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WSPOMNIENIE

Prof. dr. hab. nauk med. Mieczystaw Metzger
1920-1984

W tym roku przypada setna rocznica urodzin
mojego Taty, prof. dr. Mieczystawa Metzgera, urodzo-
nego 30.08.1920 r. w Przemyslu, wybitnego mikrobio-
loga i immunologa, cenionego w kraju i za granica,
ktérego osobe i osiggniecia chcialabym przywota¢
w tym krétkim wspomnieniu.

Prof. Metzger ukonczyl wydzial lekarski Uniwer-
sytetu Jagiellonskiego w Krakowie w marcu 1949 r. Po
odbyciu stazu w Klinice Chirurgicznej UJ. i w Szpi-
talu Powiatowym Cieplicach S1., we wrzeéniu 1949,
podjal prace w Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej
Slaskiej Akademii Medycznej w Rokitnicy, pracujac
réwnoczesnie przez 3 lata w Szpitalu Miejskim w Byto-
miu w charakterze asystenta.

Od 1954r. az do $mierci w 1984r. pracowal
w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu i réwnocze$nie
do 1962 r. w Zakladzie Mikrobiologii Lekarskiej Aka-
demii Medycznej we Wroclawiu.

Stopient naukowy doktora nauk medycznych uzy-
skal 22 czerwca 1957 roku za rozprawe doktorska
zatytulowang ,,Badania nad budowg antygenowg pale-
czek Shigella boydi, ze szczegélnym uwzglednieniem
cieplochwiejnych antygendw”, ktérej promotorem byt
prof. dr hab. nauk med. Stefan Slopek.

Kolejne etapy Jego kariery naukowej to uzyskanie
tytulow: docenta w 1959 r., profesora nadzwyczajnego
w 1965 1. oraz profesora zwyczajnego w 1979r.

Od 1953 r. poswiecil sie wytacznie pracy naukowo-
-badawczej, w ktorej mozna wyrdézni¢ dwa zasadni-
cze okresy.

W pierwszym okresie Jego zainteresowania kon-
centrowaly si¢ wokodt zagadnien zwigzanych z biologia,
diagnostyka i epidemiologia pateczek Shigella, czego
dowodem jest Jego rozprawa doktorska.

W drugim - od 1959 . prowadzit badania nad bio-
logia i strukturg antygenowa kretkéw bladych oraz
immunologig zakazenia kitlowego.

W obu tych okresach dokonat licznych odkry¢
o0 znaczeniu poznawczym i praktycznym.

Do najistotniejszych osiggnie¢ nalezy zaliczy¢ wy-
kazanie znamiennego wplywu niektérych enzymow

mukopolisacharolitycznych na kinetyke immobilizacji
kretkow bladych, a takze wyniki uzyskane w badaniach
nad istotg i mechanizmem dzialania neuraminidazy,
enzymu rozkladajacego powierzchniowe i nieantyge-
nowe sktadniki kretka bladego, blokujace penetracje
przeciwcial do glebiej lezacych receptoréw. Odkrycie
tych zjawisk pozwolilo prof. Metzgerowi na opraco-
wanie wlasnej modyfikacji odczynu unieruchamiania
kretkow, opisanego przez Nelsona i Mayera.

Modyfikacja ta jest znana w skali §wiatowej pod
nazwiskiem jej autora i zostala wprowadzona do
diagnostyki serologicznej w licznych laboratoriach kra-
jowych i zagranicznych.

Szczegolng warto$¢ maja badania prof. Metzgera
nad strukturg antygenowa Treponema pallidum oraz
te Jego dokonania, ktore w duzej mierze pozwolily na
wyjasnienie roli immunologicznej odpowiedzi komor-
kowej w patogenezie zakazenia kilowego i w ochro-
nie przeciwkitowe;j.

Prof. M. Metzger, juz jako kierownik Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej w IITD PAN we Wroctawiu,
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prowadzil wraz ze swoim zespotem, szeroko zakro-
jone badania nad odpowiedzig komérkowa w przebiegu
kity doswiadczalnej u krélikow oraz przebiegiem kity
u krolikéow w warunkach immunosupresji.

Jego aktywno$¢ byla skierowana na immunologie
zakazen kretkiem bladym. Prowadzit tez proby uzyska-
nia szczepionki na ten patogen.

Uzyskane przez Niego wyniki badan dotyczace
biologii kretkéw bladych i immunologii zakazenia kito-
wego, wprowadzily prof. Metzgera do grona najwybit-
niejszych syfilidologow eksperymentalnych.

Swoja wiedzg i doswiadczeniem chetnie si¢ dzielil
i przekazywat ja mtodym uczonym, a pod Jego kierun-
kiem jako promotora zostalo zrealizowanych i obronio-
nych 5 rozpraw doktorskich.

Aktywnie reprezentowal polska mikrobiologie
i immunologie na kongresach, m.in. w Waszyngtonie
i Brighton, na licznych zjazdach, sympozjach, konfe-
rencjach naukowych w kraju i za granica.

Wyrazem uznania dla prof. Metzgera bylo m.in.
zaproszenie Go przez ministra zdrowia USA do prze-
prowadzenia konsultacji prac badawczych z zakresu
immunologii kily, prowadzonych w réznych osrodkach
naukowych na terenie Stanéw Zjednoczonych. Trzy
amerykanskie uniwersytety: University of Columbia,
University of Michigan, University of California zlecity
Mu opracowanie ocen caloksztaltu dorobku naukowego
swych pracownikow.

Byt cztonkiem Komitetu Ekspertéow WHO ds. cho-
réb wenerycznych i treponematoz, a takze Miedzynaro-
dowego Towarzystwa Taksonomii i Nomenklatury Bak-

WSPOMNIENIE

terii, Szwedzkiego Towarzystwa Dermatologicznego,
Towarzystwa Paula Ehrlicha we Frankfurcie n/Menem.

W czasie swojej wieloletniej pracy w Instytucie Im-
munologii i Terapii Doswiadczalnej PAN prof. Metzger
pelnil szereg odpowiedzialnych funkcji. Byt kierowni-
kiem Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, Osrodka
Badawczo-Diagnostycznego dla choréb wenerycznych,
czlonkiem Rady Naukowej Instytutu, czlonkiem Komi-
tetu Mikrobiologii PAN, Polskiego Towarzystwa Mikro-
biologow, przewodniczagcym Wroctawskiego Oddziatu
Towarzystwa, wiceprzewodniczacym Zarzadu Glow-
nego Towarzystwa, czlonkiem Polskiego Towarzystwa
Immunologicznego, czlonkiem zwyczajnym Wroctaw-
skiego Towarzystwa Naukowego, czlonkiem Komi-
tetu Redakcyjnego ,,Postepy Higieny i medycyny Dos-
wiadczalnej” oraz Archivum Immunologiae et Thera-
piae Experimentalis, delegatem Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw do Europejskiej Federacji Towarzystw
Mikrobiologicznych.

Prof. Mieczystaw Metzger byt wybitnym polskim
naukowcem, o szerokiej wiedzy, dociekliwosci, wybitnej
inteligencji, fascynujacej osobowosci i duzym poczuciu
humoru, z tatwoscig nawiazywatl kontakty z ludzmi. Byt
czlowiekiem uczciwym i prawym.

Mial zon¢ - Mari¢, mgr farmacji, corke - Anne
- lekarza-laryngologa, syna — Tadeusza — dr. inz. mech.
Czas wolny lubil spedza¢ w swoim domku w Szklar-
skiej Porebie, z rodzing i ukochanym psem.
Zmarl nagle 15.05.1984 r.
Cérka - Anna
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MICROORGANISMS AS INDOOR
AND OUTDOOR AIR BIOLOGICAL POLLUTION
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Abstract: Air pollution is a major threat to human health. Biological air pollution is predominantly caused by the pollen of plants, fungi,
bacteria and viruses. The main sources of microorganisms in the air include soil, water and the decomposition of organic matter, while
anthropogenic sources are represented by landfills, wastewater treatment plants, composting facilities and traffic. Microorganism popu-
lations in the air can be seasonal or relatively constant, but the most frequent increase in their occurrence is recorded in the summer
and autumn. Studies show that humidity, the presence of carbon monoxide and ozone concentrations are the main factors affecting the
diversity of bacteria and the percentage of pathogenic bacteria present in outdoor air. Microorganisms in the air inside residential buil-
dings are primarily concentrated on dust particles. Approximately 60% of dust microbiota are spores of mould fungi. The key emitters
of microorganisms into the atmosphere are municipal wastewater treatment plants. The bacteria and pathogens released are potentially
resistant to antibiotics, rendering the bioaerosols of wastewater treatment plants a possible hazard to human health. There is a need for
further research aimed at explaining the magnitude of impacts of air microorganisms on human health.

1. Introduction. 2. Sources, transport and factors affecting the presence of microorganisms in the outdoor air. 3. Microorganisms in the air
inside residential buildings. 4. Microorganisms in indoor air in offices and public spaces. 5. Microorganisms in the air of industrial facilities.
6. Bioaerosols within sewage treatment plants. 7. Air microorganisms as an important factor influencing human health. 8. Conclusions

MIKROORGANIZMY JAKO BIOLOGICZNE ZANIECZYSZCZENIA
WEWNETRZNEGO I ZEWNETRZNEGO POWIETRZA

Streszczenie: Zanieczyszczenia powietrza stanowia jedno z gléwnych zagrozen dla zdrowia czlowieka. Zanieczyszczenia biologiczne powie-
trza to w gtdwnej mierze pylki roslin, grzyby, bakterie oraz wirusy wystepujace w powietrzu jako tzw. bioaerozole biologiczne. Do gtéwnych
zrodet zanieczyszczen mikrobiologicznych powietrza nalezg zrédla naturalne, takie jak gleba, woda czy rozklad materii organicznej, a do
zrodet antropogenicznych skladowiska odpadéw, oczyszczalnie $ciekéw, kompostownie, a takze ruch uliczny. Pojawiajace si¢ w powietrzu
populacje mikroorganizméw moga mie¢ charakter zaréwno sezonowy, jak réwniez caloroczny, jednakze najczesciej, wyrazne nasilenie
narazenia ich wystepowania nastepuje w okresie letnim i jesiennym. Badania wskazuja, ze wilgotno$¢, obecnosé¢ tlenku wegla i steze-
nie ozonu sg gtéwnymi czynnikami, wplywajacymi na réznorodnoé¢ bakterii i odsetek wystepujacych tam bakterii chorobotwérczych
w powietrzu zewnetrznym. Mikroorganizmy w powietrzu wewnatrz budynkéw mieszkalnych znajduja sie przede wszystkim w kurzu.
Jak wykazano, okoto 60% mikrobioty kurzu stanowig zarodniki grzybow plesniowych. Do istotnych emiteréw drobnoustrojéw do powie-
trza atmosferycznego naleza oczyszczalnie $ciekéw komunalnych. Obecno$¢ uwolnionych bakterii i patogenéw opornych na antybiotyki
w oczyszczalni §ciekdw sprawia, ze bioaerozole oczyszczalni stanowig potencjalne ryzyko zdrowotne. Koniecznoscig staje sie prowadze-
nie kontroli oraz stale monitorowanie jakosci powietrza, zaréwno w pomieszczeniach zamknietych, jak i przestrzeniach otwartych, pod
wzgledem wystepujacych w nim mikroorganizmoéw, szczegolnie w odniesieniu do ich wplywu na zdrowie czlowieka. Ponadto istnieje
potrzeba dalszych badan, dla wyjasnienia roli mikroorganizmdéw przenoszonych przez powietrze i ich wptywu na zdrowie cztowieka.

