji
toksyn Shiga, bardzo podobnych do tych, ktére produ-
kuje Shigella spp. [66]. E. coli ma wysoce zorganizowany
genom, posiada pozostalosci po fagach oraz sekwencje
insercyjne, a co wigcej cechuje sie wysoka zdolnoscia
transportowa w obrebie cytoplazmy. W 1997 roku
zsekwencjonowano pierwszy genom ze szczepu E. coli
K-12. Zawiera on pojedynczg, okragla czasteczke skia-
dajaca sie z 4 639 221 par zasad, gdzie 87,8% to regiony
kodujace biatka, 11% sekwencje regulatorowe genéw
oraz inne funkcyjne, 0,8% regiony kodujace stabilne
RNA oraz 0,7% niekodujacych elementéw powtorze-
niowych. Okolo 34% (1431) bialek nie ma jeszcze
zdefiniowanych funkgji, ale istnieje prawdopodobien-
stwo, ze moga bra¢ udzial w szlakach molekularnych
[Huiin. 2009]. Naturalnym miejscem bytowania E. coli
jest przewod pokarmowy ludzi i zwierzat. Wystepuja
réwniez patogenne szczepy E. coli, ktore ze wzgledu
na miejsce infekcji zostaly podzielone na dwie grupy.
Pierwsza z nich to grupa powodujgca zakazenia oraz
zespoly chorobowe w przewodzie pokarmowym IPEC
(intestinal pathogenic E. coli). Druga grupa to orga-
nizmy powodujace choroby w innych ukfadach niz
przewod pokarmowy s3 nazywane pozajelitowymi
szczepami EXPEC (extra-intestinal E. coli). Wigkszos¢
patogennych szczepow przenosi sie drogg fekalno-
-oralng z materialéow spozywczych, wody, zwierzat
oraz $rodowiska. W zaleznosci od patotypu E. coli
moze powodowaé wodnistg, $§luzowatg lub krwawa
biegunke, skurcze brzuszne, infekcje drég moczowych,
a w najci¢zszych przypadkach zapalenie opon mézgo-
wych. Wyrézniono 6 patogennych szczepdw E. coli sg
to szczepy: enterotoksynogenne (ETEC), enteropato-
genne (EPEC), enteroinwazyjne (EIEC), enteroagre-
gacyjne (EAEC), enterokrwotoczne (EHEC), adheren-
cyjne (DAEC). Szczep uropategenny (UPEC) powoduje
zakazenia uktadu moczowego, natomiast szczep NMEC
(neonatal meningitis E. coli) jest zwigzany z zapaleniem
opon modzgowych, ktére rozpoczyna si¢ od infekeji
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krwi dzieki czemu bakterie zyskuja dostep do cen-
tralnego uktadu nerwowego [36]. E. coli sa powszech-
nie wykorzystywane jako bakterie wskaznikowe przy
wykrywaniu zanieczyszczen pochodzenia fekalnego.
Obecnos¢ tych bakterii odnotowano takze w piaskow-
nicach. W pracy Gotkowskiej-Pachty i Korzeniowskiej
[31] zostaly zaprezentowane wyniki badan liczeb-
nosci bakterii m.in. E. coli oraz S. aureus, a takze plesni
i drozdzy. Analizy przedstawiajg stopien skazenia
mikrobiologicznego piasku w piaskownicach na terenie
Olsztyna. Lacznie poddano analizie piasek z 16 pias-
kownic w tym 4 piaskownic znajdujgcych sie na tere-
nie przedszkoli. Pozostale 12 to piaskownice dostepna
w parkach oraz na osiedlach. W pracy uwzgledniono
takze obecnos¢ i brak ogrodzenia piaskownic. Zaobser-
wowano, iz piaskownice na obszarze ogrodzonym oraz
te zlokalizowane w okolicy nieopodal drzew byly mniej
zanieczyszczone niz piasek zebrany z piaskownic nie-
ogrodzonych. Odnotowano ilos¢ E. coli mieszczacy si¢
w przedziale od 0 do 2,1-10°jtk- g™, najwigcej kolonii
odnotowano podczas analiz w czerwcu. Bakteria ta byla
izolowana tylko sporadycznie, ale w miejscach gdzie
wystepowaly paleczki okreznicy pojawialy sie rowniez
izolaty Salmonella sp. Z kolei w 42 piaskownicach na
terenie Krakowa ilos¢ bakterii kalowych miescila sig
w przedziale od 10 do 3,36-10%jtk-g™ [24]. Réwniez
austriaccy naukowcy przebadali w lipcu 45 publicznych
piaskownic znajdujacych sie w Grazu pod katem obec-
nosci bakterii z grupy coli oraz E. coli. Odnotowano, iz
pateczka okreznicy zasiedla 49% badanych piaskownic.
Otrzymane wyniki mieszcza si¢ w przedziale 2,6-10?
do 3,0-10%jtk-g' [4]. Przeprowadzono réwniez analize
stanu higienicznego dziesieciu piaskownic znajdujacych
sie w parkach oraz na osiedlach w Tarnowie [53]. Bada-
nia prowadzono w okresie od maja do lipca. Paleczka
okreznicy zostala zidentyfikowana w kazdej z badanych
piaskownic. Liczba bakterii E. coli mie$cila sie w prze-
dziale od 0 do 700 jtk. Najwiecej bakterii odnotowano
podczas analiz w czerwcu. Obecnos¢ E. coli w piaskow-
nicach jest zwykle spowodowana odchodami zwierzat,
ktére w 1 gramie moga nies¢ od 2,3-107 (kal psow)
do 7,9-107 (kat kotow) bakterii [63]. Z kolei nasto-
necznienie wplywa na spadek liczebnosci E. coli. Do
piaskownic pozbawionych zadaszenia dociera wigcej
promieni stonecznych, ktore efektywnie moga obni-
zy¢ ilos¢ wystepujacych w piasku E. coli [9]. W ciagu
ostatniej dekady pojawienie si¢ opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe ws$rdd Enterobacteriaceae,
czeste naduzywanie antybiotykéw zaréwno u ludzi,
w celach leczniczych jak i u zwierzat jako dodatek do
pasz [19], doprowadzito do ograniczenia mozliwosci
leczenia w przypadku zakazen wywotanych bakteriami
tej rodziny i zostalo uznane za powazny problem siega-
jacy skali globalnej [12, 83]. Austriaccy naukowcy nie
wykryli izolatéw E. coli opornych na dziatanie aztre-

onamu, ceftazydymu, imipenemu oraz meropenemu,
Co wiecej wyniki uzyskane w Austrii przedstawiajg stu-
procentowg wrazliwo$¢ na amikacyne, cefepin, cefotak-
sym, gentamycyne. Najwyzsza opornosc siegajaca 12%
odnotowano dla ampicyliny, z kolei drugi najwyzszy
procent opornosci wynoszacy 10,4% odnotowano dla
pipercyliny, a dla amoksycyliny/kwasu klawulanowego
opornos¢ wynosifa 9,4%. Natomiast dla tetracykliny
odnotowano 6,3% odpornos¢, a dla cefuroksymu 3,1%.
W badaniach tych nie wykryto szczepow E. coli zdol-
nych do produkgji -laktamaz o rozszerzonym spek-
trum substratowym [4].

Z kolei S. aureus jest Gram-dodatnig, kulistg bakte-
rig zidentyfikowang w 1884 roku [30]. Podczas obser-
wacji pod mikroskopem $wietlnym czesto mozna
zaobserwowac skupiska w charakterystycznym ksztal-
cie kici winogron. Nazwa Staphylococcus wywodzi si¢
z greki, gdzie staphyle oznacza kis¢ winogron, a kokkos
to jagoda, natomiast aureus z faciny oznacza ztoto [44].
Podczas obserwacji pod skaningowym mikroskopem
elektronowym S. aureus ma ksztalt bardziej sferyczny,
mozna réwniez dostrzec gladka powierzchnig¢ bakterii
[32]. Srednica komérek waha si¢ od 0,5 do 1,0 um.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa pozwala zaob-
serwowac gruba $ciane komoérkowa, charakterystyczna
blone komorkowa oraz amorficzng cytoplazme [79].
S. aureus moze zy¢ zaréwno w warunkach tlenowych
jak i beztlenowych. Na podtozu agarowym, bogatym
w skladniki odzywcze tworzy zoélte lub biate kolonie
o duzej $rednicy. Z6tty kolor pochodzi od syntetyzowa-
nych przez tg bakteri¢ karotenoidéw [46]. Organizm ten
jest zdolny do produkgji katalazy, toleruje takze wyso-
kie stezenia soli (7,5% NaCl) [8]. Kilkadziesiat lat temu
S. aureus byl wiodacym patogenem szpitalnym, wywo-
tujacym powazne infekcje w niektorych przypadkach
konczace si¢ nawet zgonem na szpitalnych oddziatach
intensywnej terapii, niestety obecnie wraz z szerzagcym
sie wzrostem lekoopornych szczepow S. aureus obecny
jest takze poza murami szpitala stajac si¢ niezwykle nie-
bezpieczna bakteria. Co gorsza zdolno$¢ S. aureus do
nabywania lekooopornosci na wiele klas antybiotykow
sprawila, ze jest bardzo trudnym do leczenia patoge-
nem. Proces infekcji gronkowcem zlocistym obejmuje
5 stadiow. Pierwszy etap to kolonizacja, drugi to infekcja
lokalna, trzeci rozsiewanie bakterii i/lub sepsa, czarty
to infekcje przerzutowe i ostatnie stadium to toksykoza
[30]. Nalezy zaznaczy¢, iz znaczna cze$¢ spoleczen-
stwa 25-30% jest tylko nosicielami S. aureus w jamie
nosowo-gardtowej, ktéry sporadycznie powoduje cigz-
kie infekcje [50]. Przejscie ze stanu nosicielstwa do
kolonizacji ma miejsce, w szczeg6lnych przypadkach po
dtugotrwalej hospitalizacji, powaznym zabieg, po stoso-
waniu lekdw antysupresyjnych oraz przy chronicznych
chorobach metabolicznych. S. aureus wywoluje wiele
powaznych i cigzkich do leczenia choréb zakaznych.
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Wazne kliniczne infekcje S. aureus to infekcyjne zapale-
nie wsierdzia, infekcje skory i tkanek miekkich, infekcje
kostno-stawowe i infekcje optucnej i ptucnej. Inne stany
zapalne to ropien zewnatrzoponowy, zapalenie opon
mozgowych, wstrzas toksyczny i infekcje drég moczo-
wych. Zakazenie ze wzgledu na pochodzenie infekcji
zostaly podzielone na dwie grupy zakazenia spoteczne
i szpitalne. Te dwa typy sa odmienne pod wzgledem
lekoopornosci, a takze tta genetycznego [30]. Gronko-
wiec ztocisty w probkach piasku z Olsztyna pojawial
sie niezaleznie od czasu poboru jak i miejsca. Odnoto-
wano tylko od 0 do 5jtk-g™ S. aureus podczas analiz
przeprowadzonych w lipcu [31]. Z kolei analizy piasku
z Krakowa wykryly od 0 do 5,1-10? jtk- g™ Staphylococci
[24]. W badania prowadzonych na terenie Tarnowa
odnotowano wartosci $rednie jtk mieszczace si¢ w prze-
dziale od 1,10-10* do 2,67-10%jtk- g™ [53]. Najwyzsze
wartosci jtk odnotowano podczas analizy w czerwcu.
Tak wysokie zanieczyszczenie mikrobiologiczne jest
alarmujace, poniewaz piaskownice nie sg naturalnym
miejscem bytowania S. auresu. Wzrost S. aureus jest
zalezy od wielu czynnikéw $rodowiskowych takich
jak temperatura, wilgotno$¢, nastonecznienie, pH oraz
dostepnosci skladnikéw pokarmowych [24]. Piasek
spelnia wszystkie te wymogi, dlatego wzrost S. aureus,
ktéry odnotowano jest wysoki. Co wigcej bakterie te
stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia publicz-
nego co spowodowalo podwyzszone zainteresowanie
nowymi siedliskami ich bytowania [75]. S. aureus jest
przyczyng powaznych, a niekiedy zagrazajacym zyciu
infekcjom. Opornos¢ na metycyline wsrod szczepow
gronkowcow pojawila si¢ zaledwie rok po wprowadze-
niu do leczenia tego antybiotyku w Anglii w 1961 roku
[35]. W ciagu ostatnich lat czestotliwo$¢ wystepowania
szczepOw opornych na metycyling znacznie wzrosta,
a to za sprawg zakazen MRSA nabytych przez spole-
czenstwo (community-acquired MRSA) [21]. Okolo
90% zakazenn CA-MRSA to infekcje skory lub tkanek
miekkich, ale zdarzajg sie przypadki bardziej powaz-
nych, a niekiedy nawet §miertelnych zakazen [21, 56].
Na podstawie tych danych mozna wnioskowa¢, iz opor-
nos¢ S. aureus izolowanego z piasku jest alarmujaca.

4. Charakterystyka antybiotykow
4.1. Grupy antybiotykow

Aminoglikozydy — to zwigzki bakteriobdjcze sku-
teczne przeciwko bakteriom Gram-ujemnym. Naleza
do niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych.
W swojej budowie zawieraja aminocukier polaczony
wigzaniem glikozydowym z pierscieniem heksozy,
najczes$ciej w postaci streptaminy, streptydyny badz
2-deoksystreptaminy. Wigkszo$¢ antybiotykéw z tej

grupy jest pochodzenia naturalnego, produkowana
przez promieniowce z rodzaju Streptomyces oraz Micro-
monospora. Najpopularniejszym zwigzkiem z grupy
aminoglikozydéw jest amikacyna [62].

Ansamycyny - posiadajg szerokie spektrum sub-
stratowe wobec bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-
-ujemnym. Rifampicyne B — pierwszy antybiotyk z tej
grupy otrzymano z promieniowca Nocardia mediterra-
nei. Najpopularniejszym przedstawicielem jest rifampi-
cyna RMP, bedaca potsyntetyczng pochodng rifampi-
cyny B, wprowadzona do leczenia w 1967 roku. Dziala
bakteriobdjczo na Mycobacterium leprae (pratki tragdu),
a takze Mycobacterium tuberculosis (pratki gruzlicy)
poprzez hamowanie polimerazy RNA bakterii [80].
Przyjmowanie rifampicyny powoduje, w okresie sto-
sowania, wystepowanie czerwonego moczu u pacjenta
oraz pomaranczowego zabarwienia plynéw ustrojo-
wych np. tez czy potu [51].