1. Wprowadzenie. 2. Zrédla, transport i czynniki wptywajace na obecnos¢ mikroorganizméw w powietrzu zewnetrznym. 3. Mikroorga-
nizmy w powietrzu budynkéw mieszkalnych. 4. Mikroorganizmy w wewnetrznym powietrzu biur i innych obiektow przestrzeni pub-
licznej. 5. Mikroorganizmy w powietrzu zaktadéw przemystowych. 6. Bioaerozole w obrebie oczyszczalni $ciekéw. 7. Mikroorganizmy
w powietrzu jako istotny czynnik wplywajacy na zdrowie cztowieka. 8. Wnioski

Key words: air, bacteria, health, human, microorganisms
Stowa kluczowe: bakterie, cztowiek, mikroorganizmy, powietrze, zdrowie

1. Introduction nization (WHO) and European Environment Agency
(EEA) report that environmental risks such as air or

Atmospheric air, including indoor air, is a basic fac-  water pollution have a significant impact on human
tor affecting the proper functioning of the human body.  health [26, 108]. Air pollution includes all substances
Air pollution constitutes one of the main threats to the  in the Earth’s atmosphere that are not natural com-
environments in which people live. World Health Orga-  ponents, as well as natural substances in significantly

* Corresponding author: Sylwia Siebielec, Department of Agricultural Microbiology, Institute of Soil Science and Plant Cultivation
— State Research Institute, Czartoryskich 8, 24-100 Putawy, Poland; tel.: +48-81-4786952; e-mail: ssiebielec@iung.pulawy.pl
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increased quantities. The Earth’s atmosphere is com-
posed of gases and vapours of chemical compounds,
acid rain, airborne ashes, dust, trace elements and bio-
logical contaminants [26].

Biological air pollutants, also known as bioaerosols,
include pollen, fungi, bacteria and viruses [5]. Most
are microorganisms that colonise the soil, water bod-
ies, plant surfaces, rocks and buildings [85]. The com-
ponents of the bioaerosol that make up the dispersed
phase are particles ranging in size from 1 to 200 pum.
For example, single bacterial cells with dimensions of
0.5-2.0 um can constitute Bacillus sp. or Pseudomonas
sp. In turn, many spores of mould are sized between
3.0 and 17um [71]. In addition, bacterial toxins,
mycotoxins, enzymes and fragments of plant and ani-
mal tissues are present in the air [18]. Bioaerosols rang-
ing from 1.0-5.0 um usually float in the air, while larger
ones tend to settle on surfaces [97]. The greatest impli-
cations to human health has so called respirable bio-
aerosol, which is defined as fraction smaller than 7 pm.
This fraction can penetrate the human respiratory tract
with the inhaled air. The smallest particles can even
reach pulmonary brioncholes [18]. Larger particles of
bioaerosols tend to deposit in the upper airways [22].

Microorganisms are found in virtually every envi-
ronment, including at extreme temperatures, pressures,
salinity and acidity. The atmosphere has been described
as one of the last biological limits on Earth. The com-
position and biodiversity of the microbial community
in the atmosphere is still poorly researched [85]. Inter-
estingly, bacteria and fungi have been detected in vari-
ous atmospheric layers, such as the boundary layer (up
to 1.5km high), the upper troposphere (up to 12km
high) and even the stratosphere at an altitude of over
20 km above sea level [35, 105]. In addition, the fungi
Penicillium notatum have been collected at an altitude
of 77km, and Micrococcus albus and Mycobacterium
luteum bacteria at an altitude of 70 km [44]. The move-
ment of airborne microorganisms at different distances
and through wind and precipitation means that they
can spread in all ecosystems. Some may be pathogens
or transmit allergens and consequently endanger the
health of the population [36].

As we know, one of the main factors influencing
human health is air quality. Therefore, the presence of
microorganisms, in particular those causing infectious
diseases, in both ambient air and indoor environments
can be particularly dangerous. Scientists have demon-
strated that most often, microorganisms living in the
air are responsible for irregularities in the immune
system, such as allergies and infections [23, 31, 41,
50]. WHO alerts that the exposure to mould and other
dampness-related microbial agents increases the risks
of hypersensitivity pneumonitis, allergic alveolitis or
chronic rhinosinusitis which is supported by in vivo and

SYLWIA SIEBIELEC, MALGORZATA WOZNIAK, ANNA GALAZKA, GRZEGORZ SIEBIELEC
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Fig. 1. Yearly number of scientific publications with keywords
‘air’ and ‘microorganism’ in the Scopus database - state for
13 Sept. 2019

in vitro studies [107]. In addition, as Cabral [14] claim,
the number of microorganisms present in the air as well
as indoors is one of the main indicators of air pollution.
It should also be noted that a threat is posed not only by
the presence of pathogenic microorganisms or toxins of
microbiological origin in the air, but also by an excess
of saprophytic microorganisms, especially when their
composition is quite undifferentiated and dominated
by microorganisms belonging to a single species [14,
23,31, 41, 107].

Information on the presence of microorganisms in
the air remains incomplete and numerous questions
still need to be answered. The recent report of European
Environment Agency (EEA) [26] describes sources and
types of air pollution along with the potential health
and ecosystem impacts, however it does not refer to
biological agents in the air. Research on microorgan-
isms in air have emerged only recently as documented
by number of scientific publication. Figure 1 presents
number of scientific papers in the Scopus database
having ‘microorganism’ and ‘air’ as keywords. They are
scattered within various research domains with envi-
ronmental science, medicine, immunology and bio-
chemistry subjects most often represented (Fig. 2).

The goal of this article was to provide recent infor-
mation on presence of microorganisms in outdoor
and indoor air, across residential, industrial and public
spaces, with implications to human health.

2. Sources, transport and factors affecting
the presence of microorganisms in the outdoor air

Viruses, cells or fragments of bacterial cells, as well
as fragments of mycelium and fungal spores and pro-
tozoa are found in atmospheric air [5, 34]. The com-
position of atmospheric air in microbiological terms
has become the subject of considerable research. The
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Fig. 2. Number of scientific publications with keywords ‘air’ and
‘microorganism’ as recorded in the Scopus database (date 13 Sept.
2019) across research subjects

main sources of microbiological air pollution include
natural sources such as the soil, water, and plant surface
contamination, including microorganisms transmitted
by gusts of wind, dust in rain drops or insects. In turn,
anthropogenic sources include various types of landfill,
sewage treatment plants, composting plants and traffic.
It should be mentioned that the microbiological com-
position of the atmosphere is significantly influenced
not only by the source, but also by the volume of emis-
sions, the distance from places of increased emissions,
the type and survival of microorganisms, their spread
and climatic conditions [11, 14, 31, 38, 90].

In addition, it is important to note that the main
source of air pollution is human activity, including the
transport. Humans also contribute to the production
of biological aerosols through sneezing, coughing or
physical exertion by introducing significant amounts
of microorganisms into the atmosphere [33]. Further
potential sources of microorganisms include domes-
tic activities such as cooking or vacuuming as well as
domestic objects like carpets. They can release spores
of fungi of the genera Alternaria or Cladosporium. The
soil of potted plants grown in apartments can also be
a source of increased concentrations of fungal spores,
for example from the genus Aspergillus. Sources of bio-
areozoles include rooms with high levels of humidity,
which can also promote the development and subse-
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quent spread of mould. Cellars, bathrooms and holiday
cottages are all extremely attractive places for fungi to
rapidly develop. Moreover, dust in places of every-
day use can encourage fungi’s development [40, 95].
Zyska [115] reports that fungal spores in the domestic
environment constitute between 5 and 20% of house-
hold dust. Aquariums may also be a potential source
of bioaerosols [82], as water fungi live on fish excre-
ments, food remains or dead fish. Furthermore, some
species of bacteria have learnt to function on the skin,
gills and digestive tract of fish [1]. Mbareche et al. [70]
reported the broad range of fungi pathogens includ-
ing many known genera like Aspergillus, Acremonium,
Alternaria and Fusarium in bioaerosols within dairy
farms in Eastern Canada.

Recently, biological air pollution inside buildings
has attracted growing attention of researchers. Accord-
ing to the literature, biological matter scattered in the
air, such as microorganisms, their products, fragments
of plants and animals directly connected with fine solid
particles or droplets of liquid can constitute from 5 to
approximately 34% of all contaminants present in the
internal air [71, 30]. Overall assessment of the con-
centration of bioaerosols is very difficult, depending
on numerous indicators that have a direct or indirect
impact on general airborne microorganisms [15, 61].

Scientific research conducted over the years has ren-
dered to link exposure to bioaerosols with the occur-
rence of adverse health effects, including infectious
diseases, acute toxic effects, allergies and cancers [7-9,
23,32,97,106].

According to literature data, in addition to harmful
effects on health, bioaerosols can play an important role
in the development, evolution and dynamics of eco-
systems and atmospheric processes. Airborne bacteria,
fungal spores and other bio-particles play a key role in
the reproduction and spread of organisms, such as the
long-range transportation of pollen over long distances
and across geographical barriers. Furthermore, the
dispersion of plant, animal and human pathogens can
have serious consequences for agriculture and public
health. Bioaerosols are therefore very important for the
spread of organisms, allowing the exchange of genetic
material in different habitats and latitudes [28]. Desert
sandstorms have been shown to constitute an impor-
tant source and the most efficient transport mechanism
for bioaerosols, enabling the spread of microorganisms
over distances greater than 5,000 km [54]. Therefore, an
increasing number of studies are seeking to characterise
the temporal and spatial variability of bioaerosols and
their interactions with human health and air pollution.

Liu et al. [67] conducted an air quality study on the
total number of bacteria and pathogenic bacteria. Air
samples containing dust with different particle size
and index values (relative humidity, carbon monoxide,
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ozone concentration) of different quality were collected
in Hangzhou (China) and then 16S rRNA sequencing
was applied to classify the bacteria present. The study
revealed that at the genus level, Thiobacillus, Methy-
lobacterium, Rubellimicrobium and Paracoccus, all
belonging to Proteobacteria, were the most abundant:
with average relative abundances of 2.6%, 2.5%, 1.8%
and 1.7% of the total community, respectively. The most
dominant pathogenic bacteria genera in the airborne
particulate matter (PM) samples were: Staphylococ-
cus, Bacillus, Clostridium, Enterobacter and Klebsiella
[67]. Their research demonstrated that humidity, car-
bon monoxide presence and ozone concentration were
the main factors influencing the diversity of airborne
bacteria and the percentage of pathogenic bacteria.
Similar observations were made by Tsai and Liu [102],
whose analyses showed that the air humidity index is
an extremely important factor for the development of
microorganisms. Analysis of the state of air pollution
with PM dust of various diameters while considering
the chemical state (relative humidity, carbon monox-
ide, ozone concentration) allowed the researchers to
state that in the PM2.5 and PM10 samples (PM2.5 with
particle diameters up to 2.5 um and PM10 with parti-
cle diameters up to 10 um), the relative abundance of
pathogenic bacteria was greatest in heavy and medium
air pollution, respectively [67].

As mentioned above, high concentrations of airborne
particulate pollutants are one of the main environmental
factors that have a harmful impact on the health of the
population. Hwang et al. [43] conducted research on air-
borne concentrations in ambient air, dust and bacteria at
day care facilities in Seoul (South Korea) in the context
of indoor environmental factors. Room tests were car-
ried out for temperature and relative humidity, PM10
dust in rooms with two or more windows, and PM10
dust concentration in heating, ventilation and air-con-
ditioning systems. The aim of this study was to measure
concentrations of PM10 and bacteria in the air in order
to determine how they correlated with a specific indoor
environment. The research demonstrated that certain
meteorological factors are strongly related to the struc-
ture and diversity of pathogenic bacteria. The bacterial
count was significantly higher in day care rooms, as
they only had one window and solely relied on window
ventilation. In addition, a correlation between relative
air humidity and the number of bacteria was observed.
In turn, Frohlich-Nowoisky et al. [28] have stated that
relative humidity affects the number of fungi occurring
in an environment to a greater extent than temperature.
Moreover, the bacterial level in ventilated areas is lower
than in areas without ventilation systems [102].

As shown by Zhen et al. [113], meteorological fac-
tors have a greater impact on airborne bacteria than
air pollution. During their study in Beijing (China),
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the authors analysed the relationship between the total
number of bacteria in the atmospheric air and the
structure of their population and weather factors. The
examined factors included air temperature and humid-
ity, wind speed, atmospheric pressure and the level of
air pollution, expressed by indicators such as concen-
tration of PM, ozone, oxides of sulphur and nitrogen
as well as carbon monoxide. The factors exerting the
greatest influence were atmospheric pressure (in win-
ter), air temperature and relative humidity (in spring
and summer) and water vapour pressure in the air (in
autumn). Moreover, meteorological factors explained
changes in the structure of the bacterial community to
a greater extent than air pollution.

Xie et al. [110] have characterised the microorgan-
isms present in the air of different levels of quality. Air
samples were collected in Xian (China) from April
2016 to February 2017. The abundance of all micro-
organisms in the air, showed significant seasonal vari-
ations. In addition, the average bacterial content in
the air on foggy days was much higher than on days
without fog. Interestingly, the amount of bacteria in
the air in the first period of research increased, before
slightly decreasing with a deterioration in air quality.
The largest number of microorganisms was observed
at a moderate level of air pollution. In addition, it was
noted that snowfall can improve air quality by reducing
number of bacteria.

The movement of dust particles, microorganisms
and other contaminants over long distances is caused
by the movement of the air. Research on the quantity
and species composition of airborne microorganisms
is a key factor in explaining the ways in which they
spread and interact [10, 54, 88]. Previous literature
has confirmed that some bacteria (e.g. from the genus
Bacillus) and most of fungi have endospores or latent
forms. The resting form enables organisms to survive
in adverse conditions (drought, low temperatures and
nutrient deficiencies) [79]. In addition, it has been
shown that many bacteria isolated from the air exhibit
intense colouration associated with high pigment con-
tent involved in protecting the microorganisms from
ultraviolet radiation [29, 53, 100]. In addition, micro-
organisms, pollen or mineral dust particles are removed
from the atmosphere by natural physical phenomena
such as mutual attraction [65, 66, 103].

Rajasekar and Balasubramanian [86] focused their
research on the occurrence and structure of micro-
bial populations in different places, depending on the
prevailing conditions: temperature, relative humid-
ity, population density, location (indoor/outdoor)
and the presence of air conditioning. They showed
that bacteria constituted 50.5% and fungi 49.5% of
bioaerosol composition in the internal environment, while
in the external environment they constituted 20.6%
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on average, while the proportion of fungi was 79.4%.
Moreover, they noted that population density is a factor
that significantly affects the concentration of bacteria
in the air. It should be noted that in the case of indoor
air samples, measurements were taken at two points
in each location, i.e. the bedroom, kitchen, toilet or
work area. At these points, air samples were taken from
a height of about 1 m above floor level. However, in the
case of outdoor air, samples were taken from outside
the place of residence at a height of 1.5 m. The authors
summarised that the type of ventilation and activities
performed in different places in the household may
affect the level of biological pollutants in the air. Fur-
thermore, the results of this study suggest that the cycle
of replacement of used air with fresh air from outside
and the types of human activities carried out in the
outside environment represent important factors. The
ventilation system should be continuous and efficient,
reflected in its impacts on levels of endotoxins in the
air and airborne microorganisms.

The speed of multiplication, resistance to adverse
environmental conditions and differentiation of pref-
erences as to environmental conditions allow for the
spread of these bacteria in the environment. Hara and
Zhang [39] conducted a study on the presence of air-
borne Asian dustborne bacteria in southwest Japan.
Aerosol particles were collected in the form of dust
on the campus of the University of Kumamoto in both
high and low concentrations. The results of the study
indicated that the total concentrations of bacterial
cells in the dust were higher in the dusty air. In addi-
tion, it was found that dead bacterial cells were superior
to dead bacterial cells in dust, but the concentrations of
living bacterial cells were comparable or higher than in
non-dusty air. Bacterial cells transported with airborne
dust can be exposed to many adverse factors, including
changes in the weather such as temperature and humid-
ity, atmospheric pressure, wind speed and direction as
well as solar radiation intensity. It should be noted that
the presence of living bacterial cells may be dispersed
over long distances [89].

3. Microorganisms in the air inside
residential buildings

In residential buildings, biological factors in direct
contact with humans may affect the human health.
Due to the time spent in residential or office build-
ings (approximately 90 percent of time is spent by
human in closed rooms) [109], indoor air quality has
a greater impact on people’s well-being and health than
does outdoor air quality. The construction techniques
of the 21st century, such as the installation of air-tight
windows or ventilation systems, are causes of increased
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biological pollution. In addition, these pollutants can
come both from inside residential buildings and from
outside, flowing directly through chimneys, open win-
dows, cracks or other leaks [56].

Nabrdalik i Latata [78] undertook research aimed
at the quantitative and qualitative characterisation of
fungi present in building structures. They demonstrated
that it is necessary to develop test methods and crite-
ria to assess the degree of air pollution in residential
buildings due to the presence of potentially harmful
fungi in the analysed objects. Excessive humidity, poor
ventilation and insufficient insulation are reasons for
the excessive development of filamentous fungi [107].

Microorganisms in the air inside residential build-
ings are mainly found in dust, which has become an
increasingly frequent subject of research aimed at
assessing the quality of indoor air. Dust is primarily
characterised by the presence of organic compounds,
trace elements and metabolites of mites, responsible for
many hypersensitivity reactions in the form of allergies
[75]. It has been shown that about 60% of dust micro-
biota are spores of mould fungi of the genera: Alter-
naria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Mucor,
Penicillium and Rhizopus. On the other hand, bacteria
constitute about 1 to 25% of microbiota, and about half
of the bacterial population are Micrococcus spp. More-
over, staphylococci, rods and aerobic spore-forming
bacteria from the genus Bacillus are quite common.
Yeast, in turn, is represented by species of the genera
Rhodotorula and Candida [16, 46, 104].

Staszowska [96] conducted research on dust sam-
ples from dwellings and educational institutions from
a microbiological perspective. Samples were collected
from various objects in Lublin (Poland). Dust samples
were collected from places such as the floor (carpet) and
from shelves with books from a height of 1 m. The most
common bacteria were Gram-positive Bacillus spp. In
dust samples from educational institutions, B. subtillis
was characterised by the highest concentration. The
second largest recognised group was Gram-positive
bacteria, with Micrococcus sp. predominating, espe-
cially the M. luteus. Among fungi the dominant genera
were Aspergillus (especially A. nigeri) and Penicillium.
Fungi of the genus Cladosporium were also found.

Other authors have also demonstrated the presence
of Penicillium sp. and Aspergillus sp. Fungi, as well as
Gram-positive and Gram-negative bacteria, with the
aim of assessing the effect of selected factors on the pres-
ence of microorganisms in the dust and the relationship
between their presence indoors and human respiratory
health. Significant dependence of concentration of
microorganisms on humidity in rooms and presence
of animals was shown. Both factors affect the function-
ing of the respiratory system, including the appear-
ance of asthma [99]. Li etal. [63] have highlighted
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the greater presence of fungi in bathrooms than in bed-
rooms whereas Buttner and Stezenbach [13] have simi-
larly noted that the number of fungi in living rooms are
higher than in bedrooms, which may be associated with
the greater activity of people in the former.

Al-Hunaiti etal. [3] studied bacteria and fungi
in floor dust in residential buildings and education
rooms. Dust samples were taken from closed rooms
in Amman (Jordan). Genetic identification of selected
fungal and bacterial groups and chemical analysis of
dust were undertaken. Concentrations of bacteria and
fungi were directly correlated with those of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs). The lowest concentra-
tions of bacteria and fungi were found in the apartment
that was the least used. The concentration of Gram-
positive bacteria in the educational building was found
to be lower than that observed in the living quarters.
Gram-positive bacteria showed a positive correlation
with phenanthrene concentration, while Gram-negative
bacteria showed a positive correlation with fluoran-
thene and pyrene concentration. The content of fungi of
the genera Penicillium and Aspergillus was moderately
or strongly negatively correlated with concentrations of
such hydrocarbons as anthracene, fluoranthene, benzo
(b) fluoranthene and benzo (j) fluoranthene. The total
number of fungi showed negative correlations with the
concentration of anthracene, benzo (a) anthracene and
dibenzo (a-h) anthracene. This means that there may be
a high risk of exposure to the appearance of metabolites
of aromatic hydrocarbons, which are carcinogens, in
these rooms. The results obtained undoubtedly neces-
sitate further study on the biodegradation of PAHs in
house dust and on the presence of potentially health
hazardous metabolites of PAHs, including a whole
range of measurements with chemical and biological
analysis of floor dust contamination and its occurrence
in confined spaces.

4. Microorganisms in indoor air in office
and public spaces

In enclosed spaces with a fairly high density of
people, the number of microorganisms is much higher
than in open spaces. The air inside buildings is richer in
various microorganisms, including pathogenic micro-
organisms. Humans constitute a source of indoor bac-
teria. Bacteria are emitted from the human respiratory
airways through talking, coughing or sneezing. They
also get into the air with skin scales. Therefore the
level of air contamination with bacteria is dependent
on the number of people inside a room and efficiency
of ventilation system [73]. Kubera et al. [60] carried out
microbiological air quality tests in selected kindergar-
tens. Air samples were collected in classrooms, both in
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the morning and in the afternoon. Samples collected
outside the kindergartens were a control sample and the
quality of indoor air was assessed according to Polish
standards (PN-Z-04111-01:1989; PN-Z-04111-02:1989;
PN-Z-04111-03:1989) based on groups of indicator
microorganisms. Regardless of the research method
applied, the total number of heterotrophic bacteria and
staphylococci in the air exceeded the permissible val-
ues, although no excessive contamination with mould
fungi was found. These studies suggest that air sani-
tation should be controlled with particular regard to
biological agents that may directly or indirectly affect
the health of indoor residents.

In the course of studies carried out in offices and
laboratories, 20 different species of bacteria have been
detected, belonging to genera such as Bacillus, Staphy-
lococcus, Microccocus, Microbacterium, Acinetobacter,
Arthrobacter, Shigella, Escherichia, Moraxella, Paeniba-
cillus. Several genera of fungi have been also detected,
including: Alternaria, Penicillium, Aspergillus and Cla-
dosporium [114].

The results of biological research of air pollution
in office buildings in Warsaw (Poland) equipped with
or without air conditioning systems were presented by
the team of the Central Institute for Labour Protection
- National Research Institute [33]. Two genus of fungi
predominated: Penicillium and Aspergillus. Such pres-
ence did not exceed the acceptable standards proposed
by a panel of experts on the factors of recommended
concentrations of microorganisms and endotoxins in
indoor air. More concerning, however, was that the
presence of fungi belonging to the risk group respon-
sible for the occurrence of adverse health conditions
for workers was found. In this group there were, among
others, Streptococcus viridans, Candida spp., C. glabrata,
A. fumigatus, A. flavus and A. niger. These fungi are
classified as allergenic and toxic factors and cause
infectious and invasive diseases. Research conducted
in the 1980s by Morey et al. [76] demonstrated that the
ventilation system affects the composition and concen-
tration of bioaerosols in offices. Warm and dry condi-
tions favour the passive dispersion of fungal spores such
as Cladosporium sp. Spores in dry air conditions are
mostly blown naturally by the air, and their concentra-
tions are higher in places without a ventilation system.