Antybiotyki [-laktamowe - ich nazwa pocho-
dzi od cyklicznego amidu kwasowego tj. pierscienia
B-laktamowego. Rozerwanie tej struktury skutkuje
utratg wlasciwosci antybiotycznych [51]. Mechanizm
dzialania P-laktamoéw polega na blokowaniu trans-
peptydaz — kluczowych enzyméw biorgcych udziat
w syntezie peptydoglikanu sciany komorkowej bakterii
[57]. B-laktamy wykazuja wyzsza skutecznos¢ terapeu-
tyczng w stosunku do bakterii Gram-dodatnich. Maja
niewielki wplyw na bakterie Gram-ujemne ze wzgledu
na obecno$¢ otoczki zbudowane;j z lipopolisacharydow,
ktéra ochrania cienka $ciane komorkowsg [72]. Jest to
pierwsza grupa antybiotykow, ktora zostata odkryta
i wprowadzona do leczenia. Byla powszechnie stoso-
wana podczas terapii ze wzgledu na fatwg dostepnosé,
niska ceng jak rowniez brak ubocznych efektow dziala-
nia. To przyczynilo si¢ do opornosci duzej liczby bak-
terii na tg grupe antybiotykéw. Kiedy problem braku
wrazliwosci na penicyline, ktéry mial miejsce stosun-
kowo szybko po jej odkryciu i wprowadzeniu do lecze-
nia, stal sie powazny opracowano syntetyczne antybio-
tyki -laktamowe np. ampicylina, amoksycylina oraz
metycylina. Zostat réwniez odkryty naturalny antybio-
tyk z tej grupy - cefalosporyna (pierwszej generaciji)
stosowana przeciwko Gram-dodatnim ziarniakom,
w znacznie mniejszym stopniu dzialajaca na Gram-
-ujemne paleczki. Natomiast druga oraz trzecia genera-
cja cefasporyn wykazuje wyzszg skutecznos¢ przeciwko
Gram-ujemnym bakteriom. Z kolei czwartg generacje
cechuje szerokie spektrum substratowe wobec bakterii
Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. W cefalospo-
rynach piatej generacji medycyna poklada ogromne
nadzieje w leczeniu zakazen wywolanych przez szczepy
wielolekooporne. Do grupy p-laktamoéw nalezg row-
niez karbapenemy o szerokim spektrum dziatania oraz
monopenemy, do ktoérych zaliczany jest aztreonam,
aktywny wobec tlenowych bakterii Gram-ujemnych
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[28]. Do syntezy B-laktamow s3 zdolne grzyby Peni-
cillium sp., Cephalosporium sp. oraz Aspergillus sp.,
jak réwniez promieniowce i bakterie z rodzajow Strep-
tomyces, Acetobacter, Agrobacterium, Gluconobacter,
Nocardia oraz Pseudomonas [51].

Chinolony - to antybiotyki wzbudzajace spore zain-
teresowanie juz od ponad 40 lat, kiedy zostaly zsyn-
tetyzowane. Jest to grupa zwigzkow, ktéra przez lata
byta doskonalona, aby lepiej zrozumie¢ mechanizm
dziatania, poprawi¢ zdolnos¢ modyfikowania jadra
chinolonu w celu zwigkszenia sily dzialania i spektrum
aktywnosci przeciwbakteryjnej, uzyska¢ mozliwosé
wydluzenia okresu péttrwania w fazie eliminacji oraz
poprawi¢ wlasciwosci farmakokinetyczne i farmakody-
namiczne, po to aby skuteczne okazato si¢ dawkowanie
raz na dobe, a takze zrozumieé znaczenie zaleznosci
struktura-aktywno$¢ chinolonéw pod wzgledem podat-
nosci na rozwoj opornosci bakterii i mozliwosci wywo-
tywania efektow niepozadanych u leczonych pacjentow.
Zwigzki te s wysoko mutagenne, co przyczynilo si¢ do
pojawienia duzej iloci opornych na ich dziatanie szcze-
péw. W celu uzyskania nowej grupy zwigzkéw i obni-
zenia czestotliwos$ci pojawiania si¢ opornych szczepdw
wprowadzono fluor do czgsteczki antybiotyku. Nowa
grupe nazwano fluorochinolonami. Niektdre z pierw-
szych chinolonéw wchodzity w interakcje z teofiling
i kofeing oraz zwigzkami chinolonowymi majacymi
fluor w pozycji C-8 co przyczynialo sie do pojawiania
fototoksycznosci od umiarkowanej do ciezkiej, ponie-
waz gromadzily sie w wysokich stezeniach w skorze.
Fototoksyczno$¢ przejawia si¢ czesciej przy stosowa-
niu lewosklodacyny, fleroksacyny i sparfloksacyny,
natomiast jest znacznie rzadsza podczas stosowania
ofloksacyny oraz cyprofloksacyny [3].

Fusydany - antybiotyki steroidowe otrzymywane
z grzyba Fusidium coccineum. Najpopularniejszym
przedstawicielem tej grupy jest kwas fusydowy, sto-
sowany przeciwko S. aureus. Hamuje on syntez¢ bia-
tek bakterii, ale podczas leczenia szybko dochodzi do
selekcji szczepéw opornych na jego dzialanie, dla-
tego zaleca si¢ faczong terapie z wankomycyng [51].
Najlepiej poznanym mechanizmem odpornosci na
kwas fusydowy jest mutacja w genie fusA, kodujacym
biatka translokazy i czynnika elongacyjnego EF-G.
Odpornos¢ moze wynika¢ réwniez z horyzontalnego
transferu genu fusB zwigzanego z plazmidem, ktérego
biatka chronig uktfad translacyjny bakterii przed dzia-
taniem antybiotyku [16]

Grupa MLS - makrolidy, linkozamidy, streptogra-
miny - kazda z wymienionych podgrup cechuje si¢ inna
budowg, ale majg wspdlny mechanizm dzialania, ponie-
waz przylaczajg si¢ one do podjednostki 508 rybosomu
[51]. Dziatanie to prowadzi do dysocjacji tRNA, co unie-
mozliwia wydtuzenie tancucha peptydowego, a w konse-
kwencji zaburza synteze biatka i hamuje wzrost bakterii.

Makrolidy w swojej budowie posiadaja pierscien lakto-
nowy, sa zwigzkami 14 - weglowymi (erytromycyna,
roksytromycyna, klarytromycyna) oraz 16 — weglowymi
(spiramycyna). Funkcjonuje rowniez podzial makroli-
dow na generacje — do I zalicza si¢ pierwszy, wzorcowy
antybiotyk tej grupy - erytromycyne oraz generacje 11
do ktdrej nalezg nowe antybiotyki (azytromycyna, kla-
rytromycyna, roksytromycyna, spiramycyna, tobramy-
cyna). Makrolidy sg jednymi z najcze$ciej stosowanych
antybiotykow, gdyz posiadaja szerokie spektrum sub-
stratowe obejmujgce Gram-dodatnie ziarniaki oraz
Gram-ujemne paleczki. Najczesciej stosowanym anty-
biotykiem z tej grupy jest erytromycyna, uwazana za
bezpieczny lek, gdyz bardzo rzadko powoduje reakcje
alergiczny. Do najczestszych efektow ubocznych naleza
zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego [41].
Linkozamidy (klindamycyna i linkomycyna) w prze-
ciwienstwie do makrolidéw sa pozbawione pierscienia
laktonowego. Do tej grupy zaliczana jest linkomycyna
oraz jej chlorowcowa pochodna klindamycyna [51]. Ta
podgrupa jest gléwnie aktywna wobec bakterii Gram-
-dodatnich, stosowana réwniez przeciwko wybranym
beztlenowcom Gram-ujemnym. Wykazano takze, iz
linkozamidy sg skuteczne wobec S. aureus, niestety bak-
teria ta stala sie oporna na ich dzialanie poprzez mody-
tikacje i/lub mutacje w rRNA [54]. Do grupy streptogra-
min zaliczane sg pristynamycyna, majaca zastosowanie
przy leczeniu rzezaczki, piostacyna bedaca skutecznym
lekiem przeciwko dwoince zapalenia ptuc oraz wirginia-
mycyna, ktora jest dodatkiem do pasz [51].

Sulfonoamidy - jest to klasa antybiotykow, w ktdrej
grupa funkcyjna jest bezposrednio zwiazana z czescig
aromatyczng, heterocykliczng, alifatyczng lub cukrows.
Moze by¢ réwniez dolaczona do tej czgsci za pomoca
heteroatomu, najczesciej tlenu lub azotu, co prowa-
dzi do powstania odpowiednio sulfaminianéw i sul-
famidéw [76].

Tetracykliny - cechujg si¢ szerokim spektrum sub-
stratowym wobec bakterii Gram-dodatnim oraz Gram-
-ujemnych. Pierwsze odkrycia dotyczace tetracyklin
siegaja lat 40. XX wieku. Sg one syntetyzowane przez
Streptomyces aureofaciens oraz S. rimosus. Najnowszym
antybiotykiem tej grupy jest tigecyklina, bedaca synte-
tycznym analogiem minocykliny powstalym poprzez
wprowadzenie w pozycje C-9 grupy t-butyloglicylo-
amidowej. Zabieg ten spowodowat rozszerzenie zakresu
dzialania przeciwbakteryjnego, jak réwniez spowodo-
wal nabycie zdolnosci do przetamywania opornosci
na wszystkie antybiotyki tetracyklinowe. Dziatanie
bakteriobojcze zwigzane jest z wigzaniem antybiotyku
do obu podjednostek rybosoméw (w wiekszym stopniu
do podjednostki 30S) oraz mRNA co skutkuje bloko-
waniem syntezy bialek. Obecnie stosowanie tego anty-
biotyku spadto, poniewaz wiele bakterii uodpornito si¢
na jego dzialanie [51].
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4.2. Mechanizmy dzialania antybiotykow

W celu stworzenie nowej klasy antybiotykdw nie-
zbedne jest doktadnie poznanie celéw komérkowych
lekéw oraz mechanizmu dziatania obronnego bak-
terii skierowanego na dany lek. Od lat prowadzi sie
badania majace na celu odkrycie tych czynnikéw.
Dotychczas poznano nastepujace schematy dzialania
antybiotykow [42]:

- blokowanie syntezy $ciany komadrkowej

Rézne klasy antybiotykéw dzialaja na poszcze-
gblne etapy tego procesu. Przykladem s3 antybiotyki
B-laktamowe, blokujg one transpeptydaze (bialka PBP),
ktdra taczy oligonukleotydy zawierajgce D-alanylo-D-
-alanine. Proces ten jest ostatnim etapem syntezy $ciany
komorkowej majacym na celu sieciowanie peptydogli-
kanu. D-alanylo-D-alanina jest réwniez substratem dla
antybiotykow z klasy glikopeptyddw, po zwigzaniu si¢
biatka z antybiotykiem nastepuje zablokowanie dostep-
nos$ci D-alanylo-D-alaniny dla kolejnych etapow syn-
tezy [1]. Na synteze $ciany komodrkowej bakterii dziata
réwniez izoniazyd. Jest on inhibitorem szlaku syntezy
kwasow mykolowych stanowigcy niezbedny element
$ciany komorkowej pratkow gruzlicy przeciwko ktérym
znalazt zastosowanie [73]. Takze jeden z najnowszych
antybiotykow - tejksobaktyna hamuje synteze $ciany
komoérkowej poprzez wigzanie si¢ z silnie konser-
wowanym motywem lipidu II (prekursor peptydo-
glikanu) i lipidu III (prekursor kwasu tejchojowego
$ciany komorkowej) [45].

- zaburzanie funkcjonowania blony komoérkowej

Przykladem jest zaburzenie szczelno$ci blony powo-
dowane przez antybiotyki polipeptydowe posiadajace
specyficzng strukture, ktdéra umozliwia im faczenie sie
z lipidowymi sktadnikami btony komérkowej. Ponadto
sg to peptydy kationowe, zdolne do depolaryzacji ujem-
nie naladowanej btony komorkowej [47]. Réwniez
depomycyna, antybiotyk po raz pierwszy zsyntetyzo-
wany w latach 80. XX. wieku, ale zastosowany dopiero
w 2003, zaburza funkcjonowanie blony komoérkowej
bakterii na drodze wigzaniu monomeréw badz oligo-
meréw do blony komoérkowej, nastepnie ich polime-
ryzacji — co skutkuje utworzeniem w blonie kanatu,
przez ktéry wyptywa zawarto$¢ komorki. Proces ten
jest zalezny od jonéw wapnia [77].

- zaburzenie syntezy bialek bakteryjnych
Zaburzenie syntezy biatek bakteryjnych to najbar-
dziej rozpowszechniony cel dla dziatania antybiotykow.
Istnieje stosunkowo duza liczba zwiazkéw blokuja-
cych synteze bialek bakteryjnych na réznych etapach
poczawszy od inicjacji translacji az po prawidtowe
wydluzanie tancucha polipeptydowego. Do tej grupy

naleza aminoglikozydy, makrolidy czy tetracykliny.
Z racji tego, iz liczba zwigzkow jest tak duza, istnieje
takze wiele mechanizméw dziatania, z ktérych najpo-
pularniejszy to wigzanie si¢ czasteczek leku do réznych
czasteczek bialek rybosomalnych lub rybosomalnego
RNA (podjednostki 30S oraz 50S). Mechanizm dzia-
tania aminoglikozydéw polega na wigzaniu si¢ anty-
biotyku z podjednostka 30S rybosomu oraz zakt6ceniu
interakcji kodonu z mRNA z antykodonem w tRNA
rybosomy. Z kolei tetracykliny blokuja podjednostke
30S, a takze hamujg wydluzanie fancucha polipepty-
dowego. Natomiast makrolidy, linkozamidy sg inhibi-
torami podjednostki 50S. Zakldcaja proces transpep-
tydacji oraz translokacji, co skutkuje hamowaniem
biosyntezy bialek bakteryjnych [42].

- zaburzenie syntezy DNA

Chinolony oraz ich pochodne fluorochinolony
(ITi ITI generacja lekéw), a takze naftyrydynochinolony
to podstawowa grupa zwigzkéw zaburzajacych synteze
DNA. Ich dzialanie przyczynia si¢ do fragmentacji DNA
w komorce. Dzieje si¢ tak poniewaz zwigzki te sa specy-
ficznymi inhibitorami domen ligazy topoizomerazy II
(gyrazy) oraz topoizomerazy IV. Efektem aktywnos$ci
domen nukleolitycznych, bez dziatania ligazy, jest frag-
mentacja kwasu deoksyrybonukleinowego [82]. Nato-
miast antybiotyki bedgce pochodnymi nitroimidazolu,
dzialajg po wniknieciu do komarki bakterii beztleno-
wej. W wyniku przeprowadzenia reakcji redox, wytwa-
rzana jest cytotoksyczna pochodna wigzaca si¢ z DNA,
w efekcie czego ni¢ ulega fragmentacji, a to prowadzi
do $mierci komérki [48].

- zaburzenie syntezy RNA

Précz zwigzkéw wplywajacych na synteze oraz czas
pottrwania DNA istnieje grupa zwigzkow, ktorych
celem jest zaburzenie syntezy RNA. Nalezy do nich
powszechnie znana ryfampicyna, blokujaca bakteryjna
polimeraze RNA poprzez trwale wigzanie sie z jej pod-
jednostka . Antybiotyk wigze si¢ w poblizu miejsca
aktywnego specyficznie do bakteryjnej polimerazy
RNA, co uniemozliwia wydluzenie tancucha DNA [14].