Xu and Hao [111] reviewed the available literature
on air quality in public metro spaces. Their data show
that air quality in subways is particularly alarming. Air-
borne particles, aromatic hydrocarbons and airborne
bacteria are classified as major air pollutants within
metro systems. Despite the fact that metro passengers
usually spend only a dozen or so minutes there, they
are exposed to pollution emitted from various sources
as well as directly from metro passengers. The harmful-
ness of the underground internal microenvironment
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is associated with the exposure time resulting from its
frequent and even daily use [55].

Subway air quality was also the subject of research by
Robertson et al. [87], who determined the composition
and diversity of microorganisms in bioaerosol samples
in the New York metro. Their analyses showed the pres-
ence of various genera and species of microorganisms,
characteristic of the soil and water environment and
inhabiting the human body, including those occurring
mainly on the skin. Among these latter microorgan-
isms, 99% identity of the rRNA sequence with such
species as Staphylococcus spp., S. epidermidis (the most
abundant group of bacteria colonising the human skin
surface, contributing to its protection against patho-
gen penetration) and S. hominis, S. cohnii, S. caprae and
S. haemolyticus were found. The authors did not pro-
duce results regarding the presence of microorganisms
that pose a threat to public health.

5. Microorganisms in the air of industrial facilities

Perez-Martin et al. [84] measured the abundance
of lactic acid bacteria and yeasts in the air and wine
produced in vineyards in order to assess the poten-
tial for microbial migration. Samples were taken from
avineyard in Castilla-La Mancha (Spain). The sampling
period was as follows: air and wine samples were col-
lected in September and November 2011 and Septem-
ber and October 2012. The Leuconostoc mesenteroides
species was the most common lactic acid bacteria in
the air, while the Oenococcus oeni species dominated in
wine. Saccharomyces cerevisiae was the most frequently
isolated yeast species in both air and wine. Further-
more, the presence of the same microorganisms in
samples from the vineyard’s air as well as in the wines
themselves has confirmed that the transfer of micro-
organisms between the two environments is possible.

Tsai and Liu [102] conducted a study on workers’
exposure to bioaerosols at a pasta plant in central Tai-
wan. The biological risks associated with pasta produc-
tion had not previously been studied. The aim of the
study was to characterise the biological composition
and concentrations of bioaerosols at different locations
in the pasta factory over a period of one year, as well
as to investigate the impact of various environmental
factors on the concentration of bioaerosols. Air sam-
ples were collected twice daily. Nine species of fungi
were identified in the air and strains from the genera
Cladosporium, Penicillium and Aspergillus, commonly
regarded as fungi that cause allergic reactions, were
the dominant fungi isolates in indoor and outdoor
air samples. Micrococcus spp. and S. xylosus predomi-
nated among isolated strains of bacteria. In addition,
significant seasonal differences were observed for most

fungi, except for the genus Fusarium. The number of
fungi of the genera Aspergillus and Rhizopus differed
significantly during two sampling times (morning,
afternoon), as did the levels of Micrococcus spp. and
S. arlettae. It was found that the concentration of bac-
teria was higher in the morning; similar results have
been obtained in other studies [27, 60, 65]. These results
were important for the exposure assessment of work-
ers. Due to the findings, increased ventilation was
recommended to improve sanitation. Although study of
Hwang [43] demonstrated the need for further detailed
studies, especially regarding the relationship between
the composition of bioaerosols and the possibility of
allergic reactions.

Czerwinska and Piotrowski [20] conducted a risk
assessment of microbiological contamination in a bak-
ery in Koszalin (Poland). Microbiological analyses of
the air were carried out in the warehouse, produc-
tion hall and the room where the bread was stored
in order to cool it down. Their results demonstrated
that air pollution in the bakery area was negligible,
with the most frequently appearing microorganisms
being bacteria of Bacillus genus. Microbiological ana-
lyses of the presence of fungi indicated a fairly large
variation in the occurrence of these microorganisms
depending on the season (December - 1st term, March
-X 2nd term). Analyses performed in the first term
indicated contamination with these microorganisms,
while in the second term the number of isolated fungi
did not arouse any objections.

In 2016, a paper on bacterial and fungal aerosol con-
centration in the air in the production halls of a meat
plant was published [11]. In the examined air the fol-
lowing indicators were determined: total number of
bacteria and fungi, as well as E. coli and bacteria from
genus Listeria. The studies showed that the presence
of bacterial and fungal aerosols may potentially be
a source of indirect microbiological contamination. The
dominant fungi were Aspergillus sp., Alternaria sp. and
Cladosporium sp. The presence of E. coli and Listeria
spp. was also found. Moreover, genetic identification
confirmed the presence of L. monocytogenes.

6. Bioaerosols within the sewage treatment plants

As previous research has shown, municipal sewage
treatment plants are significant emitters of microorgan-
isms to atmospheric air. The presence of microorganisms
in wastewater entering the air together with the drop-
lets of wastewater that are formed during mixing and
aeration creates a certain pathogenic risk. Breza-Boruta
etal. [12] reported the sewage treatment plant origi-
nated pathogens in air samples collected 150 m from
the plant border. However, it should be remembered



122

that not every treatment plant poses a risk to the envi-
ronment [12, 47, 51, 52]. Pasmionka etal. [81] con-
ducted research on microbiological atmospheric air
pollution in the area of the Group Wastewater Treat-
ment Plant in Chrzanéw (Poland). The plant was
identified as a potential cause of an increase in the
number of microorganisms present in the air and of
a localised deterioration in the sanitary conditions
within the plant. Relationships between the number
of microorganisms in the air and weather conditions
were observed. The number of fungi in the air did not
exceed the permitted values according to Polish stand-
ards (PN-Z-04111/02,1989; PN-Z-04111/03,1989).
It should be noted, however, that the results attained
indicated the existence of bioaerosols within the sewage
treatment plant, which may adversely affect the state of
the air and consequently pose a potential health hazard.

Of particular concern are pharmaceutical wastewater
treatment plants, which have been identified as impor-
tant reservoirs and sources of emissions to the natural
environment of bacteria resistant to antibiotics [112].
Moreover, antibiotic-resistant microorganisms migrate
within and around wastewater treatment plants in the
form of biological aerosols, mainly produced by aeration
equipment, which is the main reason for the release of
bioaerosols in wastewater treatment plants [42, 57, 91].

According to Zhang etal. [112], pharmaceutical
wastewater treatment plants are potential locations for
concentrations of pathogenic bacteria resistant to anti-
biotics, which can be transferred to the natural environ-
ment. Analyses have shown that almost half (45%) of
the bacteria floating in the air within the pharmaceuti-
cal wastewater treatment plant studied were resistant
to three or more antibiotics. Some pathogenic strains
were resistant to up to 16 different antibiotics. This
fact proves that wastewater treatment plants are an
important source of antibiotic-resistant bacteria. The
dominant genera of such bacteria isolated from all bio-
aerosol samples are: Acinetobacter, Alcaligenes, Citro-
bacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Pantoea,
Pseudomonas and Sphingomonas. Previous research
has indicated that measurements of bioaerosol emis-
sions in pharmaceutical wastewater treatment plants
are required, while sites inside and around wastewater
treatment plants should be constantly monitored.

The presence of released antibiotic-resistant bacte-
ria and pathogens in sewage treatment plants renders
the bioaerosols of such plants a potential health risk.
Despite new reports, there remains little systematic
research regarding the exact composition, possible
health consequences and resistance to antibiotics of
pathogenic bacteria found in bioaerosols from sewage
treatment plants. Existing studies primarily focus on
the antibiotic resistance of pathogenic Gram-negative
bacteria [4, 21, 37, 58, 59].
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Gram-negative bacteria usually constitute a small
proportion of the bacteria present in bioaerosols. It
should also be remembered that pathogenic bacteria
living in bioaerosols function in conditions that are
not always favourable to them, affecting their survival.
The air represents a challenging environment for such
microorganisms. Variable meteorological conditions,
such as sunlight and humidity, can inhibit their growth
and even kill them [2, 59].

Korzeniewska et al. [58] conducted research on bac-
teriological atmospheric pollution in the area and sur-
roundings of a mechanical-biological municipal sewage
treatment plant, including sewage from the dairy indus-
try. The study recognised a number of heterotrophic,
psychrophilic, psychrotrophic and mesophilic bacteria
as well as selected physiological groups of Enterobacte-
riaceae family, Staphylococcus and Enterococcus genera,
P fluorescens and P. aeruginosa, haemolytic bacteria and
Actinomycetes. Significant differences were found in the
number of groups of tested microorganisms depending
on the season and the method of air sampling applied
(sedimentation and collision method) at six sites
located in the area of the treatment plant as well as five
sites located in its vicinity. The exceptions were psy-
chrophilic bacteria and Enterobacteriaceae family bac-
teria, in which no significant variability was found. The
highest average numbers of microbial groups selected
for the study were observed in air samples collected via
the sedimentation method, especially in the autumn
(with the exception of Actinomycetes, whose maximum
numbers were seen in spring). The lowest average num-
bers were observed in winter and/or summer. In addi-
tion, it was shown that the concentration of bacteria
in the air collected at various sites located in the area
of sewage treatment plants differed. Higher bacterial
numbers were observed in the following areas: sand-
stone, phosphate chamber, nitrification and denitrifica-
tion chambers and secondary settling tank. In general,
air in both the area and the surrounding environment
of mechanical-biological sewage treatment plants was
classified as slightly polluted, whereas in the spring and
autumn there were more psychrophilic, psychrotrophic
and mesophilic bacteria.

Korzeniewska et al. [57] determined the microbio-
logical composition of air in a sewage treatment plant
with a closed bioreactor. The air samples showed the
presence of heterotrophic, psychrophilic, psychro-
trophic, mesophilic and hemolytic bacteria, Enterobacte-
riaceae family bacteria and Staphylococcus, Enterococcus
and Pseudomonas genera, as well as colonies of Actino-
mycetes. The presence of fungi, including moulds, yeasts
and yeast-like fungi was also demonstrated. The largest
concentrations of microorganisms were detected in air
collected in and near the bioreactor itself, as well as near
the truss. The authors demonstrated that the presence
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and diversity of Enterobacteriaceae family (including
Shigella spp., Yersinia enterocolitica, E.coli, K.pneu-
moniae and K. ozaenae) in or near the bioreactor may
potentially affect the health of people working with and
staying by the bioreactor for an extended period of time.
Seasonal changes in the number of bacteria occur-
ring in the air within sewage treatment plants are
mainly observed in the summer, when higher emissions
are recorded due in particular to lower precipitation.
Szylak-Szydlowski et al. [98] carried out bioaerosol stud-
ies at a plant in different seasons of the year, collecting
air samples using different technological processes at the
plant. The most intensive emissions of microorganisms
to the air were recorded in the summer, while among
the technological processes, the highest concentrations
of bacteria were generated by the primary settling tank
and the sludge tank. Among the microorganisms iso-
lated from the air, the presence of heterotrophic bacteria,
mesophilic bacteria and coliforms was found.

7. Air microorganisms as an important
factor influencing human health

At present, awareness is growing with regard to
external and internal air pollution, as evidenced among
others by recent studies on the influence of air quality
on the prenatal and postnatal development of children
[17, 19, 98, 101]. One example is a study by Shehab
and Pope [93], which demonstrates the relationship
between air quality and human cognitive performance.
Air quality was assessed through annual average levels
of nitrogen dioxide and indoor air by means of data
on humidity and exposure to secondhand smoke. In
terms of biological air quality, studies show that expo-
sure to microorganisms and their derivatives (endotox-
ins, mycotoxins) in early childhood has a significant
impact on the development of the immune system and
the emergence of allergies, asthma and atopy [64, 77,
92]. Based on epidemiological data, it has been found
that children living in rural areas on a farm are much
less likely to develop allergies and asthma than are chil-
dren raised in the same rural area but without exposure
to farming environment [25].

Air is often considered an important carrier of
bacterial pathogens such as S. pneumoniae, S. pyoge-
nes, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae,
K. pneumoniae, P.aeruginosa and Mycobacteriaceae
family. In order to ascertain the source of the presence
of these health-endangering pathogens in the air, it is
important to identify the environment in which they
live and reproduce. For more information on their abil-
ity to exist in the air and to spread, continuous monitor-
ing and proper control are required. Undoubtedly, the
occurrence of pathogenic bacteria in the air is char-
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acterised by seasonality. For example, meningococcal
foci have been found throughout sub-Saharan Africa,
where climatic conditions with strong droughts and
sandstorms ending with the rainy season contribute to
the occurrence of these life-threatening bacteria, which
can cause dangerous invasive diseases [74, 94].

Numerous studies have shown that bioaerosols in
the air may be potential causes of bodily dysfunctions.
Airborne microorganisms, especially bacteria and
fungi, can cause inter alia asthma, hay fever, bronchi-
tis, chronic lung failure, lung cancer, cardiovascular
diseases, gastrointestinal tract infections, tuberculosis,
allergic reactions, sinus and conjunctivitis and acute
viral infections [45, 62, 69]. As many as 80 types of
fungi can cause respiratory allergies, and as many as
100 types of fungi can cause severe infections not only
in humans and animals, but also in plants. These include
fungi-representing genera such as Cladosporium, Alter-
naria, Aspergillus and Fusarium [48].

Aside from pathogenic microorganisms in the air,
attention should be paid to their biologically active
products, such as endotoxins (toxins occurring in the
outer membrane of Gram-negative bacteria) or myco-
toxins (secondary metabolic products of mould fungi,
which can also have a significant impact on human
health). Airborne biological agents are becoming impor-
tant issues for human safety and health [24, 68].

Pastuszka et al. [83] performed a study to determine
the concentrations of bacterial and fungal bioaerosols
in different types of buildings and to determine the risk
of specific diseases that they can cause. They showed
that in buildings with mould problems there was a risk
of asthma symptoms. This risk most likely increased
through the inhalation of fungal particles and other
airborne compounds. In houses without mould, the
relative concentration of the observed species, includ-
ing Penicillium spp., ranged from 3 to about 50% of the
fungal population, while in houses with mould, the
highest concentration of Penicillium spp. was found
in 90% of all fungi.

Biological factors are one of the main causes of the
so-called “sick building syndrome” (SBS). The term
is used to describe a situation in which residents of
a given building experience health problems and
a range of symptoms such as e.g. skin rashes, headache,
itchy eyes, throat irritation, dry skin, rashes, dry cough,
hoarseness of voice, asthma attacks and other. It is
assumed that biological pollutants such as viruses, bac-
teria, dust, pollen, toxic black mold, insect body parts
contribute to the SBS along with chemical pollutants,
ozone produced by printers, electromagnetic radiation,
inadequate ventilation [6]. A low level of fresh air in
aroom, a concentration of living organisms, poor ven-
tilation, elements of building equipment and human
physiology all affect the quality of life in buildings.
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In general, factors responsible for so called thermal
comfort in buildings are also decisive for biological
quality of indoor air. They include ambient temperature
and its fluctuations, relative humidity, air movement,
average radiant temperature and personal parameters,
describing metabolic activity or clothing [80]. The opti-
mal humidity is defined in a range between 40-60%.
In too dry conditions harmful substances enter human
organism faster whereas in high humidity reproduction
of microorganisms is accelerated. Ambient tempera-
ture most recommended for the thermal comfort is in
the range 20-24°C, which is also conducive to good air
quality [80]. Mniszek i Roginski [72] reviewed the liter-
ature on structural defects in buildings as the causes of
fungal infections in rooms. They concluded that moulds
attack not only old, unheated houses but also new or
recently renovated buildings. This is due to numerous
factors appearing even in the initial stages of construc-
tion (incorrect construction of walls, roofs with inad-
equately protected wood, lack of adequate ventilation,
leakage of water system, etc.). Moisture, which results
in the appearance of mould, is linked to the presence of
mycotoxins produced by certain species of mould from
the genera Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizoc-
tonia, Claviceps and Stachybotrys. They are classified
as dangerous or even carcinogenic and mutagenic sub-
stances that can cause changes in the proper function-
ing of the body. They inhibit DNA synthesis or instigate
alterations in RNA metabolism. Their toxic secondary
metabolites belong to the group of the most potent poi-
sons. Mycotoxins can cause acute and chronic poison-
ing, allergies, mycoses, respiratory, digestive and liver
diseases, as well as weakening of the immune system.
These toxic substances disturb a number of vital func-
tions, including disorders of the central nervous system,
immune mechanisms, liver and kidneys. Metabolites
produced by moulds can cause dermatitis and poison-
ing, with symptoms including headaches and diarrhoea
[33, 72]. As such, exposure to moisture and mould has
an undeniable impact on respiratory health [46].

Currently there are no binding legal instruments
regulating the permissible content of microorgan-
isms in Poland in both atmospheric and indoor air.
Previous standards, such as PN-89/7-04008/01; PN-
89/7-04008/08; PN-89/2-04111/02; PN-89/7-04111/03
have been waived and they have not been replaced by
new instruments until now. However the waived stand-
ards are still occasionally used to interpret the results
[18]. For example, the standard PN-89/Z-04111/02
specified the strong air contamination with bacteria as
state when their total content exceeded 3000 CFU m™
or the content of P, fluorescens was above 50 CFU m™.
The contents of fungi were specified in the PN-89/Z-
-04111/03 - the strong contamination meant the total
content of fungi above 10000 CFU m~* [18].
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There are no safe level values for exposure to micro-
biological contamination on the air specified by WHO.
The WHO guidelines [107] specify the conditions that
contribute to the health risk, emphasizing that micro-
bial growth may result in greater numbers of spores,
cell fragments, allergens, mycotoxins, endotoxins,
B-glucans and volatile organic compounds in indoor air.
The guidelines were formulated by WHO, such as the
following: persistent dampness and microbial growth
on interior surfaces and in building structures should
be avoided or minimized; indicators of improper condi-
tions include the presence of condensation on surfaces,
visible mould, mouldy odour and frequent water leak-
age or penetration. The document also states that no
quantitative health-based guideline values or thresholds
can be recommended for acceptable levels of micro-
organisms in indoor air [107].

8. Conclusions

The composition of atmospheric air is an extremely
important factor affecting human health. This review
of literature from Poland and elsewhere has shown that
biological aspects of the air significantly reflect the
state of the environment in which we live and function
on a daily basis. Humidity is an important indicator
of air quality, because in most cases it contributes to
the development of microorganisms, both naturally
occurring and those that operate under conditions of
excessive humidity. This can in turn cause allergic reac-
tions. The most frequently mentioned allergens in the
air include fungi such as Cladosporium sp., Penicillium
sp. and Aspergillus sp. Microbial populations in the air
may be either seasonal or all-year in character, although
their occurrence is generally most intense in summer
and autumn. Further factors shaping the number and
diversity of microbial communities include atmos-
pheric phenomena (i.e. clouds, fog, rain and snow) and
proximity to municipal sources of bioaerosol such as
e.g. wastewater treatment plants. It is therefore essential
to monitor air quality in both indoor and outdoor envi-
ronments for microorganisms, in particular with regard
to their effects on human health. Increased awareness of
the threats posed by biological air pollution will enable
greater care of the conditions in which people live every
day. In particular, the proper ventilation of buildings,
ventilation of rooms and prevention of excessive air
humidity are all essential.
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Streszczenie: Obawa przed zakazeniami przenoszonymi przez transfuzje krwi byta problemem od poczatku ery krwiolecznictwa. Jedna
z faz wszystkich chorob zakaznych, w tym przenoszonych przez kleszcze, jest okres wylegania, podczas ktorej nie ma objawéw klinicznych
wynikajacych z obecnoéci drobnoustrojow we krwi. Z tego powodu, krew pobrana od zakazonego dawcy moze stanowi¢ w tym momencie
potencjalne zrédlo zakazenia dla biorcy. Z danych literaturowych wynika, ze brak jest udokumentowanych doniesient 0 mozliwosci prze-
niesienia zakazenia kretkami B. burgdorferi (czynnika etiologicznego boreliozy z Lyme) na czlowieka zdrowego poprzez transfuzje krwi.
Opisywano jednak przypadki po przetoczeniach takich zakazen jak babeszjoza, anaplazmoza, riketsjozy z grupy goraczek plamistych,
bartonelozy. Zakazenia przenoszone przez kleszcze nie znajduja si¢ w kryteriach dyskwalifikacji stalej (oprdcz tularemii) lub czasowej dla
kandydatéw na dawcow krwi oraz w przeciwwskazaniach do pobrania krwi. Nie stosuje si¢ takze testow do rutynowego wykrywania pato-
genow odkleszczowych w krwiolecznictwie. Dlatego znajomos¢ dynamiki faz tych chordb, okresy zakaznosci i ich wystepowania we krwi
w polaczeniu z wywiadem lekarskim, badaniem przedmiotowym i wynikami pomocniczych badan diagnostycznych, maja podstawowe
znaczenie dla bezpieczenstwa biorcéw krwi.

1. Wprowadzenie. 2. Zakazenia wywolywane przez kretki. 2.1. Borelioza z Lyme. 2.2. Zakazenia wywolywane przez Borrelia myiamotoi.
3. Goraczki plamiste. 4. Ludzka granulocytarna anaplazmoza 5. Zakazenia Bartonella sp. 6. Babeszjoza. 7. Podsumowanie

RISK OF TRANSMISSION OF TICK-BORNE DISEASES BY BLOOD TRANSFUSION

Abstract: The fear of blood transfusion-borne infections has been a problem since the beginning of the blood therapy era. One of the
phases of all infectious diseases, including those transmitted by ticks, is the incubation period, during which there are no clinical symp-
toms due to the presence of microorganisms in the blood. For this reason, blood drawn from an infected donor can be a potential source
of infection for the recipient at this time. Literature data show that there are no documented reports of the possibility of transmitting
B. burgdorferi infection (Lyme etiological factor) to healthy man by blood transfusion. However, cases of transfusions of such infections as
babesiosis, anaplasmosis, rickettsiosis, and fever, bartonellosis have been reported. Tick-borne infections are not included in the criteria
for permanent (except tularemia) or temporary disqualification for blood donor candidates and for contraindications for blood sampling.
Tests for routine detection of tick-borne pathogens in blood therapy are also not used. Therefore, knowledge of the dynamics of the phases
of these diseases, periods of infectivity and occurring in the blood in conjunction with medical history, physical examination and the
results of auxiliary diagnostic tests are of fundamental importance for the safety of blood recipients.