- inhibicja szlakéw metabolicznych

Dzialanie hamujace na wzrost bakterii mozna réw-
niez osiggna¢ poprzez zaburzenie aktywnosci waznych
szlakéw metabolicznych. Jednym z przykladow jest
zahamowanie syntezy kwasu foliowego, co skutkuje
zaburzeniem syntezy DNA. Mechanizm ten obserwo-
wany jest w dzialaniu sulfonamidoéw, ktére zastepuja
kwas p-aminobenzoesowy. W przypadku trimetoprimu
hamowana jest bakteryjna reduktaza kwasu dihydrofo-
liowego. Obserwowany jest rowniez mechanizm bloko-
wania syntezy ATP poprzez wigzanie sie z podjednostka
C syntazy ATP przez chinoliny [42].
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- blokowanie przebudowy $ciany komdrkowej

podczas wzrostu

Poczatkiem 2020 roku doniesiono o nowej aktyw-
nosci biologicznej dwdch substancji, ktore charak-
teryzuja si¢ innowacyjnym mechanizmem dzialania.
Zwigzki te to przedstawiciele nowej klasy funkcjo-
nalnej antybiotykéow glikopeptydowych komplesta-
tyny, poznanego antybiotyku glikopeptydowego oraz
nowo odkrytego zwigzku, korbomycyng. Nowy sposéb
dziatania polega na wiazaniu si¢ z peptydoglikanem.
Antybiotyki te blokujg dzialanie autolizyn - niezbed-
nych hydrolaz peptydoglikanu, ktére s3 wymagane do
przebudowy $ciany komoérkowej podczas wzrostu. Jak
donosza badania prowadzone na mysim modelu zaka-
zenia skory MRSA korbomycyna i komplestatyna maja
niski poziom rozwoju opornosci i skutecznie zmniej-
szajg obcigzenie bakteriami podczas tej infekcji [18].

5. Opornos¢ bakterii na antybiotyki

Problem lekoopornych szczepéw zostal przewi-
dziany przez samego odkrywce pierwszego antybiotyku
stosowanego w leczeniu chordb bakteryjnych - penicy-
liny, Aleksandra Fleminga. Zaledwie kilka lat po wypo-
wiedzeniu tej hipotezy stata sie ona tezg i juz w latach 50.
XX wieku zaobserwowano oporne na dziatanie penicy-
liny szczepy S. aureus. Jednak problem lekoopornosci
nie pojawil si¢ w poprzednim stuleciu, lecz zdecydowa-
nie wczesniej. Jak donoszg ostatnie badania geny opor-
nosci na kilka klas antybiotykéw zostaly odnalezione
w wiecznej zmarzlinie liczacej 30 tysigcy lat, prekolum-
bijskiej mumii z Peru oraz w jamie ustnej sredniowiecz-
nego szkieletu [68]. Oporno$¢ bakterii na antybiotyki
jest zatem procesem ukierunkowanej ewolucji wywo-
tanej presja selekcyjng oraz wymiang materiatu gene-
tycznego miedzy bakteriami w procesie horyzontalnego
transferu gendw. Niestety selekcja jest spowodowana
gléwnie dziatalnoscig czlowieka, bedacg efektem nie-
wlasciwego stosowania antybiotykéw, ich naduzy-
wania w nieodpowiednich dawkach oraz wprowadza-
nia do pasz [42]. Istniejg cztery gléwne mechanizmy
opornosci bakterii na antybiotyki. Pierwszy z nich to
ograniczenie przyjmowania leku, drugi to modyfiko-
wanie celu leku, trzeci to dezaktywacja leku i czwarty
to aktywny wyrzut leku. Mechanizmy te s3 zlokali-
zowane na chromosomie bakteryjnym, ich obecnos¢
jest wrodzona u wszystkich czlonkéw gatunku, badz
tez moga by¢ nabyte i pochodzi¢ od innych bakterii,
zwykle przekazywane za posrednictwem plazmidu.
Geny samoistnej opornosci moga ulega¢ konstytutyw-
nej ekspresji, ekspresja moze by¢ réwniez wywolana
obecnoscia lekow przeciwdrobnoustrojowych. Szcze-
golnie bakterie Gram-ujemne szeroko wykorzystuja
wszystkie wyzej wymienione mechanizmy. Wynika to

ze zdolnosci do horyzontalnego transferu genéw opor-
nosci [72]. Ponizej oméwiono szczegétowo wybrane
mechanizmy opornosci bakterii z gatunkéw E. coli
i S. aureus na antybiotyki.

Opornos¢ na antybiotyki jest obecnie jednym z naj-
wiekszych globalnych zagrozen dla zdrowia cztowieka.
Moze dotkna¢ kazdego, niezaleznie od wieku oraz od
miejsca, w ktérym zyje. Chociaz oporno$¢ na antybio-
tyki wystepuje u drobnoustrojow naturalnie, naduzy-
wanie i niewlasciwe ich stosowanie u ludzi i zwierzat
przyspiesza rozprzestrzenianie si¢ genéw lekoopor-
nosci. Oczywiécie mozna podja¢ kroki, majace na celu
ograniczenie szerzacej si¢ opornosci. Po pierwsze
nalezy uswiadomic spoleczenstwo, iz mozliwe jest zapo-
bieganie infekcjom poprzez dobra higiene i szczepienia,
stosowanie antybiotyku tylko wtedy gdy jest to uza-
sadnione dzialanie zalecone przez pracownika stuzby
zdrowia, jak réwniez stosowanie si¢ do zaleconych
dawek oraz nie dzielenie si¢ przepisanymi antybioty-
kami z innymi osobami oraz nie zazywanie antybio-
tykow, ktore pozostaja po poprzedniej terapii, moga
bardzo ograniczy¢ rozprzestrzenianie si¢ antybiotyko-
opornosci. Ludzie powinni zrozumie¢ problem i pozna¢
sposoby na zmiane swojego postepowania.

Klinicysci oraz $wiat nauki od dawna doskonale
wiedza, ze bakterie oraz grzyby, staja sie alarmujaco
oporne na leki stosowane w ich leczeniu. Natomiast
reakcja spoleczenstwa na to zlozone, bardzo powazne
zagrozenie dla zdrowia - powszechnie okre$lane mia-
nem ,,opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe”
- wymaga zaangazowania znacznie szerszej grupy pod-
miotéw poczawszy od rzadéw, organdw regulacyjnych
i spoleczenistwa, az po ekspertow w dziedzinie zdro-
wia, zywnosci, Srodowiska, ekonomii, handlu i prze-
mystu. Ludzie z tych $rodowisk powinni wymienia¢
swoje spostrzezenia oraz obawy, aby spoleczenstwo
zrozumiato powage problemu. Terminologia uzywana
do opisania problemu jest czgsto Zle rozumiana, nie-
poprawnie interpretowana, a takze obcigzona nieprzy-
datnymi konotacjami [55]. W ankiecie przeprowa-
dzonej na blisko 10000 oséb, w 12 krajach (Nigeria,
Potudniowa Afryka, Meksyk, Barbados, Indonezja,
Indie, Rosja, Serbia, Egipt, Sudan, Chiny oraz Wiet-
nam) przez WHO dowiedziono, iz 14% respondentéw
nie zna termindéw: antybiotykoopornos¢, lekoopor-
no$¢, lekooporna bakteria, superbakteria, opornosé
na $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz AMR (anti-
microbial resistance). Mniej niz potowa respondentéw
slyszala o ,,opornosci na $rodki przeciwdrobnoustro-
jowe”, z kolei tylko 20% badanych byto swiadomych
co oznacza skrot ,AMR” [85]. Wyniki ankiety WHO
pokazuja, ze chociaz ludzie rozpoznaja problem, ale
nie rozumiejg w pelni, nie wiedza co go powoduje ani
co mogg sami zrobi¢, aby problem nie narastal. WHO
pokazato jak duzo jeszcze nalezy zrobi¢, aby spoteczen-
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stwo stalo si¢ bardziej $wiadome. Wyniki pytan ankie-
towych na blisko 10 000 respondentdéw na temat stoso-
wania antybiotykéw pokazujg, jak czesto przyjmuje si¢
antybiotyki. Znaczna wigkszo$¢ ankietowanych, az 65%
w 12 krajach zglosilo, ze stosowala je w ciagu ostatnich
sze$ciu miesiecy. Ta czestotliwos¢ ma duze znaczenie,
zagraza zdrowiu, poniewaz przyczynia si¢ do wzrostu
liczby lekoopornych szczepow bakterii na calym glo-
bie, w stosunkowo krotkim czasie sze$ciu miesiecy.
Zkolei 32% respondentéw przestaje uzywac antybiotyki
w momencie, gdy poczuje si¢ lepiej, tym samym nie
stosujac sie do zalecen WHO, ktdre méwig, iz powinien
by¢ przyjety caly cykl leku wypisanego przez lekarza
na dang liczbe dni, po to aby nie faworyzowac szcze-
pow posiadajacych geny opornosci. Problem nie lezy
tylko po stronie pacjentéw, badania dowiodly, ze 64%
przypadkow to osoby, ktdre otrzymaly antybiotyki na
infekcje wirusowe. Jak wiadomo antybiotyki stosuje
sie przeciwko infekcjom wytgcznie bakteryjnym [85].
Podobne badanie opublikowane takze w 2015 roku
w Wielkiej Brytanii przez brytyjska organizacje cha-
rytatywna Wellcome Trust, ujawnilo podobne trendy
[84]. Niekiedy niewlasciwe uzycie termindéw przez
prase, naukowcdw w publikacjach oraz dziennikarzy do
opisania zachodzgcych na $wiecie wydarzen moze przy-
nosi¢ efekty przeciwne do zamierzonych we wszystkich
kontekstach, zamiast uswiadamia¢ wprowadza w btad.
Idealnym przykladem do zobrazowania tego zjawiska
jest przemysl spozywczy, a w szczegolnosci produk-
cja drobiu. W ostatnich latach rézne sektory wezwaty
kraje do stopniowego wycofania lub zniesienia ,,srod-
kéw przeciwdrobnoustrojowych” stosowanych w celu
promowania wzrostu zwierzat, aby chroni¢ ludzi przed
zwigkszajacym si¢ poziomem opornych na leki bak-
terii [60]. Jednak z definicji $rodki przeciwdrobno-
ustrojowe obejmuja leki, ktore odgrywaja kluczows
role w utrzymaniu obecnego poziomu produkgji dro-
biu na calym $wiecie poprzez zmniejszenie zapalenia
jelit wywolanego przez pasozyty kokcydia. Leki prze-
ciw kokcydiozie nie wywieraja wplywu na bakterie i nie
powoduja opornosci bakterii u ludzi i innych zwie-
rzat. Tak wiec zgdanie zniesienia wszystkich srodkow
przeciwdrobnoustrojowych do promocji wzrostu mija
sie z celem i moze potencjalnie zaszkodzi¢ bezpieczen-
stwu zywnosciowemu. Prosta, jasna i jednoznaczna
terminologia pomogtaby zapewni¢, iz pojawienie si¢
opornych na leki bakterii powodujacych powszechne
choroby, wynika z wysokiego uzycia przez ludzi anty-
biotykéw. Moze to réwniez poprawi¢ zrozumienie
i zaangazowanie ludzi. W dniu 16 marca 2017 roku
Organizacja Narodow Zjednoczonych utworzyta grupe
migdzyagencyjna w celu koordynacji walki z lekoopor-
noécig. Swiat nauki postuluje, aby pierwszym z wielu
krokéw bylo stworzenie odpowiedniej terminologii
przystepnej w swojej popularnonaukowej formie dla

wszystkich podmiotéw. Takie dzialanie moze poprawic¢
zrozumienie problemu i przyczyni¢ si¢ do powstania
spojnej globalnej reakcji [81].

Pojawienie si¢ w srodowisku cztowieka E. coli oraz
S.aureus moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla
zdrowia publicznego. Szczegdlnie narazong grupa na
zakazenia immunologiczne oraz pokarmowe sg dzieci,
ze wzgledu na nie w pelni rozwiniety system odpor-
nosciowy [59]. Co wiecej dzieci w wieku przedszkol-
nym czgsto nie przestrzegaja zasad higieny, a takze
majg sklonnosci do jedzenia piasku podczas zabawy
w piaskownicy (geofagia), co czyni je bardziej podat-
nymi na infekcje [64]. Piaskownice stanowig powazne
zagrozenie jesli piasek w nich obecny jest zanieczysz-
czony przez przydomowe zwierzeta wyprowadzane na
spacer w obrebie parkéw czy osiedli jak réwniez gry-
zonie np. szczury i myszy. Kontakt z takim piaskiem
moze zakonczy¢ si¢ infekcja w obrebie jelit. Dlatego
istotne jest kontrolowanie réznych srodowisk i badanie
opornych bakterii, aby wyeliminowac je z srodowiska,
w celu zminimalizowania ryzyka rozprzestrzenienia si¢
genéw lekoopornosci

5.1. Opornos¢ paleczek Enterobacteriaceae

Najpopularniejsze mechanizmy opornos¢ wérod bak-
terii E. coli:

a) Mechanizm ESBL (extended-spectrum p-lacta-
mases) wystepuje u bakterii syntetyzujacych -lakta-
mazy o rozszerzonym spektrum substratowym czynig-
cym je opornymi na dzialanie antybiotykéw z grupy
B-laktamow [43, 52, 87]. Cecha charakterystyczng
wszystkich antybiotykéw B-laktamowych jest obecnosé
pierscienia B-laktamu. p-laktamazy, pierwotnie nazy-
wane penicylinazami lub cefalosporynami sa zdolne do
inaktywacji tej klasy antybiotykdw na drodze hydrolizy
swoistego miejsca pierscienia f-laktamowego powodu-
jac jego otwarcie. Antybiotyk nie moze wowczas zwig-
zac si¢ ze swoim docelowym biatkiem PBP. Mechanizm
ESBL jest najpowszechniejszy wsrod bakterii Gram-
-ujemnym, czyniac je opornymi na dzialanie antybio-
tykéw B-laktamowych [11, 72]. p-laktamazy mozna
sklasyfikowa¢ na podstawie ich struktury lub obecno-
$ci grupy funkcyjnej. Wedlug struktury rozrézniane sg
cztery grupy A, B, C oraz D. Natomiast wedlug wyste-
pujacej grupy funkcyjnej wyrdznia si¢ cefalosporynazy,
seryno-[-laktamazy i metalo-f-laktamazy, ktore sg naj-
czedciej spotykane u E. coli [13, 74]. Pierwsza scharakte-
ryzowana B-laktamaza pochodzita z E. coli. Kodowana
chromosomalnie na genie ampC (nazwa pochodzi od
opornosci na ampicyling). Gen ten ulega konstytutyw-
nej ekspresji przy niskim poziomie, ale mutacja moze
powodowac¢ jego nadekspresje. B-laktamazy ampC sa
najbardziej skuteczne w stosunku do penicyliny oraz
cefalosporyn I generacji. Enzymy te nadaly opornos¢
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bakteriom réwniez na kolejne generacje cefalosporyn
zostaly i nazwane P-laktamazami o rozszerzonym spek-
trum substratowym - ESBL [10, 11, 74, 78].

b) Produkcja MBL (metallo-p-lactamase) przez
bakterie Gram-ujemne. MLB w ostatnich latach stat sie
najbardziej rozpowszechnionym i klinicznie znaczagcym
mechanizmem opornosci bakterii na karbapenemy [71].
Bakterie zdolne do produkcji MBL moga hydrolizowa¢
szeroki zakres antybiotykow [-laktamowych: cefalo-
sporyn, karbapenemow, cefamycyny, ale nie majg zdol-
noséci do hydrolizowania aztreonamu. Co wiecej, ich
aktywno$¢ katalityczna jest neutralizowana przez inhi-
bitory p-laktamazy, takie jak klawulanian, tazobaktam
i sulbaktam, ktore sg powszechnie stosowane w terapii
antybiotykowej [6]. Metalo-p-laktamazy naleza do
B-laktamaz klasy B wg klasyfikacji Ambler [2] na pod-
stawie ich homologii sekwencji aminokwaséw oraz
do grupy 3 zgodnie z klasyfikacjg Busha [11] na pod-
stawie profilu substratu i inhibitora. MBL wymagaja
jonoéw cynku do katalizowania hydrolizy antybiotykow
[-laktamowych, a ze wzgledu na tg zaleznos¢ od metalu,
katalize MBL mozna zahamowac¢ obecnoscig czynnikéw
chelatujacych metal np. kwasem etylenodiaminotetraoc-
towy (EDTA) [67]. MBL sg kodowane przez geny bedace
czescig chromosomu lub przez geny nabyte w czasie
horyzontalnego transferu genéw [17]. Najbardziej roz-
powszechnione MBL obejmujg imipenemaze (IMP),
VIM (Verona integron-encoded metallo-B-lactamase)
oraz NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase) [67].