1. Introduction. 2. Spirochetes infections. 2.2. Lyme borreliosis. 2.2. Borrelia myiamotoi infections. 3. Spotted Fever Group rickettsioses.
4. Human granulocytic anaplasmosis 5. Bartonella sp. Infections. 6. Babesiosis. 7. Summary

Stowa kluczowe: Choroby przenoszone przez kleszcze, transfuzja krwi

Key words: Tick-borne diseases, blood transfusion

1. Wprowadzenie

Obawa przed zakazeniami przenoszonymi przez
transfuzje krwi byla problemem od poczatku ery ban-
koéw krwi. Poczawszy od dowoddéw na to, ze kita moze
by¢ przenoszona przez transfuzje krwi, poprzez obawy
dotyczace przenoszenia wirusowego zapalenia watroby.
Szczyt zainteresowania zakazeniami przenoszonymi
przez transfuzj¢ przypada na lata 80. XX wieku. Wtedy
to najwiekszym problemem bylo rozprzestrzenianie si¢
AIDS, a takze wirusowego zapalenia watroby typu C
(HCV). Podstawowe informacje stuzace identyfikacji

ryzyka i decyzjom zabezpieczajacych biorcéw, powinny
uwzglednia¢ epidemiologi¢ chordb przenoszonych przez
kleszcze, biologie patogenéw je wywolujacych oraz
okreslenie mozliwosci diagnostycznych, ze szczegélnym
uwzglednieniem nowych i bardzo czulych metod ogra-
niczajacych ryzyko transmisji poprzez transfuzje [27].
Jedna z poczatkowych faz wszystkich choréb prze-
noszonych przez kleszcze, jest obecnos¢ we krwi
zywiciela transmitowanego patogenu. Bakteriemi czy
parazytemii nie towarzysza objawy kliniczne. Z tego
powodu, krew pobrana od zakazonego dawcy moze
stanowi¢ potencjalne zZrédlo zakazenia dla biorcy.

* Autor korespondencyjny: Dr hab. n. med. Tomasz Chmielewski, Pracownia Choréb Przenoszonych przez Wektory, Zaklad Parazyto-
logii i Choréb Przenoszonych przez Wektory NIZP-PZH; ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa; e-mail: tchmielewski@pzh.gov.pl
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Rutynowe postepowanie przy oddawaniu krwi po-
lega na wypelnieniu kwestionariusza, a nastgpnie na
ocenie informacji w nim zawartych, wywiadzie lekar-
skim, badaniu przedmiotowym uwzgledniajacym
wyniki pomocniczych badan diagnostycznych. Po tych
procedurach nastepuje kwalifikacja do oddania krwi.
Podczas zabiegu pobrania przeprowadzane sg tylko
niektdre testy w kierunku chordb zakaznych, takie jak:
test kitowy, obecnos¢ przeciwcial anty-HCV, anty-HIV,
antygenu HBs oraz kwaséw nukleinowych HBV, HCV,
HIV i parwowirus B19.

Choroby zakazne przenoszone przez kleszcze nie
znajduja sie w kryteriach dyskwalifikacji stalej (oprocz
tularemii i babeszjozy) lub czasowej dla kandyda-
tow na dawcow krwi oraz w przeciwwskazaniach do
pobrania krwi.

Z danych literaturowych wynika, ze brak jest udo-
kumentowanych doniesient o mozliwosci przeniesienia
zakazenia kretkami B. burgdorferi, czynnika etiologicz-
nego boreliozy z Lyme, na cztowieka zdrowego poprzez
transfuzje krwi. Opisywano jednak po przetoczeniach
przypadki takich zakazen jak babeszjoza, anaplazmoza,
riketsjozy z grupy goraczek plamistych. Obecnie nie ma
jednoznacznych wynikéw badan, ktére uzasadnialyby
koniecznos¢ wykonywania w krwiolecznictwie i trans-
plantologii rutynowej diagnostyki w kierunku wykry-
wania patogenow odkleszczowych [39].

2. Zakazenia wywolywane przez kretki
2.1. Borelioza z Lyme

Borelioza z Lyme jest najczesciej wystepujacym
zakazeniem przenoszonym przez kleszcze na pétkuli
pdinocnej. Co roku w Polsce rejestrowanych jest ponad
20tys. przypadkoéw. Przeniesienie kretkéw Borrelia
burgdorferi w wyniku transfuzji krwi pozostaje dotych-
czas raczej teoretyczng niz rzeczywista mozliwoscia.

Kretki po wniknieciu w skdre rozprzestrzeniaja si¢
obwodowo tworzac rumien wedrujacy (erythema mig-
rans - EM). Uwaza sig, ze przemieszczanie sie bakterii
B. burgdorferi ze skory (z rumienia) do kolejnych narza-
doéw i ukltadow nastepuje glownie poprzez krew, jed-
nak tylko przez bardzo kroétki czas. Obecnos¢ zywych
kretkéw, udowodniono w krwi obwodowej dorostych
pacjentow z EM, ktérym nie wigczono jeszcze leczenia
antybiotykami [60, 61]. Okoto 30% pacjentéw z EM nie
ma poza zmiang skorng, zadnych innych objawow kli-
nicznych. Ta grupa moze stanowi¢ potencjalne zagro-
zenie, zwlaszcza kiedy nie zauwazg rumienia. Pozostali
odczuwajg miejscowe dolegliwosci typu swedzenie, pie-
czenie, bdl i/lub objawy ogolne, takie jak ostabienie, bole
glowy mieéni i stawow, zawroty glowy, goraczka [48, 49],
co dyskwalifikuje ich jako dawcoéw w danym momencie.
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Kretki B. burgdorferi s bakteriami wolnorosngcymi
na bardzo bogatym podlozu BSK-H w temperaturze
33-37°C w atmosferze 5% CO, [40]. W skfad podtoza
BSK_H wchodzi ponad 60 sktadnikéw, takich jak: ami-
nokwasy, witaminy, elektrolity i surowica krélicza (6%).
Inokulum nie moze by¢ mniejsze niz 5 komodrek bakte-
ryjnych. Gestos¢ zawiesiny bakteryjnej w podiozu BSK-H
po inkubacji 14 dni nie przekracza 10® komorek w 1 ml,
bowiem czas generacji wynosi okolo 12 godzin [40]. Wy-
niki eksperymentéw prowadzonych wlatach 90. XX wie-
ku, wykazaly, ze B. burgdorferi dodawana do probek krwi,
moze przetrwa¢ warunki jakim jest ona poddawana
w procesach przygotowywania do bankowania. Potwier-
dzono zdolnos¢ kretkéow do przezycia w ludzkiej krwi,
przetwarzanej do transfuzji, przez 36 dni przecho-
wywania w 4°C, jesli wyjsciowa ich gesto$¢ wynosita
0,2 zywych komorek/ml krwi, lub 48 dni jesli ich
gesto$¢ wynosita minimum 20 zywych komorek/ml
[13, 31]. Biorac pod uwagg niska spirochetemi¢ u zaka-
zonych oceniang na 0,1 komoérki/ ml zakazenie ta droga
jest praktycznie niemozliwe. Juz w latach 90. XX wieku
mozliwos¢ wyhodowania kretkéw z krwi u chorych
z EM oceniano na 44% i na 20% u pacjentéw we wczes-
nej rozsianej fazie zakazenia (do kilku tygodni) [34, 59].

Badania czesto$ci wystepowania przeciwcial dla
B. burgdorferi u krwiodawcédw na Stowacji i w Niem-
czech wykazaly ich obecnos¢ u 15% (ELISA) i 9,4%
(ELISA i Line-blot) [58, 63]. Seroprewalencja byla istot-
nie wyzsza u mezczyzn (13,0%) niz u kobiet (5,8%) oraz
zalezna od wieku [58]. W Polsce dotychczasowe bada-
nia byty wykonywane na malych kilkudziesigcioosobo-
wych grupach, bedacych najczesciej grupami kontrol-
nymi. W badaniu z 2002 roku na 1000 krwiodawcach,
przeciwciala stwierdzono u 11-13% os6b (ELISA) [7].

2.2. Zakazenia wywolywane
przez Borrelia myiamotoi

Gatunek Borrelia miyamotoi to nowo opisane kretki
przenoszone przez kleszcze. Zakazenia u ludzi charakte-
ryzuja sie objawami grypopodobnymi oraz mozliwymi
nawracajacymi epizodami goraczki. Zakazenie kretkami
B. miyamotoi moze przybra¢ ostra forme, w postaci
zapalenia opon médzgowo-rdzeniowych, u pacjentéow
z obnizong odpornosciag. Badania sprawdzajace zdol-
no$¢ kretkdw B. miyamotoi do przezywania w standar-
dowych warunkach przechowywania skladnikéw krwi,
w bankach krwi, przeprowadzano na modelu zwierze-
cym. Badania te wykazywaly, ze w krwi mysiej moga
one przezy¢ przez 7 dni przechowywania w 4°C. Taka
krew przetaczano z kolei myszom z obnizong odpor-
noscig CB17 SCID (SCID - severe combined immuno-
deficiency) oraz myszom z prawidtowa odpornoscig.
W obu grupach obserwowano spirochetemie, przy czym
u myszy z prawidlowa odpornoscia tylko przejsciowa. To
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pokazalo, ze transmisja B. miyamotoi poprzez transfuzje
krwi moze wystepowac u zwierzat doswiadczalnych, co
sugeruje, ze moze ona rowniez wystapic¢ u ludzi [24].

Kolejnym badaniem bylo dodanie do §wiezo pobra-
nej ludzkiej krwi zywych kretkow B. miyamotoi lub
zakazonego B. miyamotoi osocza. Rozdzielone sktadniki:
czerwone krwinki, osocze i ptytki krwi wstrzykiwano
myszom z obnizong odporno$cig gatunku CB17 SCID
lub myszom immunokompetentnym typu dzikiego
Peromyscus leucopus, a takze hodowano in vitro, bezpo-
$rednio po rozdzieleniu i po przechowywaniu w odpo-
wiednich warunkach. W dwoch niezaleznych ekspe-
rymentach B. miyamotoi wykrywano w rozmazie krwi
u wszystkich myszy CB17 SCID zainfekowanych zaka-
zonymi czerwonymi krwinkami, przechowywanymi
przez 21142 dni. Zakazenie obserwowano takze u zwie-
rzat, ktorym podano $wieze osocze i plytki otrzymane
z pelnej krwi zakazonej B. miyamotoi. Zadna z myszy,
ktore otrzymaly osocze przechowywane 30 dni w -20°C,
nie miala jakichkolwiek oznak infekeji. U 9 z 10 myszy
P, leucopus (dziki typ myszy) wykazano krazace kretki
we krwi po podaniu $wiezych oraz przechowywanych
21 dni w 4°C czerwonych krwinek. Krwinki czerwone
przechowywane 42 dni w 4°C wywolaly zakazenie
u 5 z 10 myszy, ktérym je zaaplikowano. Probki osocza
i plytek krwi zaszczepione przed przechowywaniem
zainfekowatly odpowiednio 5z 10 i 6 z 10 P. leucopus.
Zadna z myszy typu dzikiego nie zostala zainfekowana
zamrozonymi probkami osocza. Myszy CB17-SCID
wykazaly spirochetemi¢ w zakresie od 10* do 10%/ml,
a u myszy P, leucopus bylo znacznie nizsze (najwyzsze
miano 10°/ml). Badania te wskazaty, ze tylko czes¢ bak-
terii nie przezywa dluzszego okresu przechowywania
w krwinkach czerwonych. Ponadto, odpowiednia filtra-
cjanie jest skuteczna i nie zapobiega obecnosci kretkow
w koncentratach krwinek ptytkowych. Jedynie zamro-
zone osocze nie stanowi zagrozenia. [51]. Obserwacje te
sg szczegOlnie istotne w $wietle opisanych, zwigzanych
z przetoczeniami krwi lub preparatéw krwiopochod-
nych przypadkéw zapalenia opon mdzgowo-rdzenio-
wych u pacjentéw z obnizong odpornoscia.

Wzrost liczby zakazen wywoltywanych przez kretki
przenoszone przez kleszcze u ludzi, wymaga monito-
rowania, a zakazenie B. miyamotoi nalezy umie$ci¢ na
lisScie nowo pojawiajacych sie patogenéw (emerging
pathogens), ktére mogg stanowi¢ przyszte zagrozenie
dla bezpieczenstwa gromadzonych i przechowywanych
rezerw skltadnikéw krwi [51].

3. Goraczki plamiste
Ze wzgledu na gatunek riketsji wywotujacych zaka-

zenie i miejsce wystepowania, grupa goraczek plamis-
tych (Spotted Fever Group rickettsioses) to szereg cho-

roéb, z ktorych najczesciej wystepujacymi sa: goraczka
plamista Gor Skalistych (Rocky Mountain spotted fever
- RMSF) wystepujaca na terenie Ameryki Péinocnej
i Poludniowej wywolywana przez Rickettsia rickettsii
oraz wystepujace na terenie Eurazji gorgczka guzkowa
wywolywana przez R.conorii, TIBOLA/DEBONEL
wywolywana przez R.slovaca, R.raoultii i R.rioja,
zakazenia wywolywane przez R. helvetica i péinocno-
azjatycka goraczka kleszczowa wywolywana przez
R. sibirica. Charakterystycznymi objawami tych choréb
sa wysoka goraczka i towarzyszace jej zmiany skorne.
Najczesciej stwierdza si¢ zmiane pierwotna w postaci
strupa, w miejscu uklucia przez zakazonego stawonoga
oraz wysypke plamistg, grudkowa lub plamisto-grud-
kowa. Rezerwuarem zakazen sg rézne gatunki zwierzat,
z ktorych bakterie przenoszone sg na cztowieka przez
stawonogi [4, 43].

Komoérkami docelowymi dla riketsji sa komorki
srédblonka naczyn, do ktérych wnikajg i w ktérych
nastepuje ich namnazanie. W ich wyniku docho-
dzi do naciekéw leukocytarnych w $cianach naczyn
krwionosnych i w przestrzeniach okotonaczyniowych.
Prowadzi to do uszkodzenia naczyn wlosowatych,
tetniczek i matych tetnic, a w konsekwencji do wybro-
czyn i wylewdéw. Przezywalno$¢ riketsji w pobranej
probce krwi jest bardzo ograniczona. Z badan labo-
ratoryjnych wynika, ze nie przekracza ona 24 godzin
przechowywania w temperaturze pokojowej czy w 4°C.
Zywe bakterie izoluje sie jedynie z probek przechowy-
wanych w -70°C [4].

Dotychczas opisano jeden przypadek zakazenia riket-
sjami z grupy goraczek plamistych zwigzany z trans-
fuzja. Przetoczona krew pochodzita od bezobjawowego
dawcy, u ktérego objawy wystapily dopiero 3 dni p6z-
niej. Dawca zmarl po szesciu dniach od pojawienia sie
objawow goraczki plamistej Gor Skalistych. U chorego
na anemie biorcy, goraczka niewiadomego pochodze-
nia i bol gtowy wystgpity po 6 dniach od transfuzji.
Po informacji ze szpitala o zachorowaniu dawcy krwi
natychmiast rozpoczeto skuteczne leczenie RMSF
u biorcy. Zakazenie R. rickettsii u biorcy potwierdzono
laboratoryjnie metodami serologicznymi, préba bio-
logiczng i hodowla komoérkowa [57].

4. Ludzka granulocytarna anaplazmoza

Gram-ujemna bakteria Anaplasma phagocytophi-
lum, to wewnatrzkomoérkowy patogen wystepujacy
w granulocytach obojetnochtonnych i neutrofilach,
wywoluje ludzkg granulocytarng anaplazmoze (human
granulocytic anaplasmosis - HGA). Objawy anaplaz-
mozy zwykle pojawiajg sie w ciggu 1-2 tygodni po uktu-
ciu zakazonego kleszcza. Objawy to goraczka powyzej
39°C, dreszcze, bole migéni i silne béle glowy, nudnosci
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oraz wymioty, biegunka, a takze utrata apetytu. Rzadko
wystepuje powiekszenie watroby i §ledziony, u ok. 33%
chorych obserwuje sie¢ wysypke. Anaplazmoza moze
robami przewleklymi. Okolo jedna trzecia do polowy
przypadkéw objawowych w USA wymaga hospita-
lizacji, a 3% do 7% ma powiklania zagrazajace zyciu
[8, 12, 32, 38].

W Polsce zglaszane sa pojedyncze przypadki ana-
plazmozy. Od stycznia 2009 roku do lipca 2019 roku
odnotowano 31 przypadkéw zachorowan (zapadalnosé
0,01-0,02 na 100 tys. mieszkanicéw) podanych ogél-
nie jako wystepowanie goraczek plamistych i innych
riketsjoz (Meldunki Epidemiologiczne Zakladu Epide-
miologii Choréb Zakaznych i Nadzoru, NIZP-PZH).
Przypuszcza sig, ze zgloszona liczba przypadkéw ana-
plazmozy jest wysoce zanizona, ze wzgledu na nie-
typowe objawy kliniczne oraz ograniczony dostep do
diagnostyki laboratoryjne;j.

Patogen A. phagocytophilum po przeniknieciu do
organizmu rozprzestrzenia si¢ droga naczyn krwionos-
nych oraz chfonnych. Atakuje krwinki biate, komorki
uktadu krwiotwodrczego oraz siateczkowo-$réddbtonko-
wego, gdzie namnaza si¢ w wakuolach cytoplazmatycz-
nych. W watrobie, §ledzionie, sercu, nerkach i ptucach
a czasem w oponach mozgowo-rdzeniowych, pojawiaja
sie okolonaczyniowe nacieki limfocytarne. Rozpad
zakazonych komorek prowadzi do uwolnienia drob-
noustrojéw do krwi i dalszego rozprzestrzeniania sie
zakazenia. Zgodnie z badaniami A. phagocytophilum
pozostaje zdolna do zycia w probce krwi i zakazania do
18 dni przechowywania w temperaturze 2-8°C [2, 32].

Rozpoznanie ludzkiej anaplazmozy granulocytar-
nej opiera si¢ gtéwnie na badaniach serologicznych,
identyfikacji charakterystycznych moruli tj. wewnatrz-
cytoplazmatycznych agregatow komorek bakteryj-
nych, widocznych w granulocytach, w rozmazach krwi
obwodowej (25% do 75% pacjentéw) i wykrywaniu
DNA metodg PCR (67% do 90% pacjentow). Czulos¢
metod bezposrednich jest najwyzsza w pierwszym
tygodniu zakazenia [8].

Dotychczas udokumentowano szereg przypadkow
zakazen HGA poprzez transfuzje w USA, a badania
992 dawcow krwi z Connecticut i Wisconsin wykazaty
obecnos¢ przeciwcial dla A. phagocytophilum u 0,4%
do 0,9% osob. Brak procedur do kontroli produktéw
krwi w kierunku zakazenia A. phagocytophilum, stad
w latach 2007-2015 odnotowano co najmniej 9 przy-
padkéw wystepowania anaplazmozy nabytej poprzez
transfuzje zakazonych produktéw krwiopochodnych,
zawierajgcych zredukowana liczbe leukocytow [2, 6].

W Wisconsin w 2012 roku hospitalizowany z po-
wodu ciezkich urazoéw mezczyzna otrzymat 25 skfad-
nikéw krwi. W rozmazach krwi obwodowej pacjenta
16 dni po transfuzji zaobserwowano charakterystyczne

BEATA FIECEK, MARTA MATEAWSKA, ELZBIETA GOLAB, TOMASZ CHMIELEWSKI

morule. Rozpoznanie HGA potwierdzono réwniez
metodg PCR i wykryciem swoistych przeciwcial klasy
IgM i1gG dla A. phagocytophilum. PCR dal wynik pozy-
tywny w 22 dniu. Testy serologiczne byly ujemne dla
obydwu klas przeciwciat IgM i IgG od 14 do 23 dnia po
transfuzji. Zbadano takze probki kontrolne wszystkich
12 dawcow. Dostarczone szes¢ probek kontrolnych od
52-letniej kobiety (dawcy koncentratéw krwinek czer-
wonych i plytek krwi) daty wyniki wysoko dodatnie
w klasie IgG; w jednej probce wykryto DNA A. phago-
cytophilum. Kobieta pochodzita z Nowego Jorku,
regionu endemicznego dla anaplazmozy. Zglaszata
ona ukaszenie kleszcza jesienig 2012 r. i deklarowata, ze
nie wyjezdzala poza Nowy Jork w tym czasie. Zakazenie
przeszta bezobjawowo i nie byta leczona [53].

W 2015 opisano przypadek 34-letniej ciezarnej
kobiety z Massachusetts z cechami p-talasemii. Kobieta
otrzymala dziewig¢ transfuzji ubogoleukocytarnych
koncentratéow krwinek czerwonych. W 32 tygodniu
cigzy zdiagnozowano u niej HGA zwigzane z trans-
fuzja krwi. Skutecznie leczona rifampicyna, urodzita
zdrowe dziecko, ktére po porodzie mialo ujemny wynik
w kierunku HGA. Chory dawca krwi zostal zidenty-
fikowany i poddany odpowiednim procedurom [47].
W 2013 roku, opisano 64-letniego pacjenta z ostrym
krwawieniem do przewodu pokarmowego. Byt on
hospitalizaowany i otrzymal 5 jednostek ubogoleuko-
cytarnych krwinek czerwonych. Jego stan ustabilizowat
sie i zostal wypisany. Po 2 dniach zostal przyjety ponow-
nie z bolem glowy, goraczka i dreszczami. W 5 dniu od
ponownego przyjecia wykryto u niego w rozmazie krwi
obwodowej, polimorfojadrowe leukocyty zawierajace
morule z A. phagocytophilum [1]. Zrédtem zakazenia
A. phagocytophilum, moze by¢ ubogoleukocytarny kon-
centrat plytek krwi. A pozytywny wynik badania PCR
i bardzo wysoki poziom swoistych przeciwcial klasy
IgG, nawet przy braku przeciwciat klasy IgM, moze
wskazywa¢ na aktywne zakazenie dawcy [1, 53].

W 2015 roku pojawita si¢ praca wskazujaca, ze zasto-
sowanie filtrow leukoredukcyjnych w przygotowaniu
produktéw z krwi do transfuzji, znaczaco redukuje, jed-
nak nie eliminuje ryzyka zakazenia A. phagocytophilum
[41]. W tym samym roku, opisano przypadek zakazenia
A. phagocytophilum poprzez transfuzje koncentratow
krwinek plytkowych, otrzymywanych metoda aferezy.
Zakazenie A.phagocytophilum bylo potwierdzone
pozytywnym wynikiem badania PCR i dodatnimi
wynikami badan serologicznych jednego z 16 dawcow
oraz pozytywnym wynikiem badania PCR i serokon-
wersja u biorcy [13].