¢) CRE (carbapenem-resistant Enterobacteriaceae)
- szczepy oporne na dzialanie karbapenemow [52].
Do poczatku XXIwieku produkcja karbapenemaz
przez Enterobacteriaceae byla nieznana. Po raz pierw-
szy w 2001 roku doniesiono, iz Klebsiella pneumoniae
wytwarza karbapenemazy [88]. Opornos¢ na karbape-
nemy jest kodowana przez gen blaKPC. Niestety moz-
liwy jest transfer tego genu do genomu E. coli, co moze
spowodowac szerokie i szybkie rozprzestrzenienie si¢
wrazliwosci na te klase antybiotykdéw. Wywolato by to
powazna w skutkach epidemig na skale globalng [37].

5.2. Opornosc S. aureus

Najczegstsze mechanizmy opornos¢ wsrdd bakterii
S. aureus:

a) Opornos¢ na penicyline. Penicylina jest pierw-
szym antybiotykiem p-laktamowym odkrytym w 1928 r.
przez Aleksandra Fleminga i uznanym za skuteczny
przeciwko infekcjom wywolywanym przez S. aureus.
W latach czterdziestych ubieglego wieku, odnoto-
wano juz pierwsze doniesienia o szczepach S. aureus
opornych na penicyling [70]. Szczepy te kodowaly
plazmidowo enzym [-laktamowy penicylinaze, ktora
enzymatycznie tnie pierscien p-laktamowy penicyliny
czynigc antybiotyk nieaktywnym [7, 38]. W latach 50

zeszlego wieku oporno$¢ na penicyling ograniczata sig
jedynie do izolatéw szpitalnych S. aureus. Pod koniec
1960 roku, ponad 80% szczepdw gronkowca zlocistego,
niezaleznie pochodzenia szpitalnego badz spotecznego,
bylo opornych na penicyling z powodu plazmidowego
transferu genu penicylinazy (blaZ) oraz klonalnego roz-
przestrzenianie si¢ opornych szczepow [15, 49].

b) MRSA - methicillin-resistant S. aureus s to
szczepy zwykle oporne na dziatanie wielu antybiotykdow,
czesto bedace patogenami szpitalnymi powodujacymi
wysoka zachorowalnos¢ oraz $miertelnos¢, podnosza-
cymi koszty leczenia [30]. Metycylina zostala wpro-
wadzona do leczenia w 1961 jako antybiotyk majacy
pomoc w leczenie zakazen wywolanych gronkowcem
zlocistym opornym na dzialanie penicyliny. Niestety
niespelna rok po wprowadzeniu odnotowano pierw-
sze szczepy oporne na metycyling [35]. Przez kolejne
lata zgtaszano coraz wigcej takich ognisk pojawiajacych
sie w placowkach szpitalnych. Staly si¢ one powaznym
zagrozeniem zdrowia publicznego, dlatego przysta-
piono do intensywnych prac majgcych na celu odkrycie
mechanizmu opornosci na metycyling przez gronkowca
zlocistego, poznano go 1981 roku [33]. Szczepy MRSA
kodujg w genie mecA dodatkowe biatko PBP2a (peni-
cillin binding protein) wigzace penicyline. Zmienione
biatko nie wykazuje powinowactwa do tego antybio-
tyku. Antybiotyki P-laktamowe wykazuja dzialanie
antybakteryjne poprzez inaktywacje bialek wigzacych
penicyline (PBP), ktdre sa niezbednymi enzymami dla
bakterii podczas syntezy sciany komorkowej. Jednakze
antybiotyki te majg tylko niewielkie powinowactwo
w stosunku do PBP2a, tym samym enzym ten nie
ulega inaktywacji i pelni kluczowa role podczas syn-
tezy $ciany komorek bakterii, w wyniku czego powstaje
komorka zdolna do przezycie nawet w obecnosci anty-
biotykéw B-laktamowych. Wiasnie z powodu obecnosé
mecA, MRSA s3 oporne na prawie wszystkie anty-
biotyki -laktamowe [26]. Gen ten jest cze$cig rucho-
mego elementu genetycznego SCCmecA (staphylococ-
cal cassete chromosome mecA). Istnieja dwie hipotezy
wyjasniajace ewolucyjne pochodzenie metycylioopor-
nych szczepdw. Pierwsza z nich zaktada, iz ruchomy
element genetyczny wyszedt z populacji S. aureus co
spowodowalo powstanie pojedynczego klonu MRSA,
ktory rozprzestrzenit si¢ na calym $wiecie. Natomiast
druga hipoteza zaklada, Ze szczepy metycylinooporne
ewoluowaly na drodze wielokrotnego horyzontal-
nego transferu genu od szczepu prekursorowego MSSA
(methicillin-susceptible S. aureus) [23, 86].

c) VRSA - vancomycin-resistant S. aureus. Zwiek-
szona ilo$¢ zakazen szpitalnych wywolanych szczepami
MRSA wymusita szerokie stosowanie kolejnego anty-
biotyku - wankomycyny. To spowodowalo selekcje
szczepow S. aureus o zredukowanej wrazliwosci na lek
[27], niosacych kopie transpozonu Tn1546, nabytego
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od opornych na wankomycyne szczepdéw Enterococcus
faecalis. Transpozon posiadajacy opornosci typu VanA,
koduje dehydrogenaze (VanH), ktéra redukuje pirogro-
nian do D-Lac i ligaze VanA, ktdra katalizuje tworzenie
wiazania estrowego pomigdzy D-Ala i D-Lac. W wy-
niku czego depsypeptyd D-Ala-D-Lac zast¢puje dipep-
tyd D-Ala-D-Ala w syntezie peptydoglikanu, znacznie
zmniejszajac powinowactwo dla wankomycyny i innego
antybiotyku glikopeptydowego teikoplaniny [20].

6. Podsumowanie

Zagrozenie jakie niesie obecnos¢ w $rodowisku
szczepdw lekoopornych bakterii spowodowalo, ze coraz
czedciej badane sa nie tylko placéwki ochrony zdro-
wia pod katem obecno$¢ bakterii E. coli oraz S. aureus
niosgcych geny lekoopornoséci na cze¢s¢ antybiotykow
stosowanych podczas leczenia zakazen, ale réwniez
miejsca, ktore nie sa naturalnym miejscem bytowa-
nia tych drobnoustrojow, a co wigcej ich obecnos¢ jest
wysoce niepokojaca. E. coli jest gtéwnym mikroorga-
nizmem odpowiedzialnym za infekcje uktadu pokar-
mowego, natomiast S. aureus wywoluje ré6zne powazne
i trudne w leczeniu zakazenia. Bakterie te moga by¢
fatwo przenoszone z osoby na osobe¢ przez kontakt
bezposredni czy przez zanieczyszczone (fekaliami)
zywno$¢, wode jak rowniez glebe i piasek. Co wiecej
mikroorganizmy te zdolne sg do produkgji entero- oraz
egzotoksyn, odpowiedzialnych za 1,7-2,5 mln zgonéw
gléwnie wsréd niemowlat oraz malych dzieci [29].
Dlatego monitoring srodowiska pod katem obecnosci
tych bakterii jest bardzo istotny.
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Streszczenie: Orthohantawirusy i powodowane przez nie infekcje znane byly juz w $redniowieczu jako tzw. ,angielskie poty”. Istnieja
dwa gtéwne schorzenia wywolywane przez te wirusy — HPS (hantawirusowy zesp6l plucny) i HFRS (goraczka krwotoczna z zespotem
nerkowym). Gléwny rezerwuar tych drobnoustrojow stanowia gryzonie, a cztowiek zaraza si¢ nimi najczgéciej droga wziewna, w wyniku
kontaktu z wydzielinami i odchodami nosicieli. HPS charakteryzuje si¢ naglym poczatkiem, a do objawéw zaliczaja si¢ przede wszystkim
kaszel, goraczka i trudnosci z oddychaniem, a w skrajnych przypadkach - niewydolnos¢ oddechowa i wstrzas kardiogenny. HFRS roz-
poczyna si¢ nagle, a gléwna manifestacja obejmuje goraczke, niewydolno$¢ nerek, krwotoki, krwiomocz i biatkomocz, a takze wstrzas.
Na ten moment, terapia antyhantawirusowa o udowodnionej skutecznosci nie istnieje. Kluczows role w leczeniu stanowia oszczedny tryb
zycia, kontrola gospodarki elektrolitowej, ptynoterapia oraz zapobieganie niedocisnieniu, a w wymagajacych tego przypadkach - podanie
tlenu. Odchylenia od wartosci prawidlowych w analizach laboratoryjnych oséb zainfekowanych tym patogenem zaleza od zajetego przez
proces chorobowy organu.

1. Historia 2. Systematyka rodzaju Orthohantavirus spp. 3. Morfologia 3.1. Genom 3.2. Budowa wirionu 4. Mechanizm infekcji 4.1. Droga
zarazenia 4.2. Cykl zyciowy 5. Chorobotwdrczos¢ 6. Leczenie 7. Diagnostyka 8. Profilaktyka — szczepionki 9. Podsumowanie

ORTHOHANTAVIRUS SPP. - REVIEW OF GENUS

Abstract: The infections caused by orthohantaviruses were already known in the Middle Ages as “English sweats” There are two main
diseases caused by these viruses — HPS (hantavirus pulmonary syndrome) and HFRS (hemorrhagic fever with renal syndrome). Rodents
are the main reservoir of these microorganisms, and humans usually catch them by inhalation, as a result of contact with secretions and
droppings of carriers. HPS is characterized by a sudden onset, and symptoms include primarily cough, fever and difficulty breathing,
and in extreme cases - respiratory failure and cardiogenic shock. HFRS begins suddenly and the main manifestation includes fever, renal
failure, hemorrhage, hematuria and proteinuria, as well as shock. At present, anti-hantavirus therapy with proven effectiveness does not
exist. A key role in the treatment is resting lifestyle, electrolyte control, fluid therapy and prevention of hypotension, and in harder cases
- administration of oxygen. Deviations from normal values in laboratory analyzes of people infected with this pathogen depend on the
organ affected by the disease process

1. History 2. Systematics of Orthohantavirus spp. genus 3. Morphology 3.1. Genome 3.2. Structure of the virion 4. Mechanism of infection
4.1. Route of infection 4.2. Life cycle 5. Pathogenicity 6. Treatment 7. Diagnostics 8. Prevention — vaccines 9. Summary

Stowa kluczowe: gorgczka krwotoczna z zespolem nerkowym, hantawirusowy zespét ptucny, HERS, HPS, orthohantawirus

Keywords:

hemorrhagic fever with renal syndrome, hantavirus pulmonary syndrome, HFRS, HPS, orthohantavirus

1. Historia

Infekcje orthohantawirusami znane byly juz od $re-
dniowiecza. Jedno z pierwszych udokumentowanych
zakazen mialo miejsce w 1485 roku w Anglii. Nagly
atak wirusowej choroby zakaznej okreslono wowczas
jako angielskie poty lub ,,sudor anglicus”. Zgodnie z do-
stepnymi danymi historycznymi, ta wowczas tajemni-
cza choroba dotykata ludzi majetnych. W latach 1508,

1517, 1528 i 1551 mialy miejsce kolejne cztery epide-
mie infekcji hantawirusowych. Réznice w czasie mie-
dzy powstawaniem ognisk choroby moga wskazywaé
na szeroko rozpowszechnione wrota zakazenia. Cho-
roba charakteryzowata sie gwaltownym poczatkiem,
skorelowanym z pora dnia (najcz¢sciej do poczatku
manifestacji objawéw dochodzilo w nocy lub rano).
Wystepowaly dreszcze, goraczka, wysypka oraz uczucie
ostabienia. Po kilku godzinach od pierwszych objawéw

* Autor korespondencyjny: dr hab. inz. Krzysztof Skowron, prof. UMK, Katedra Mikrobiologii, Wydzial Farmaceutyczny, Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, ul. M. Curie Sktodowskiej 9, 85-067 Byd-
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moglo dojs¢ do zgonu pacjenta. Ogdlna smiertelnos¢,
wedlug danych, waha sie w granicach 5-90%, jednak
wigkszo$¢ zrédet podaje statystyke 30-50%. Po dobie
»pocenia si¢” pacjent wracat do zdrowia [6, 23, 59].

Kolejng chorobg o etiologii hantawirusowej, znang
z zapiskow historycznych, byly ,,poty Pikardii’, wyste-
pujace gtéwnie na terenie Francji, ale takze w Niem-
czech lub Wtoszech w latach 1718-1861. Do objawow
nalezaly goraczka oraz poty, jednak w poréwnaniu do
»angielskich potow’, ,,poty Pikardii” cechowaly si¢ duzo
wyzszym odsetkiem przezywalnosci i dotyczyly gtow-
nie ubogiej ludnosci wiejskiej. Uwaza sie, ze byla ona
powodem $mierci kompozytora Wolfganga Amadeusza
Mozarta [6, 23].

Uwaza sie, ze wystepujace podczas I wojny §wiatowej
okopowe zapalenie nerek ma najprawdopodobniej etio-
logi¢ orthohantawirusows, podobnie jak wystepujaca
w czasie II wojny $wiatowej choroba przebiegajaca po-
dobnie do zakazenia bakteriami z rodzaju Leptospira [9].

W latach 1951-1953, w czasie wojny w Korei, okoto
3000 zolnierzy uleglo zakazeniu hantawirusami, ktére
objawialo si¢ w postaci manifestacji nerkowej ze wstrza-
sem i krwotokami. Smiertelno$é¢ wynosita okoto 10%.
Dopiero w 1976 roku wyjasniono etiologie zachorowan
z czaséw wojny koreanskiej. Z materiatu pobranego od
myszy wyizolowano wirus Haantan [9].

W 1993 roku w Stanach Zjednoczonych miala
miejsce epidemia nazwana ,,Four Corners”. Czynnikiem
etiologicznym byl woéwczas nowo odkryty wirus Sin

Nombre, wyizolowany z materiatu pobranego od myszy
Peromyscus maniculatus. Powodowat on zespot ptucny
o bardzo ci¢zkim przebiegu, jego $miertelno$¢ wyno-
sifa okoto 50%, a powodowat go kontakt z odchodami
gryzoni. Od kwietnia 1993 do maja 1993 CDC (ang.
Centers for Disease Control and Prevention) doniosto
0 24 przypadkach $miertelnych [9, 10].

2. Systematyka rodzaju Orthohantavirus spp.

Wirusy z rodzaju Orthohantavirus spp. naleza do
podrodziny Mammantavirinae, do rodziny Hantaviri-
dae oraz do rzedu Bunyavirales [1, 26].

Niektore orthohantawirusy zakwalifikowane zostaly
dodatkowo do 3 gléwnych drzew filogenetycznych,
w zaleznosci od ich segmentéw S. Podziat ten stanowi
przyktad ko-ewolucji wirus-gospodarz, gdyz pokrywa
sie on z przenosicielami tych wiruséw oraz interakcjami
wirus-komorka i powodowanymi gléwnymi zespotami
chorobowymi zwigzanymi z infekcjg orthohantawiru-
sami [28, 41, 44, 48, 60].

Zestawienie wybranych przedstawicieli dotychczas
zidentyfikowanych gatunkoéw tego rodzaju oraz zna-
nych gospodarzy i powodowane przez nie choroby,
a takze podzial na wirusy Nowego i Starego Swiata oraz
gltéwne ich lokalizacje przedstawiono w tabeli I. Z kolei
przeglad najwazniejszych informacji dotyczacych oma-
wianych wiruséw przedstawiono na rycinie 1.

Tabela I
Zestawienie wybranych przedstawicieli rodzaju Orthohantavirus

Gatunek Skrot Nosiciel* Choroba** Gléwna lokalizacja
Stary $wiat (Old world)
Dobrava-Belgrade orthohantavirus | DOBV | Muridae HFRS Stowenia, Balkany
Hantaan orthohantavirus HTNV Muridae HEFRS Korea Poludniowa, Chiny
Seoul orthohantavirus SEOV Muridae HERS caly swiat
Khabarovsk orthohantavirus KBR Arvicolinae nieznana | wschodnia Rosja
Prospect Hill orthohantavirus PHV Arvicolinae nieznana | Maryland (USA)
Puumala orthohantavirus PUUV | Arvicolinae HFRS/NE | Finlandia, Europa i Azja
Tula orthohantavirus TULV Arvicolinae HFRS Rosja, Europa
Nowy $wiat (New world)
Andes orthohantavirus ANDV Cricetidae HPS Argentyna, Chile
Bayou orthohantavirus BAYV Cricetidae HPS Luizjana (USA)
Black Creek Canal orthohantavirus BCCV Cricetidae HPS Floryda (USA)
Cano Delgadito orthohantavirus CADV | Cricetidae nieznana | Wenezuela
Choclo orthohantavirus CHOV Cricetidae HPS Panama
El Moro Canyon orthohantavirus ELMC Cricetidae nieznana Kalifornia (USA)
Laguna Negra orthohantavirus LNV Cricetidae HPS Paragwaj, Boliwia, Argentyna
Sin Nombre orthohantavirus SNV Cricetidae HPS Nowy Meksyk (USA)

* Muridae - myszowate; Arvicolinae — nornikowate; Cricetidae - chomikowate
** HFRS - gorgczka krwotoczna z zespotem nerkowym; HPS — hantawirusowy zesp6t ptucny;

NE - nefropatia epidemiczna [1, 26, 28, 41, 44, 48, 60].
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ORTHOHANTAWIRUSY

HISTORIA

— pierwsza wzmianka w Anglii
w 1485 roku, opis choroby
jako angielskie poty

—w XVI wieku epidemie hanta-
wiruséw

- ,poty Pikardii” opisane
w XVIIIi XIX wieku na terenie
kilku panstw europejskich

— kolejne epidemie podczas
| wojny $wiatowej i wojnie
w Korei

- epidemia ,Four Corners”
na terenie USA w 1993 roku

SYSTEMATYKA
- podrodzina Mammantavirinae
—rodzina Hantaviridae
—rzad Bunyavirales
— obecnie podziat na wirusy
Nowego Swiata i Starego
Swiata

MORFOLIGIA
— wirion wielkosci 80—120 nm
— ksztatt kulisty
— wielko$¢ genomu szacowana
n 11845-12317 pz
- 3 pojedyncze nici RNA
0 polarnosci ujemnej (-) ssSRNA

INFEKCJA

- infekcja dochodzi najczesciej
poprzez uktad oddechowy na
skutek kontaktu z zainfekowa-
nymi gryzoniami

— 2 potaci choroby: zespét ptucny
oraz gorgczka krwotoczna
z zespotem nerkowym

— namnazanie w $rodbtonku
naczyn krwionosnych ptuc
i nerek, rzdziej innych narzgdéw

OBJAWY

— postac ptucna: nagty poczatek,
dreszcze, gorgczka, kaszel,

trudnosci z oddychaniem, obrzek

ptuc, wymioty, béle brzucha
— posta¢ nerkowa: objawy

rozwijajg sie po kilku tygodniach,

nagty poczatek, niewydolno$é

DIAGNOSTYKA

— wykrywanie materiatu gene-
tycznego wiruséw

— testy serologiczne np. test
ELISA

— barwienie immunohisto-
chemiczne

-PCR

LECZENIE

— farmakoterapia skupia sie na
leczeniu objawowym i przywra-
caniu funkcji zainfekowanych
narzagdow

— zespot ptucny: tlenoterapia, pty-
noterapia, aminy wazopresyjne,
albuminy

SZCZEPIONKI

- na terenie Europy brak dostep-
nych $rodkéw o potwierdzonej
skuteczno$ci

— produkcja szczepionek odbywa
sie gtownie w Azji, stosowane
s3 gtéwnie szczepionki inakty-
wowane

nerek, krwotoki wewnetrzne, bole
brzucha, gorgczka, wymioty,
biatkomocz, zespot wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego, hipotensja

— zespot nerkowy: ptnoterapia,
tlenoterapia, dializoterapia, tran-
sfuzja krwi, inhibitory pompy
protonowej, antagonisci recepto-
row H2, leki wazokonstrykcyjne

Ryc. 1. Najwazniejsze informacje dotyczace hantawiruséw

3. Morfologia
3.1. Genom

Wirusowy genom osiaga wielko§¢ 11845-12317 pz,
sktada si¢ z 3 pojedynczych, nici RNA o polarnosci
ujemnej (-) sSRNA i okreslany jest w piSmiennictwie
jako tréjdzielny. Wyrdznia si¢ w nim 3 fragmenty: duzy
- L (ang. large), kodujacy biatko L, sredni - M (ang.
medium), kodujacy prekursor dla glikoprotein Gn
i Gc oraz maly - S (ang. small), kodujacy biatko nukle-
okapsydowe. Te za$ sg podzielone na region 3’- nie-
kodujacy, region 5 oraz region kodujacy. Biatko L
spelnia funkcje polimerazy RNA, endonukleazy, repli-
kazy i transkryptazy. Fragment dlugi i $redni wykazuja
stalo$¢, natomiast fragment krotki rézni sie dtugoscia
u poszczegdlnych gatunkow. Ich produkty charaktery-
zuja sie podobng dlugoscig u poszczegoélnych gatunkow
hantawiruséw. Caty za§ genom wykazuje okoto 60-70%
zgodnosci miedzygatunkowej [18, 19, 28, 42, 47].

Rybonukleoproteiny to pojedyncze segmenty RNA
polaczone z biatkiem N, ktére z racji braku biatek ma-
cierzy przejmuja ich funkcje a takze odpowiadaja za nit-
kowaty wyglad wirionéw hantawirusowych [19, 28, 47].

Jak kazdy Bumyavirus, genom przybiera okragty
ksztalt, powstaly na skutek faczenia koncéw 3’ i 5, ktére
charakteryzujg si¢ komplementarnoscia, co pozwala
im tworzy¢ struktury typu ,,paletki” (ang. panhandle

structures) o zaburzonej komplementarnosci i wiel-
kosci 17pz, z czego 14 pz wykazuje swoistos¢ dla
danego gatunku. Uwaza sig, Ze uczestniczg one w pro-
cesach replikacji oraz transkrypcji. Konce 5 zakon-
czone s3 sekwencja UAG, ktéra powtarza sie trzy razy.
Posiadajg one 10-18 nukleotydéw pochodzacych od
gospodarza oraz czapeczke (kap) zawierajacg reszte
metylowa. Wirusolodzy zwracajg szczegolna uwage
na NCR na koncu 3’ w segmencie S, ktéry cechuje si¢
duza zmiennoscig dlugosci, wahajacej si¢ w granicach
229-728 pz 19, 28, 47].

W niektérych gatunkach, takich jak np. Bayou,
Puumala czy Tula, obecna jest otwarta ramka odczytu
dla biatka NS, kodowana przez fragmenty M i S, ktora
koduje Gn i Ge. Struktura ta nie wystepuje jednak
w komérkach zainfekowanych gospodarza, z wyjatkiem
wirusa Puumala. Nie zostalo jednak ustalone, dlaczego
wirusy zblizone do hantawiruséw nie posiadajg otwar-
tej ramki odczytu. Bialka NS nie posiadaja za to wirusy
Seoul i Hantaan [19, 28, 47].

3.2. Budowa wirionu

Wiriony majg zazwyczaj dtugos¢ 80-120 nm, przy-
bierajg kulisty ksztalt, a ich kapsyd zbudowany jest
z biatka nukleokapsydowego N, bogatego w cyste-
ine i ukladajacego si¢ w trimery [28, 42, 54]. Wyste-
puja jednak takze gatunki osiagajace 160 nm, a formy
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pleomorficzne mogg osiggac rozmiary 78-210 nm [54,
62]. Zewnetrzna powierzchnia, podobnie jak w innych
Bunyawirusach, tworzy kwadratows, siatkowatg struk-
ture, a jej glikoproteiny Gn i Gc, tworzace wypustki,
siegaja 6 nm (wedlug innych danych 7 nm lub 12 nm)
od podwdjnej otoczki lipidowej i tworza struktury na
ksztatt kolcéw [19, 28, 54, 56]. Ostonka wirionu zbu-
dowana jest gtéwnie z blon pochodzacych z aparatu
Golgiego. Oprdcz aminokwasdw, zawieraja one 2-7%
weglowodanow i 20-30% lipidow.

Wiriony wykazujg gestos¢ na poziomie 1,16-1,25 g/
cm’, w zalezno$ci od roztworu [19, 54]. Optymalnym
pH jest dla nich 5,8-9,0, a wirus pozostaje zjadliwy
w temperaturze 4-42°C przez okres 1-3 dni. Masa
molekularna wynosi 300-400 x 10° [54].

4. Mechanizm infekcji
4.1. Droga zarazenia

Wirus do organizmu czlowieka dostaje si¢ najcze-
$ciej droga wziewng wraz z odchodami i wydzielinami
gryzoni [3]. Znane s3 takze przypadki zakazenia Andes
orthohantavirus od drugiego czlowieka, natomiast
Puumala orthohantavirus moze zostal przeniesiony
poprzez transfuzje skladnikéw krwi, przede wszyst-
kim plytek krwi. Vaheri i wsp. [60] w swoim artykule
przegladowym opublikowanym w 2013 roku twierdza,
ze infekcje przewlekle zwigzane z zakazeniem tym
patogenem nie zostaly do tej pory odnotowane. Wirusy
z rodzaju Orthohantaviruses spp. prowadza do zaka-
zen o ostrym przebiegu, dotyczacych gléwnie ukladu
hormonalnego, nerek, ptuc, serca oraz OUN (osrod-
kowy uklad nerwowy). Wyrdznia si¢ 2 gtéwne obrazy
kliniczne: goraczka krwotoczna z zespotem nerkowym
(HFRS - haemorrhagic fever with renal syndrome) oraz
hantawirusowy zesp6t ptucny (HPS - hantavirus pul-
monary syndrome). Oba zespoly kliniczne s3 prawdo-
podobnie tg sama chorobg o réznym obrazie klinicz-
nym - Vaheri i wsp. [60] zalecajg nazywac je chorobami
hantawirusowymi. Objawy obu tych zespoléw zwig-
zane s3 z odpowiedzig komérkowa swoistg i nieswo-
ista (wrodzong) oraz bezposrednim wpltywem wirusa
na $rédbtonek [44, 60].

4.2. Cykl replikacyjny

Cykl replikacyjny hantawiruséw przedstawiono na
rycinie 2.

Do replikacji hantawiruséw dochodzi gléwnie
w $§rodblonku naczyn krwionosnych, przede wszystkim
nerek i pluc, a takze w makrofagach [44, 60]. W warun-
kach in vitro, integryny stanowig gléwne receptory dla
tych wiruséw, jednak nie jest to potwierdzone in vivo.

Kolejnym etapem po polaczeniu wirusa ze swoistym
receptorem komoérkowym jest jego wejscie do komorki.
Nie istnieje jeden sposdb, na ktdry wirusy z rodzaju
Orthohantavirus spp. dokonuja tej czynnosci. Przy-
ktadowo, HTNV wnikajg do komoérki gospodarza na
drodze endocytozy klatryno-zaleznej, podczas ktorej
nastepuje pobranie wirusa w specjalnym pecherzyku
endocytarnym pokrytym klatryng. Do innych alter-
natywnych sposobow wnikania nalezg klatryno-nie-
zalezna endocytoza mediowana receptorem, makropi-
nocytoza, endocytoza cholesterolo-zalezna, endocytoza
pecherzykowo-zalezna oraz prawdopodobnie inne
$ciezki, ktore do tej pory nie zostaly jeszcze poznane.
Zambkniecie czasteczki wirusa w pecherzyku blonowym
zapobiega jego degradacji przez lizosomy. Po interna-
lizacji komorki wirusa, na skutek zmniejszonego pH
we wnetrzu endosomu dochodzi do jego odlaczenia
od receptorow komorkowych. Nastepuje takze zmiana
konformacji glikoprotein, co umozliwia fuzj¢ blony
komorkowej i wirusa, a ostatecznie odplaszczenie, czyli
uwolnienie do cytoplazmy komorki gospodarza mate-
riatu genetycznego w postaci trzech rybonukleoprotein
[14, 28, 60].

| Whikniecie patogenéw do organizmu drogg wziewng |

=

| Przedostanie sie do tkanki ptucnej lub nerkowej |

e

Potaczenie z receptorem komérkowym
a nastepnie wejscie do komorki
(np. endocytoza klatryno-zalezna, klatryno-niezalezna,
cholesterolo-zalezna czy makropinocytoza)

e

| Uwolnienie sktadnikow wirionu we wnetrzu komérki gospodarza

-

Transkrypcja i replikacja z udziatem polimerazy RNA
a takze czapeczki (kap) gospodarza

e

Tworzenie biatek M, S, L, G1, G2 ciatek wtretowych
i namnazanie materiatu genetycznego

e

Glikozylacja w aparacie Golgiego i sktadanie wirionu
(etap ten moze takze zaj$¢ w btonie komorkowej)

S

Egzocytoza

Ryc. 2. Cykl replikacyjny hantawirusow
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Zaréwno transkrypcja, jak i replikacja wiruséw
zwigzana jest z wirusowa polimerazg RNA zalezng od
RNA (RdRp). Hantawirusy nie sg w stanie samodzielnie
zsyntetyzowac czapeczki (kap) na koniec 5 mRNA, dla-
tego przeprowadzajg tzw. cap snatching, czyli wykorzy-
stuja czapeczki (kap) mRNA gospodarza przeznaczone
do degradacji. Proces ten zachodzi w cytoplazmatycz-
nych cialkach P i umozliwia translacje [60].

Bialko N ma kluczowe znaczenie w cyklu zycio-
wym wirusa i jest tworzone w poczatkowym etapie
infekcji — sugeruje si¢, Ze moze mie¢ ono wplyw na
odpowiedz immunologiczng gospodarza. Przed trans-
krypcja dochodzi do rozszczepienia mRNA przez
RdRp, co umozliwia utworzenie starteréw otoczonych
czapeczky (kap) [45]. Pierwotna transkrypcja prowa-
dzi do powstania mRNA wirusowych biatek S, M i L.
Fragment M odpowiada za kodowanie prekursoréw gli-
koprotein powierzchniowych G1 i G2, fragment S stuzy
za matryce dla biatka N, natomiast fragment L koduje
RdRp. Nastepnie na wolnych rybosomach dochodzi
do translacji fragmentéw kodujacych mRNA biatek S
i L, natomiast translacja fragmentu mRNA kodujacego
biatlko M ma miejsce w retikulum endoplazmatycz-
nym. W cytoplazmie dochodzi takze do tworzenia sie
ztozonych z wirusowych nukleoprotein ciatek wtreto-
wych. Ostateczna glikozylacja zachodzi w kompleksie
Golgiego, do ktérego transportowane sg powstate gliko-
proteiny G1 (Gn) i G2 (Gc) [28, 44, 45].

Po replikacji wirusowego RNA dochodzi do jego
skladania w aparacie Golgiego lub, w przypadku wiru-
sé6w Nowego Swiata, do jego alternatywnego sktada-
nia w blonie komoérkowej. W wyniku enkapsydaciji
kopii wirusowego RNA przez biatko N dochodzi do
powstania rybonukleoprotein. Dyneina umozliwia
ich transport wzdluz mikrotubul do ERGIC (ER-Golgi
intermediate compartment — przedzial posredni miedzy
aparatem Golgiego a retikulum endoplazmatycznym),
gdzie dochodzi do formowania wirionéw. Kolejnym
etapem jest utworzenie pecherzyka wydzielniczego
zawierajacego czastke wirusa w cysternach aparatu
Golgiego, ktory nastepnie transportowany jest do blony
komorkowej gospodarza, gdzie okrywany jest blona
biatkowo-lipidowa i uwalniany z komérki na drodze
egzocytozy [28, 44, 60].

5. Chorobotworczosé

Wirusy z rodziny Hantavirus wywotuja hantawiru-
sowy zesp6t ptucny (HPS - hantavirus pulmonary syn-
drome), okreslany niekiedy jako zespdt sercowo-plucny
(HCPS - hantavirus cardio-pulmonary syndrome), oraz
goraczke krwotoczng z zespotem nerkowym (HFRS
- hemorrhagic fever with renal syndrome) [27]. Zaka-
zenia zwigzane sg z kontaktem z gryzoniami, ktore sta-

nowig gtéwny rezerwuar drobnoustrojéw. Nie udoku-
mentowano transmisji z cztowieka na czlowieka, jednak
taka droga szerzenia si¢ infekeji jest mozliwa — opisano
przypadki na terenie Ameryki Potudniowej [27].

Pierwsze schorzenie zostalo opisane w 1993 roku,
podczas epidemii w Stanach Zjednoczonych, nazwa-
nej ,Four Corners”, spowodowanej odkrytym przy tej
okazji wirusem Sin Nombre [24]. Przyczyna jest infekcja
takimi wirusami, jak: wirus Andéw, wirus Bayou, wirus
Black Creek Canal, wirus New York, wirus Mononga-
hela oraz wymieniony wczesniej wirus Sin Nombre.
Choroba wystepuje gtéwnie na terenie Ameryki Pot-
nocnej i Ameryki Potudniowej [37, 38].

Hantawirusowy zespot plucny cechuje si¢ gwattow-
nym, naglym poczatkiem, a objawy pojawiajg si¢ do
8 tygodni od infekcji. Zalicza si¢ do nich: goraczke, ka-
szel, dreszcze, uczucie zme¢czenia, nudnosci i wymioty,
bdl i zawroty gtowy, ostabienie apetytu, bole stawowo-
-mies$niowe, sztywno$¢ migsni, bol brzucha, biegunki,
trudnoséci z oddychaniem, tachypnoe (ang. tachyp-
nea - przemijajacy, szybki oddech), uczucie ucisku na
klatce piersiowej, obrzek pluc, tachykardie, hipotensje
oraz powiekszenie $ledziony. Objawy te dotyczg okolo
50% chorych. W skrajnych przypadkach moze dojs¢
do zaawansowanej dusznosci, niewydolnosci oddecho-
wej oraz wstrzgsu kardiogennego. Wyréznia si¢ dwie
fazy choroby: wczesng, gdzie dominujg objawy niespe-
cyficzne, a takze pdzng, ktora rozwija si¢ do 10. dnia
po rozwinieciu sie fazy wczesnej (wystepuja tutaj:
kaszel, obrzek ptuc, uczucie ucisku na klatke piersiowa
oraz dusznosci). Smiertelno$¢ szacuje si¢ na poziomie
38-40% [20, 27, 37].

Do mozliwych manifestacji HPS zalicza si¢ row-
niez zapalenie migénia sercowego. Saggioro i wsp. [50]
w 2007 roku poréwnali mie$nie sercowe osdb zmar-
tych na hantawirusowy zespot plucny z sercami oséb,
ktorych zgony nastapity z innych przyczyn. Badacze ci
stwierdzili, ze w tkance mie$niowej pobranej od os6b
z HPS wystepuje antygen hantawirusowy, a takze wyz-
sze stezenia makrofagow, TNF- o, TNF-y, limfocytow
Thl, limfocytéw Th2 i limfocytéw B. Zaobserwowano
réwniez obszary martwicy miocytow [50].

Uwaza sig, ze podczas rozwoju HPS limfocyty T
CD8+ dzialaja na endoteliocyty, w wyniku czego
dochodzi do uszkodzenia srédblonka, aktywacji lim-
focytéw oraz przecieku naczyniowego [37, 49, 58]. Po
wniknigciu patogenow, na skutek replikacji, dochodzi
do zaburzenia integralnosci $rodblonka. Zachodzi
polaczenie pomiedzy hantawirusami a receptorami
B3-integryn, co wiaze si¢ ze wzrostem przepuszczal-
noséci $cian naczyn. Wplywa na to réwniez blokowa-
nie przez te drobnoustroje aktywacji trombocytow
(powstaje poinfekcyjna trombocytopenia, ktdra jest
réwniez wynikiem naplywu trombocytéw do zajetego
przez hantawirusy $rédblonka). Innym czynnikiem
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zmienionej przepuszczalnosci jest wzrost stezenn VEGF
(vascular endothelial growth factor — czynnik wzrostu
$rédblonka naczyniowego) poprzez niedotlenienie
i jego taczenie z receptorem R2 oraz zmniejszenie ste-
zen VE-kadheryn, co skutkuje niszczeniem wigzan
przylegajacych w §rodblonku [21, 37].

Borges i wsp. [5], analizujac 21 przypadkéw HPS
doszli do wniosku, Zze w odpowiedzi immunologicz-
nej bierze udzial interleukina-6, limfocyty Th1 (wzrost
stezenia odpowiedni do zaawansowania choroby) oraz
limfocyty Th2 (odpowiedz zaréwno komoérkowa, jak
i humoralna). Spada natomiast stezenie TGF- [5].
Potwierdzono réwniez obecno$¢ interferonu gamma,
interleukiny-1 i TNF-alfa [37].

Diagnostyka hantawirusowego zespotu ptucnego mo-
ze sprawia¢ trudnosci, ze wzgledu na rzadkos$¢ wyste-
powania oraz poczatkowe niespecyficzne, grypopo-
dobne objawy. Kluczowym elementem jest wywiad,
ukierunkowany na ekspozycje na gryzonie. Informacja
ta, w polaczeniu ze skréconym, sptyconym oddechem
i gorgczka moze $wiadczy¢ o infekeji hantawirusami
[27]. W badaniach laboratoryjnych natomiast obser-
wuje sie maloplytkowos¢, leukocytoze czy podwyzszony
hematokryt i kreatynine. Charakterystyczng cechg jest
réwniez obecnos¢ specyficznych immunoglobulin M
oraz wzrost miana specyficznych przeciwcial w kla-
sie IgG. Za pomocag PCR (polimerase chain reaction)
mozna wykry¢ tez material genetyczny wirusa [37, 38].

MacNeil i wsp. [38] w 2011 roku opublikowali wy-
niki analiz przypadkéw hantawirusowego zespotu ptuc-
nego z lat 1993-2009, obejmujacych 510 pacjentéw. Na
terenie Stanéw Zjednoczonych dochodzito co roku do
11-48 infekcji. Sredni wiek chorych wynosit 38 lat,
przedzial wiekowy wiekszosci zachorowan miescit sie
natomiast w granicach 20-50 lat. Wéréd zachorowan,
78% dotyczylo rasy kaukaskiej, 64% obejmowato mez-
czyzn, a 7% stanowily dzieci. Zgony wystapity w 35%
przypadkow HPS. Czas od pierwszej manifestacji infek-
cji do $mierci pacjenta wynosil §rednio 6 dni. Chorzy
w badaniach obrazowych mieli uwidocznione cechy
ARDS (ang. acute respiratory distress syndrome), wyste-
powaly réwniez nacieki ptucne [38].

Goraczke krwotoczng z zespotem nerkowym sta-
nowi natomiast kilka choréb podobnych do siebie pod
wzgledem klinicznym oraz etiologicznym. Wywotuja
ja takie patogeny, jak: wirus Dobrava, wirus Hantaan,
wirus Saaremaa, wirus Seoul oraz wirus Puumala. Cho-
roba wystepuje na calym $wiecie (Hantaan jest obecny
w Azji; Dobrava, Saaremaa i Puumala w Europie; nato-
miast Seoul stanowi gatunek kosmopolityczny) [27].

Pierwsze objawy choroby pojawiaja sie do 2 tygo-
dni od infekcji, cho¢ moga by¢ tez niezauwazalne przez
pierwsze 8 tygodni. HFRS charakteryzuje si¢ naglym
poczatkiem i wystepowaniem m.in. boléw glowy, brzu-
cha i plecéw, goraczki, nudnosci, wymiotow, zaburze-

niami widzenia oraz obecnoscig stanu zapalnego w obre-
bie oka. W zaawansowanej fazie choroby pojawiaja si¢
hipotensja, niewydolnos¢ nerek, krwotoki, przecieki
naczyniowe, nadmiar plynéw w organizmie, krwio-
mocz, bialkomocz, DIC (ang. disseminated intravas-
cular coagulation — zespot wykrzepiania wewnatrzna-
czyniowego), a takze wstrzas. Za triade charakterystycz-
nych dla HFRS objawdw uwaza si¢: goraczke, niewy-
dolnos¢ nerek i krwawienia. Wyrdznia sie 5 faz prze-
biegu choroby:

1) faza gorgczkowa — faza ta charakteryzuje si¢ naglym
poczatkiem, wystepuje goragczka, leukocytoza, dresz-
cze, bole glowy i plecow. Za wzrost temperatury oraz
wzrost stezenia krwinek bialych odpowiada inter-
leukina-1, TNF-a oraz interferon-y.

2) faza hipotensji — w fazie tej pojawia si¢ trombocy-
topenia, tachykardia, hipotensja, zaczerwienienie
skory i niedotlenienie. W wyniku infekcji patoge-
nami nastepujg zaburzenia przepuszczalnosci srod-
blonka, rozszerzenie naczyn oraz gromadzenie si¢
plynu w przestrzeni pozaotrzewnowej, osierdziu,
czy oplucnej. W ciezkich postaciach moze dojs¢
do wstrzgsu.

3) faza skgpomoczu - pojawia si¢ niewydolno$¢ nerek
(w niektorych przypadkach nieodwracalna) z biat-
komoczem. Nastepuje spadek filtracji klebuszkowej
i wzrost stezen kreatyniny oraz mocznika, rozwija sie
réwniez azotemia. Hipotensja poglebia objawy nie-
wydolnosci, dochodzi tez do obrzeku nerek i uszko-
dzenia cewek nerkowych.

4) faza wielomoczu - ilo§¢ moczu oddawanego przez
pacjentéw moze wynosic¢ nawet do 6 litréw na dobe.
W fazie tej, podobnie jak w fazie poprzedniej, moze
doj$¢ do krwawien z naczyn zaopatrujacych pluca,
a takze do obrzeku pluc, spowodowanego wzrostem
przepuszczalnosci srodblonka, czego skutkiem moze
by¢ rozwinigcie wstrzasu. W wyniku wzrostu oporu
naczyniowego oraz odwrdcenia przecieku rozwija si¢
takze nadci$nienie tetnicze. Zazwyczaj wielomocz
swiadczy o poczatkach proceséw rekonwalescencji
zachodzacych w nerce.

5) faza zdrowienia - nastepuje powrdt do zdrowia.
Trwa on od kilku tygodni do kilku miesiecy.

Smiertelno$¢ zalezy od gatunku wirusa, ktéry spo-
wodowal HFRS. Wirus Hantaan powoduje $mier¢
okoto 5-15% pacjentéw, natomiast infekcja wirusem

Puumala konczy sie zgonem w mniej niz 1% wszystkich

przypadkow [17, 27, 31, 36]. Metodami diagnostycz-

nymi s m.in. testy serologiczne (np. testy immuno-
fluorescencyjne czy ELISA), barwienie immunobhisto-
chemiczne oraz wykrywanie wirusowego materialu

genetycznego [27, 31, 46].

Golovljova i wsp. [22] przedstawili w 2007 roku
wyniki analiz dotyczgcych goraczki krwotocznej z ze-
spolem nerkowym na terenie Estonii. Badali oni suro-
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wice ponad 300 pacjentéw podejrzanych o HEFRS.
U 25 chorych okreslono etiologie: u 21 odpowiedzialny
za chorobe byt wirus Puumala, u 3 wirus Saaremaa,
a u 1 - wirus Dobrava. Infekcja najczesciej manifes-
towala si¢ bolem plecow, zaburzeniem funkcji nerek
i podwyzszeniem temperatury ciala. Czgsto wystepo-
wal réwniez skapomocz z nastepujacym po nim wielo-
moczem (czgsto$¢ objawow zalezna byta od czynnika
etiologicznego). Do rzadziej wystepujacych objawow
nalezaly dolegliwosci ze strony przewodu pokarmo-
wego, krwotoki, a takze zaburzenia widzenia, cho¢
autorzy wspominajg, iz te ostatnie w innym badaniu
wystepowaly az w 83%. Zakazenia wirusem Puumala
oraz wirusem Saaremaa powodowaly trombocytopenie
odpowiednio w ponad 57% i 33% przypadkéw, nato-
miast wszystkie infekcje tymi wirusami skutkowaty
wzrostem stezen kreatyniny. Nieprawidlowosci te nie
wystapily jednak u pacjenta, u ktérego choroba spowo-
dowana byla przez wirusa Dobrava [22].

W 2007 roku w Szwecji doszto do wybuchu HERS,
spowodowanej wirusem Puumala. Doszlo wowczas do
infekcji oraz nastepczej nefropatii 313 osob na kazde
100 000. Dominowala tagodna posta¢ choroby. Jedynie
okolo 30% wszystkich przypadkéw wymagalo hospi-
talizacji, a 2 przypadki zakonczyly si¢ zgonem. Inng
epidemia byla ta z 2017 roku, obejmujaca Kanadg¢ oraz
Stany Zjednoczone. Czynnikiem etiologicznym byl
wowczas wirus Seoulu, a infekcje wykryto u 17 osob
i31 gryzoni [27, 46].

Anderson i wsp. [2] doniesli w 2016 roku o przy-
padku wystapienia neuropatii z charakterystycznym
bdlem neuropatycznym powstalej na skutek infekcji
orthohantawirusem [2].

6. Leczenie

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy medycznej,
nie istnieje terapia przeciwhantawirusowa o potwier-
dzonej skutecznosci. Leczenie pacjentéw opiera si¢ na
rekonwalescencji zainfekowanych uktadéw (sercowo-
-naczyniowego, wydalniczego i oddechowego), gdzie
plynoterapia, kontrola gospodarki elektrolitowej oraz
zapobieganie niedoci$nieniu odgrywaja kluczows role.
Mimo wprowadzenia odpowiedniej opieki medycznej,
szacuje sig, ze w ciggu 48h umiera okoto 1/3 pacjentow
zakazonych orthohantawirusami [43, 51].

Istotg leczenia zespolu plucnego jest ptynoterapia,
stosowanie respiratora oddechowego oraz kontrola
pracy serca. W przypadku zaburzen hemodynamicz-
nych, konieczna jest podaz amin wazopresyjnych, nato-
miast niedoci$nienie oraz wstrzas kardiogenny leczy si¢
poprzez zastosowanie, oprocz amin, takze albumin,
$rodkow o dziataniu inotropowym-dodatnim i krysta-
loidéw. Nadmierna ilo$¢ ptynéw w stosunku do lekow

inotropowych moze prowadzi¢ do rozwoju obrzeku
plucnego. Podobnie jak w przypadku zespotu nerczy-
cowego, stosowanie kortykosteroidow oraz rybawiryny
jest dyskusyjne [7, 43, 51].

Inng metodg terapii ciezkich przypadkéw hanta-
wirusowego zespolu plucnego jest zastosowanie poza-
ustrojowego utleniania krwi (ECMO). Badanie Changa
iwsp. [12] z 2007 roku wykazalo, ze metoda ta istotnie
zwieksza szanse na przezycie. Sposréd 38 pacjentow
z ECMO przezylto 23. Szacunkowo, bez uzycia poza-
ustrojowego utleniania krwi umieratby kazdy pacjent
z zespolem plucnym rozwinietym w stopniu cigzkim.
Szacuje sig, ze metoda ta jest skuteczna w 2/3 przypad-
kow wszystkich zachorowan [8, 12, 32, 51]. Yao i wsp.
[63] doniesli natomiast o przypadku ci¢zkiej infekcji,
niepodatnej na terapie, skutecznie wyleczonej dzigki
zastosowaniu ECMO [63]. Bugedo i wsp. [8] twierdza
natomiast, ze metoda skuteczniejsza od ECMO jest
hemofiltracja o duzej objetosci (HFAV) [8].

W oparciu o mechanizm dzialania rybawiryny,
stworzono analogi nukleozydéw FPI i ETAR, potwier-
dzajac dzialanie pierwszego w testach in vitro, a dru-
giego — w testach in vivo na modelu mysim [51].

W farmakoterapii zakazen hantawirusowych stoso-
wany jest takze lek przeciwgrypowy - arbidol. Srodek
ten wplywal na redukcj¢ powiklan chorobowych,
zmniejszal $miertelnos¢ oraz indukowat zmiany stezen
TNF-alfa [51]. Oprocz tego stosuje si¢ takze fitoterapie
w postaci podazy oksymatryny.

Do metod immunoterapii zalicza si¢ surowice poli-
klonalne oraz przeciwciala monoklonalne, chroniace
przed infekcja lub fagodzace przebieg choroby [51].

Vial 1 wsp. [61] stosowali na pacjentach zakazo-
nych wirusem Andes, nalezagcym do orthohantawiru-
sOw, plazmarefereze oraz osocze. W latach 2008-2012
terapi¢ te wprowadzono w 29 przypadkéw infekeji.
Smiertelno$¢ przy tym sposobie leczenia wyniosta 14%
(4 zgony), nieleczonych natomiast okoto 30% (101 zgo-
ndéw na 325 pacjentdéw z rozpoznaniem zakazenia) [61].
W zakazeniach tym patogenem podawanie wandeta-
nibu réwniez przynosi korzysci w postaci redukcji
wysiekow [4].

Leczenie goraczki krwotocznej polega na podazy
elektrolitow, tlenu oraz ptynow (krystaloidy i koloidy),
a w przypadku niewydolnosci nerek, kwasicy, braku
odpowiedzi na srodki moczopedne lub hiperkaliemii
i- dializoterapii. Wymagana jest stata kontrola poziomu
jondw w celu zapobiegniecia rozwoju wielomoczu.
Podaz krystaloidow chroni natomiast przed niedo-
ci$nieniem i ewentualnym wstrzasem hipowolemicz-
nym, a podaz koloidéw - przed powstawaniem obrze-
kow. Jesli nie udaje si¢ uzyskac oczekiwanych wartosci
ci$nienia, mozliwe jest stosowanie lekéw wazokon-
strykcyjnych, do ktérych nalezg m.in. adrenalina czy
dopamina [43, 51].
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W przypadku wystapienia skazy krwotocznej oraz
nastepczego krwawienia, konieczna jest transfuzja krwi
i zastosowanie farmakoterapii w postaci antagonistow
receptorow H2 lub inhibitoréw pompy protonowe;.
Swiezo mrozone osocze oraz plazmafereze stosuje sie,
kiedy dochodzi do powstania zespotu DIC (zesp6t roz-
sianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego) [43, 51].

W leczeniu goraczki krwotocznej znajduja zasto-
sowanie takze glikokortykosteroidy, jednak brakuje
badan jednoznacznie potwierdzajacych ich skutecz-
nos¢. Dowiedziono natomiast, ze leki te cofajg patolo-
giczne zmiany w ukladzie oddechowym, a takze pod-
nosza liczbe trombocytéw w przebiegu zakazeniem
wirusem Puumala [43, 51].

Innym lekiem podawanym chorym z HFRS jest
rybawiryna. Jej skutecznos¢ opiera sie na nie poznanym
dotad mechanizmie, jednak stwierdzono, ze podana
w poczatkowym okresie choroby zwieksza odsetek
przezy¢ [32, 43, 51].

W przypadku zakazen hantawirusami osob (gltow-
nie dzieci z niedoborami odpornosci na skutek hemo-
fagocytarnej limfohistocytozy), niezbedne jest zastoso-
wanie immunochemioterapii, ktdra pozwala redukowac
grozny stan zapalny i znaczgco zmniejsza §miertelnosé
w tej grupie pacjentéw. Inng metoda jest podawanie
antygenu limfocytéw T- CAR (chimeric antigen recep-
tor T cell), wigzaca si¢ jednak z wystgpieniem stanu
zapalnego, w ktérego powstawaniu najprawdopodob-
niej bierze udzial interleukina-6 [32].

7. Diagnostyka

W5rdd najczestszych odchylen w badaniach labo-
ratoryjnych wystepujacych zaréwno w przypadku HPS
(hantawirusowy zespdt plucny, gtéwnie w Ameryce
Péinocnej i Potudniowej) jak i HFRS (goraczka krwo-
toczna z zespolem nerkowym, gtéwnie w Europie i Azji)
wymienia si¢: trombocytopenia, leukocytoza, biatko-
mocz, krwiomocz, podwyzszone stezenie kreatyniny,
podwyzszony hematokryt. W zaleznosci od zaj¢tego
przez proces chorobowy organu, wystgpi¢ mogg réwniez
inne odchylenia w badaniach [11, 15, 33, 35, 40, 57].

W trakcie procesu diagnostyki laboratoryjnej stan-
dardowo nie wykonuje si¢ izolacji hantawiruséw na
drodze hodowli komdrkowej ze wzgledu na zmudno$¢
i czasochlonnos¢ procedury, koniecznos¢ posiadania
specjalnie wykwalifikowanego personelu i laborato-
rium spelniajacego normy 3 klasy bezpieczenstwa bio-
logicznego. Zakazenia hantawirusami przebiegajace
pod postacig HPS czy HFRS majg gwaltownie poste-
pujacy przebieg i moga zosta¢ mylnie zinterpretowane
jako leptospiroza, zespdt hemolityczno-mocznicowy
badz zakazenie septyczne. Z tego wzgledu, kluczowe
w kontekscie diagnostyki zakazenia hantawirusami jest

zastosowanie szybkich testow o wysokiej swoistosci.
Obecnie stosowane czute metody diagnostyczne opra-
cowano w oparciu o zdolno$¢ do wykrywania genomu
wirusowego lub swoistych przeciwcial wystepujacych
w surowicy krwi [11, 16, 33].

Wigkszo$¢ testow diagnostycznych stuzacych do
wykrywania zakazenia hantawirusami opiera si¢ o ba-
dania serologiczne np. metody immunofluorescencyjne,
immunoblot czy ELISA. Obecnos$¢ przeciwcial klas
zaréwno IgM, jak i IgG, w zdecydowanej wigkszosci
przypadkow moze zostaé stwierdzona juz w momen-
cie pojawienia sie pierwszych objawdéw klinicznych.
Metoda ELISA moze zosta¢ skutecznie wykorzystana
niezaleznie od fazy przebiegu zakazenia, a jej nie-
watpliwymi zaletami jest czulos$¢, tatwos¢ wykonania
i niski koszt. Niestety, w przypadku testow ELISA moze
wystapi¢ reakcja krzyzowa z nieswoistymi przeciwcia-
tami IgM, co moze w rezultacie da¢ wynik fatszywie
dodatni badania [11, 29, 33].

W sytuacjach, gdy wyniki testoéw ELISA budza wat-
pliwosci co do obecnosci zakazenia, czgsto wykorzy-
stywang metoda o wiekszej czulosci i swoistosci jest
immunoblot. Gléwna wadg dotyczacg wykorzystania
w trakcie diagnostyki metod immunoblot jest wiekszy
koszt oraz dluzszy czas przeprowadzenia w stosunku
do ELISA [33].

Inng metoda, ktdrg mozna zastosowaé w celu diag-
nostyki zakazenia hantawirusami, jest test neutrali-
zacji. W tym sposobie wykorzystuje si¢ przeciwciala
neutralizujgce, ktorych cel stanowig bialka otoczki
wirusa. Test ten cechuje si¢ najwyzsza swoistoscia, ale
jest kosztowny, wymaga duzej ilosci czasu i jest trudny
do przeprowadzenia [33].

Sposobem na tatwe zidentyfikowanie genomu han-
tawirusa we krwi lub §linie jest wykorzystanie reakcji
PCR z odwrotna transktyptaza (ang. RT-PCR, Reverse
Transcriptase Polymerase chain reaction) z odwrotna
transkryptazg. Metoda ta charakteryzuje si¢ wysoka
czuloécig i swoistoscig oraz krétkim czasem prze-
prowadzenia. PCR z odwrotng transkryptaza umoz-
liwia rozpoznanie zakazenia hantawirusowego tylko
w trakcie fazy wiremii (wczesna faza zakazenia) i jest
drozszy w stosunku do metod serologicznych. Jego
drozsza alternatywe stanowi reakcja PCR w czasie rze-
czywistym, do ktorego zalet nalezy jeszcze szybszy czas
przeprowadzenia i mniejsze ryzyko zanieczyszczenia
materialu badawczego. Niemniej jednak powaznym
ograniczeniem w powszechnym stosowaniu metod
PCR pozostaje ich uzyteczno$¢ tylko w trakcie ostrej
fazy zakazenia [29, 33].

W trakcie diagnostyki zakazenia hantawirusami,
najlepsza metoda pozostaje polaczenie testow serolo-
gicznych (np. ELISA) z metodami PCR, umozliwia-
jacymi identyfikacje na podstawie struktury genomu
wirusa, np. RT-PCR. W celach identyfikacji i klasy-
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fikacji nowych szczepéw wiruséw zachodzi koniecz-
no$¢ wykorzystania metod umozliwiajacych ustalenie
sekwencji nukleotydowych wirusa [33, 57].

8. Profilaktyka - szczepionki

Szczepionki znacznie przyczyniajg sie do kontroli
chorob zakaznych. Réwniez w przypadku hantawiru-
séw udalo sie uzyska¢ wystarczajaco wysokie miana,
dzigki inokulacji wirusa do mdzgéw gryzoni. Inakty-
wowane szczepionki przeciwko goraczce krwotocz-
nej z zespotem nerkowym (HEFRS, ang. hemorrhagic
fever with renal syndrome) zostaly opracowane i prze-
testowane na ludziach w Azji, aczkolwiek nie zostaly
dopuszczone do uzytku w Stanach Zjednoczonych. Nie
ma réwniez dostepnych szczepionek przeciwko HFRS
w Europie, a takze nie prowadzi si¢ w tym kierunku
zadnych badan naukowych, ani nie podejmuje prob
otrzymania licencji na szczepionki azjatyckie mimo,
ze spelniaja europejskie standardy. Pochodza one
zaréwno z mozgow gryzoni, jak i hodowli bakteryjnej
(powstalej na skutek pobrania patogenéw od osoby
zainfekowanej), aczkolwiek nie sg popularne w kra-
jach zachodnich, ze wzgledu na obawe, ze moglyby
prowadzi¢ do autoimmunologicznego zapalenia moézgu.
W konwencjonalnych szczepieniach stosowana jest
inaktywowana szczepionka Hantavax®, czyli inakty-
wowana szczepionka, pochodzaca z mozgéw myszy,
stosowana w Korei Poludniowej od 1991 roku. Prepa-
rat z mysich mézgow zostaje inaktywowany za pomoca
formaliny, a nastepnie dodaje sie do niego wodorotle-
nek glinu. Hantavax® spelnia wymogi dla produktéow
biologicznych, takie jak sila dziatania, sterylnosc,
bezpieczenstwo, pH, odpowiednie stezenie formaliny.
Wedtug wytycznych z 1991 roku szczepionke podaje
sie w dwdch seriach, w odstgpnie jednego miesigca,
a po 12 miesigcach nalezy poda¢ dawke przypomi-
najacy. Szczepienie wyzwala odpowiedz przeciwcial
w wiekszosci przypadkow, ale tylko w polowie obecne
byly przeciwciala neutralizujace. Liczba hospitalizacji
z powodu HFRS w Korei Potudniowej zmalata w latach
1991-1997 z 1234 do 415 przypadkéw. Song i wsp. [55]
przeprowadzili badanie, ktére wykazalo, ze podanie
dwoch dawek Hantavaxu® zazwyczaj nie powoduje
immunogennosci. Zalecili wigc zmiane w podawaniu
dawki przypominajacej. Podanie dodatkowej dawki po
2-6 miesigcach wydaje si¢ rozsadniejsze, gdyz indu-
kuje odpowiedz seropozytywna, ktéra utrzymuje si¢
okolo 2 lat i gwarantuje ochrone u 0séb narazonych.
Na wydluzenie okresu immunogennosci moze wptywaé
obecnos¢ kilku genéw zwigzanych z immunoglobuli-
nami, np. NAMPT przedtuzajace zycie limfocytow, czy
NADSYNI. Oproécz tego odnotowuje si¢ wptyw meta-
bolitéw kwasu foliowego (aktywacja odpowiedzi immu-

nologicznej komoérkowej) i kwasu arachidonowego
(regulacja odpowiedzi, m.in. przy pomocy komoérek
tucznych) [13, 30, 39, 52, 53, 55].

W Chinach produkuje si¢ nieaktywne szczepionki
monowalentne przeciwko HTNV i SEOV z nerek
suwaka mongolskiego lub hodowli komdrkowej pocho-
dzacej od chomika syryjskiego. W poréwnaniu do
obu powyzszych szczepionek przeciwko HTNYV, ktore
wyzwalajg przeciwciata neutralizujgce tylko w potowie
przypadkow, szczepionka przeciwko SEOV wyzwala je
u okoto 80% pacjentow, ktorzy przyjeli 3 dawki. Row-
niez w Chinach opracowano nieaktywna, biwalentna
szczepionke HTNV/SEOV, skladajaca si¢ z wyizolowa-
nego HTNV od chorujgcego na HFRS oraz wyizolowa-
nego ze szczura SEOV. Wirusy te zostaly namnozone
w komérkach nerkowych chomika, inaktywowane
za pomoca formaldehydu, oczyszczone w kolumnie
chromatograficznej oraz dodano do nich wodorotle-
nek glinu. Po 3 dawkach tej szczepionki rozwinely sie
przeciwciala neutralizujace przeciwko HITNV w 93%
przypadkéw i przeciwko SEOV w 92% [39, 53, 64].

Réwniez w Rosji stworzono inaktywowang szcze-
pionke biwalentng PUUV/DOBV. Uzyto szczepdw
PUUV Utfa-97 i DOBV-Aa Lipetzk-06, ktére hodowano
w komorkach Vero E6 (linii komérkowej wytwarzanej
z tkanki nerkowej koczkodana), inaktywowanych za
pomocg formaliny, z dodatkiem wodorotlenku glinu.
Immunizowane myszy posiadaly przeciwciala neu-
tralizujace wobec PUUV oraz DOBV. Szczepionka ta
przeszla pozytywnie badania przedkliniczne wedlug
wytycznych rosyjskich [34].

Do szczepionek rekombinowanych przeciwko han-
tawirusom nalezy szczepionka, w sklad ktorej wchodzi
rekombinowany wektor zawierajacy sekwencje wirusa
krowianki (VACV; ang. a recombinant vaccinia virus
(VACV) - vectored vaccine), wraz z sekwencjami kodu-
jacymi biatka M i S wirusa HTNV. W I fazie przeprowa-
dzonych badan nie zaobserwowano efektéw ubocznych
podania szczepionki. Tylko osoby dostajace najwyzsze
dawki wyksztalcily przeciwciala neutralizujagce HTNV.
W grupie tej podanie dawki przypominajacej po roku
wywotalo naglty wzrost mian. Réwniez grupa dostajgca
druga najwyzsza dawke rozwineta przeciwciata zobo-
jetniajace, ale w tym wypadku podanie dawki przypo-
minajacej przypominato bardziej pierwotng reakcje niz
reakcje anamnestyczng. W II fazie badan podano dwie
dawki podskérne w odstepie 6 tygodni. Przeciwciala
neutralizujace pojawily sie w 72% przypadkoéw, ale
jedynie w 26% przypadkéow doszlo do odpowiedzi na
HTNV. Z tego powodu nie kontynuowano badan [53].

Kolejng szczepionka molekularng, ktéra zostata do-
puszczona do badan klinicznych, jest szczepionka
DNA. Plazmidowe DNA wstrzykuje si¢ za pomoca
pistoletu genowego. Poniewaz szczepionki DNA nie
posiadaja sktadnikéw biatkowych, nie powinny pro-
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wadzi¢ do immunizacji. Wykazuja réwniez odpornosé
krzyzowa u zwierzat wsréd HTNV, SEOV i DOBV.
Do tej grupy nie zalicza si¢ PUUV. Z tego powodu do
szczepionki nalezy doda¢ zaréwno komponente HTNV
(albo SEOV lub DOBV) oraz PUUV. Szczepionki DNA
zostaly przetestowane na zwierzetach i dopuszczone
do I fazy badan klinicznych. W badaniu wziely udzial
3 grupy po 9 ochotnikoéw, ktérzy otrzymywali HTNV,
PUUYV, albo HINV+PUUV w odstepie 4 tygodni.
Wszystkie szczepionki skfadaly si¢ z dawki catkowitej
2mg DNA w objetosci 1ml soli fizjologicznej. Szcze-
pionki podawane byly domigsniowo. Nie stwierdzono
zadnych efektéw ubocznych zwigzanych z przeprowa-
dzanym badaniem. Po trzech szczepieniach prze-
ciwciala neutralizujgce wykryto u 5 z 7 szczepio-
nych HITNV i 7 z 9 szczepionych PUUV. W grupie
HTNV+PUUYV przeciwciala neutralizujgce znaleziono
u 7 z 9 ochotnikéw. Tréjka ochotnikéw z najsilniejsza
odpowiedzig na szczepionke przeciw PUUV wykazy-
walo takze silne przeciwciala neutralizujace wobec
HTNV. Badanie udowodnilo, ze szczepionki DNA
przeciw HTNV i PUUV podawane zaréwno oddziel-
nie, jak i razem, s3 bezpieczne. Obie szczepionki byly
immunogenne, ale kiedy polaczono je razem, okazalo
sie, ze wiecej uczestnikow badania reagowato na PUUV
niz na HTNV [25, 53].

Szczepionki przeciwko hantawirusom opracowuje
sie gléwnie w Korei Poludniowej i Chinach, ze wzgledu
na czesto$¢ wystepowania zakazen hantawirusami
w tych krajach. Przeszkoda w produkcji skutecznych
szczepionek jest réznorodno$¢ szczepéw w réznych
regionach. W ramach profilaktyki zakazen powinno
zwieksza¢ sie swiadomo$¢ ludzi oraz unikaé Zrddet
zakazenia, kontaktu z chorymi i poprawia¢ warunki
sanitarne [64].

9. Podsumowanie

Do zarazenia wirusami z rodzaju Orthohantavirus
spp. dochodzi najczgsciej poprzez kontakt z wydzieli-
nami i odchodami gryzoni, najczesciej drogg wziewna,
jednak opisywane sg takze przypadki infekcji w wy-
niku transfuzji sktadnikéw krwi. Replikacja wirusow
odbywa si¢ przede wszystkim w $rédbtonku naczyn
krwionos$nych, gléwnie nerek i ptuc. Wyrdznia sie
2 gléwne zespoly chorobowe powodowane przez te
wirusy: HPS (hantawirusowy zespo! ptucny) i HFRS
(goraczka krwotoczna z zespolem nerkowym). W prze-
biegu HPS wyroznia si¢ 2 fazy: wczesna i p6zna. Do
gltéwnych objawdw nalezg gorgczka, kaszel, trudnosci
z oddychaniem obrzek ptuc, tachypnoe i tachykardia,
jednak moze dojs$¢ takze do niewydolnosci oddecho-
wej i wstrzasu kardiogennego. Przebieg HFRS podzie-
lony zostat na 5 faz. Charakterystyczna triada objawow
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zawiera gorgczke, niewydolnos¢ nerek i krwawienia.
Smiertelno$¢ zalezy od gatunku wirusa. Terapia prze-
ciwhantawirusowa o potwierdzonej skutecznosci na
ten moment nie istnieje. W leczeniu stosuje si¢ przede
wszystkim zbilansowana plynoterapie, kontrole gospo-
darki elektrolitowej oraz zapobieganie niedocis$nieniu,
a w skrajnych przypadkach - podawanie tlenu badz
stosowanie respiratora oddechowego. W przypadku
skazy krwotocznej wymagana jest transfuzja krwi lub
jej sktadnikéw. Do gtéwnych odchylen w badaniach
laboratoryjnych nalezg leukocytoza, trombocytopenia,
podwyzszony hematokryt, krwiomocz i biatkomocz
oraz podwyzszone stezenie kreatyniny. Testy diag-
nostyczne w wiekszosci przypadkow opieraja sie na
badaniach serologicznych.
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INFORMACIJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW

Od ostatniej informacji o dzialalnosci Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw, zamieszczonej w zeszy-
tach nr 4 z 2020 r. kwartalnikéw Advancements of Microbiology — Postepy Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology,
ZG PTM zajmowal si¢ nastepujacymi sprawami:

1. Na dzien 01.01 2021 r. okoto 1/3 czlonkéw PTM nie oplacilo sktadki czlonkowskiej za 2020 r. Oddzialy Terenowe PTM
przypominaly poszczegélnym osobom o tym obowigzku. Na poczatku marca 2021 r. sekretariat ZG PTM wystat ponad
150 e-maili i 40 listow (brak adreséw e-mailowych) do oséb, ktére nadal nie uregulowaly skladek za 2020 r. W przypadku
ich nieuregulowania do 15.03.2021 r. ZG PTM podejmie uchwale o usunieciu z listy PTM czlonkéw z nieoptacong skladka
roczng za 2020 r.

2. Na jesieni 2020 r. zwrdcono sie do PTM z prosba o oplacenie skladki dotyczacej przynaleznosci Polski do European
Union of Medical Specialists, Section of Medical Microbiology (https://uems-smm.eu/uems-smm/). Prezydium ZG PTM
stoi na stanowisku, ze PTM mogloby zaplacic¢ cz¢é¢, ale nie cato$¢ skfadki do UEMS. Inicjatywa udzialu Polski w UEMS
wyszta od Naczelnej Izby Lekarskiej i uwazamy, ze ona powinna placi¢ czes¢ skladki. Przez 12 lat kontakt z UEMS
mialto Towarzystwo Mikrobiologii Klinicznej i uwazamy, ze ono réwniez powinno placi¢ cze$¢ skladki. PTM zrzeszajace
mikrobiologéw pracujacych w réznych obszarach mikrobiologii, o sprawie UEMS dowiedzialo si¢ dopiero w 2020 r., gdy
pojawila sie kwestia optacania skladki.. Nie mamy wiedzy, aby wczesniej NIL czy TMK sygnalizowaly PTM powyzsza
sprawe. Nie proponowano wyboru przedstawiciela PTM do UEMS. Jednakze ze wzgledu na fakt, ze czes¢ zrzeszonych
0s0b to lekarze zajmujacy sie mikrobiologia kliniczng deklarujemy gotowos$¢ wniesienia 1/3 optaty. Uwazamy, ze Pani
Prof. dr hab. Katarzyna Dzierzanowska-Fangrat jest delegatem PTM do UEMS.

3. Podpisaliémy umowe z Panem Dawidem Ceculg dyrektorem firmy Exeley Co, wydajacym czasopisma PTM on-line
dotyczaca przedtuzenia umowy wydawniczej obejmujacej Polish Journal of Microbiology, na lata 2021 i 2022.

4. Bardzo dobrze rozwija si¢ nasze czasopismo Polish Journal of Microbiology. Okazato sie, jednak ze do codziennej
pracy redaktorskiej nad zeszytami Polish Journal of Microbiology nie wystarcza darmowy Dropbox (pojemnos¢ 2 Gb),
W Dropbox przechowywane sg wszystkie wersje manuskryptu, formalne dokumenty, odpowiedzi dla recenzentéw, itp.
Takie s3 wymogi miedzynarodowe dla czasopism w PubMed. W zwigzku z tym zakupiono platny Dropbox (5 Tb),

5. Po raz pierwszy w historii PTM, w 2020 1. przychody Polish Journal of Microbiology byly wyzsze od poniesionych
kosztow. Zysk ten byl na tyle wysoki, ze pokryt straty wydawnicze czasopisma Postepy Mikrobiologii - Advancements
of Microbiology w 2020 r. Tym samym realizuje si¢ dlugofalowa polityka wladz PTM, aby czasopisma PTM przynosily
zysk Towarzystwu, a nie straty.

6. Wladze Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wyrazily zgode na przedtuzenie do 31.12.2021 r. umowy WUM-PTM
dotyczacej uzyczenia pokoju dla potrzeb ZG PTM na dotychczasowych warunkach finansowych.

7. PTM objeto patronatem konferencje on-line ,,III Ogdlnopolskie Spotkanie Mikrobiologéw i Epidemiologéw” organizo-
wang w dniu 01.03.2021 r. przez Konsultanta Wojewddzkiego w dziedzinie Mikrobiologia Lekarska Panig prof. dr hab. Ewe
Augustynowicz-Kope¢. https://www.webinar-med.pl/osme/.

8. W biezacym roku podjeto Uchwale 1-2021 o honorariach dla czlonkéw redakeji Polish Journal of Microbiology w 2021 1.,
Uchwale 2-2021 o honorariach dla cztonkéw redakeji Advancements of Microbiology w 2021 r. oraz Uchwale 3-2021
o kontynuacji wspolpracy z Zakladem Wydawniczym Letter Quality reprezentowanym przez Panig Rome¢ Walendzewicz,
dotyczacej sporzadzania sktadu i druku cyfrowego oraz dystrybucji papierowych zeszytéw czasopism PJM i PM.

9. Na biezaco uaktualniamy strone internetowa PTM, zamieszczajgc na niej informacje m.in. o stypendiach i spotkaniach
on-line.

10. Zostaly zaptacone skfadki cztonkostwa PTM w FEMS i IUMS za 2021 r.

11. Sprawozdanie finansowe PTM za rok 2020 przygotowane przez nasza Panig ksiegowa wykazalo, ze Towarzystwo osiagneto
niewielki zysk finansowy w ocenianym okresie, niewatpliwie dzieki przychodom z wydawania PJM.

12. Przygotowujemy doroczne zebranie Zarzadu Gltéwnego PTM, ktére odbedzie si¢ on-line w dniu 22.03.2021 r. Zostang
podjete ustalenia dotyczace organizacji Ogélnopolskiego XXIX Zjazdu PTM oraz Walnego Zjazdu Delegatéow PTM w 2021 r.

Warszawa, 10.03.2021 r.
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dr hab. n. farm. Agm'e/t'a E. Laudy prof- drhab.
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XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA

. MIKROBIOLOGOW
14-17 WRZESNIA 2021,
WARSZAWA

XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
MIKROBIOLOGOW

14-17 WRZESNIA 2021,
WARSZAWA

Miejsce Zjazdu:

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

Gtowny Organizator Zjazdu:

Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw
ul. Stefana Banacha 1b, 02-097 Warszawa
ptm.zmf@wum.edu.pl, www.microbiology.pl
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CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

Czlonek Wspierajacy PTM - Zloty
od 27.03.2017r.

HCS Europe - Hygiene & Cleaning Solutions
ul. Warszawska 9a, 32-086 Wegrzce k. Krakowa
tel. (12) 41400 60, 506 184 673, fax (12) 414 00 66
www.hcseurope.pl

BRAND!

Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czystosci i higieny dla klientéw o szczeg6lnych
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, funkcjonalno$¢ 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 cze¢$cia miedzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibg w Darmstadt, Niemcy i dostarcza
na rynek polski od roku 1992 wysokiej jakosci produkty farmaceutyczne i chemiczne,
w tym podtoza mikrobiologiczne

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 06.06.2019 .

~bart

BART Spétka 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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