U przewlekle chorych zakazenie A. phagocytophilum
moze doprowadzi¢ do $mierci. Tak bylo w 2018 roku
w przypadku 78 letniego pacjenta z Nowego Jorku z nie-
doborem czynnika XI, ktory cierpial rowniez na chorobe
wiencows, zastoinowa niewydolnos$¢ serca, cukrzyce
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i przewlekla chorobe nerek. Po resekcji pecherza moczo-
wego (nowotwdr), ze wzgledu na nawracajacy krwio-
mocz i objawowg niedokrwistos¢ podano mu dwanascie
jednostek ubogoleukocytarnych czerwonych krwinek
(napromieniowanych). Pacjent otrzymat takze 14 trans-
fuzji osocza, aby utrzymac odpowiedni poziom czyn-
nika XI. W 20. dniu pobytu w szpitalu, niespodziewanie
zaczgl goraczkowad, pojawit sie u niego czestoskurcz
i niedoci$nienie. Pobrano posiewy, a pacjentowi podano
leki przeciwbakteryjne o szerokim spektrum dzialania
(piperacylina / tazobaktam i wankomycyna). Pomimo
leczenia i ujemnych posiewéw krwi, moczu i gardta,
pacjent nadal goragczkowal, miat dusznos¢, niedotlenie-
nie i zwigkszone stezenia troponiny. Rozwineta si¢ takze
maloptytkowos¢ i leukopenia. W 4 dniu goraczki zaob-
serwowano skupiska bakterii w obrebie granulocytow
obojetnochlonnych, odpowiadajace obrazowi zakazenia
A. phagocytophilum. Pacjentowi podano doksycykline
(100 mg dozylnie co 12 godzin) i pobrano krew na bada-
nia w kierunku anaplazmozy. Pacjent doznal wstrzasu
septycznego, niewydolnosci wielonarzadowej i zmart
24 godziny po rozpoczgciu podawania doksycykliny.
Wyniki testu immunofluorescencyjnego przeciwcial
dla A. phagocytophilum pozostaly ujemne. W bioptatach
$ledziony i probkach szpiku kostnego wykryto metoda
PCR fragmenty DNA A. phagocytophilum. Dawca zostal
odsuniety od pobran krwi na 90 dni [15].

Wszystkie powyzsze przypadki wskazuja, ze ograni-
czenia w medycynie transfuzyjnej wynikajace z braku
odpowiednich badan przesiewowych w kierunku
A. phagocytophilum, a takze braku zalecen tych badan
przed podaniem krwi biorcy, stanowig powazny pro-
blem, a zarazem wyzwanie dla lekarzy. Ich wdrozenie
nie jest rozwazane, poniewaz przeniesienie zakazenia
A. phagocytophilum w czasie transfuzji, uwaza si¢ za
niezwykle rzadkie zdarzenie.

5. Zakazenia Bartonella sp.

Bakterie z rodzaju Bartonella to Gram-ujemne
bakterie dobrze przystosowane do wewnatrzkomor-
kowego pasozytnictwa, zwykle wywolujace przewlekle,
bezobjawowe zakazenia. U ludzi Bartonella spp. moga
wywolywa¢ u 0os6b immunokompetentnych, takie cho-
roby jak: choroba kociego pazura, goraczka okopowa,
a u 0séb z obnizona odpornoscig angiomatoza bak-
teryjna (bacillary angiomatosis), zapalenie wsierdzia,
zapalenie wielostawowe lub peliosis hepatitis. Bakterie
te byly wyizolowane od wielu gatunkéw zwierzat, takich
jak koty, psowate, gryzonie, przezuwacze. S przeno-
szone glownie przez bezposredni kontakt uszkodzonej
skory ze §ling (zadrapania i ugryzienia zwierzat) lub
przez stawonogi, takie jak: muchy, pchly, wszy i kleszcze
[9]. Scharakteryzowanych jest co najmniej 40 gatun-
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kéw lub podgatunkdéw Bartonella spp. Wspolng cecha
taczacg rozne gatunki Bartonella spp. jest ich hemotro-
powy cykl zyciowy zwiazany ze zdolnoscia do przezy-
wania i namnazania si¢ wewnatrz erytrocytéw. W jego
wyniku dochodzi do odtworzenia okoto 15 komérek
potomnych. Do pobierania skladnikéw odzywczych
wykorzystuje biatka wigzace hem (Hbps) i locus wyko-
rzystania hemu [37, 46]. Bakterie wewnatrz erytrocytu
sa chronione zaréwno przed humoralng, jak i komoér-
kowa odpowiedzia immunologiczng. To unikalne
przystosowanie do kolonizacji takze zwieksza szanse
na przeniesienie do innych gospodarzy przez krew.
Wiadomo, ze B. henselae moze przetrwaé do 35 dni
w krwinkach czerwonych przechowywanych w tempe-
raturze 4°C [31]. B. bacciliformis moze przezy¢ nawet
24-30 miesiecy przechowywania w temperaturze 4°C
w probkach krwi obwodowej od pacjentéw z kliniczng
diagnoza choroby Carriona [45].

Dane dotyczace czgstosci wystepowania DNA Bar-
tonella spp. u dawcow krwi rdznig sie. Wérdd przeba-
danych w Chile metoda PCR i sekwencjonowaniem
140 probek krwi dawcow, w 13,6% z nich stwierdzono
obecno$¢ fragmentéw DNA B. henselae. Tak duza liczbe
wynikéw dodatnich, autorzy thumaczg bardzo wysokim
odsetkiem zakazonych tymi drobnoustrojami kotow
w tym kraju [35]. W innym badaniu material gene-
tyczny Bartonella spp. wykryto u 16 sposréd 500 daw-
cow krwi (3,2%). Amplifikacja i sekwencjonowanie
DNA pozwolily zidentyfikowac u 15 z nich (3%) zaka-
zenie B. henselae, a u jednego dawcy (0,2%) zakazenie
B. clarridgeiae. Rownoczesne analizy zebranych ankiet
pokazaty, ze zakazenie krwi B. henselae lub B. clarrid-
geiae wigzalo si¢ z kontaktem z kotem lub historig uklu-
cia przez kleszcza. Kontakt z kotem zwigkszat ryzyko
wystgpienia bartonelozy trzykrotnie. Podobnie dawcy
krwi pracujacy w zawodach zwiazanych ze zwierze-
tami, byli siedmiokrotnie bardziej podatni na zakazenie
tymi patogennymi bakteriami. U szwedzkich dawcow
krwi, kontakt z kotami byt réwniez czynnikiem ryzyka
wystapienia zakazenia B. elizabethae. Dlatego wszystkie
te czynniki ryzyka nalezy wzig¢ pod uwage w kwalifi-
kowaniu dawcow [10].

Identyfikacja czynnika zakaznego, jakim jest bak-
teria Bartonella spp. jest trudna. W Brazylii opisano
przypadek 49-letniego mezczyzny, ktéry przez trzy
lata cierpial na zespo6t mielodysplastyczny. W zwigzku
z chorobg pacjent potrzebowat czgstych transfuzji krwi.
Po transfuzji wystapily u niego goraczka i bél brzucha.
Stan ulegal poprawie dzieki dwém cyklom dozylnej
ciprofloksacyny. Prawie 120 dni po rozpoczeciu dru-
giego cyklu leczenia, stwierdzono u niego utrate masy
ciala 0 16 kg i goraczke. Przeprowadzone badania prze-
siewowe pod katem gorgczki niewiadomego pocho-
dzenia, w tym zakazenia bartonellami, nie przyniosty
rezultatu. U pacjenta nastapila poprawa po otrzymaniu
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doustnej doksycykliny i dozylnej ciprofloksacyny. Po
15 dniach pacjent zostal wypisany z zaleceniem cztero-
miesiecznej doustnej kuracji doksycykling i ciproflok-
sacyng. Osiem miesiecy po antybiotykoterapii pacjent
otrzymal allogeniczny przeszczep szpiku kostnego.
Pie¢ dni po przeszczepie pacjent znéw zaczal goracz-
kowa¢ i zmarl. Z prébki krwi pobranej przed $mier-
cig, ponownie przeprowadzono badania mikrobiolo-
giczne i molekularne. Badania molekularne z krwi byly
ujemne, ale w hodowli na podlozu stalym (agar Bordet-
-Gengou z 30% krwig baranig) wykazano wzrost B. hen-
selae. Identyfikacje szczepu potwierdzono sekwencjo-
nowaniem [11].

6. Babeszjoza

Babeszjoza, zaliczana do grupy tzw. nowo pojawia-
jacych sie choréb infekcyjnych (emerging infectious
diseases), jest wywolywana przez wewnatrzkrwinkowe
pierwotniaki Babesia. Naturalnym rezerwuarem tych
pierwotniakow sa zwierzgta [60]. Zwykle zarazenie
jest wynikiem uktucia przez kleszcza z rodzaju Ixodes,
ktory nalezy do kompetentnych wektoréw tych paso-
zytow, ale moze tez by¢ przeniesione z czlowieka na
czlowieka drogg krwiono$ng [22]. Babeszjoze u ludzi
powoduje kilka z ponad stu dotychczas opisanych
gatunkow tych pierwotniakéw. Do najczesciej spoty-
kanych nalezg zarazenia Babesia microti, ktore stano-
wig wigkszo$¢ sposrod okoto 2000 odnotowywanych
rocznie przypadkéw babeszjozy, wystepujacej ende-
micznie w niektdérych regionach Stanach Zjednoczo-
nych [25]. W innych czesciach $wiata przypadki zara-
zen tym gatunkiem stwierdzane sg sporadycznie, przy
czym tylko trzy, w tym dwa bezobjawowe, dotychczas
opisano w Europie [20, 56].W krajach europejskich
czynnikiem etiologicznym objawowej babeszjozy jest
gltéwnie Babesia divergens — okoto 50 dotychczas roz-
poznanych przypadkéw [16, 21, 64]. W badaniach
retrospektywnych belgijskich pacjentéw z historig
uklucia przez kleszcza i klinicznymi objawami cho-
réb odkleszczowych, obecnos$¢ przeciwcial przeciwko
B. divergens wykryto u okoto 33% zbadanych. Wiecej,
bo okoto 40% osdb w tej grupie posiadalo przeciwciata
przeciwko B. venatorum [18, 29]. Pojedyncze przypadki
zarazen B. venatorum stwierdzono w takich krajach jak:
Wlochy, Austria, Szwecja, Niemcy i Francja [19, 36].
Tereny endemiczne dla tego gatunku Babesia wyste-
Puja na terenie Azji, gdzie wykrywane s tez zarazenia
B. microti oraz przypadki inwazji nowymi dla cztowieka
szczepami/genogatunkami Babesia. B.duncani jest
czynnikiem etiologicznym sporadycznych zachorowan
w Stanach Zjednoczonych.

Okres inkubacji babeszjozy B.microti wynosi od
1 do 4 tygodni po ukluciu przez kleszcza, a po transfuzji
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od 1 do 9 tygodni i w rzadkich przypadkach moze trwac
nawet do 6 miesiecy [3, 19]. Zarazenie moze przebiegac
bezobjawowo lub z towarzyszeniem objawéw grypo-
podobnych. Poczatkowo pojawia zle samopoczucie,
nastepnie najczesciej: goraczka do 40°C, ktorej towa-
rzysza dreszcze i poty, bole glowy i bdle mig$niowe.
U oséb immunokompetentnych objawy chorobowe
ustepujg zwykle bez leczenia w okresie dwdch tygodni,
jednak zle samopoczucie i znuzenie moga utrzymywac
sie przez wiele miesiecy. W laboratoryjnych badaniach
krwi u chorych na babeszjoze mozna stwierdzi¢ niski
hematokryt i poziom hemoglobiny, podwyzszona
liczbe retikulocytéow, obnizony poziom piytek krwi.
U pacjentéow z obnizong odpornoscig spowodowa-
na: zaawansowanym wiekiem, wczesniactwem, asple-
nig, zakazeniem HIV/AIDS, stosowaniem $rodkow
immunosupresyjnych, przebieg babeszjozy jest ciezki,
obarczony duzym ryzykiem powiklan, takich jak: nie-
dokrwisto$¢ hemolityczna, wykrzepianie wewnatrz-
naczyniowe, ostre zespoly niewydolnosci oddechowej
i sercowo-naczyniowej. W badaniach laboratoryjnych
u chorych z przebiegiem cigzkim we krwi stwierdzany
jest podwyzszony poziom enzymdw watrobowych,
a w moczu: hematuria, hemoglobinuria i urobilinogen.
Poniewaz wigkszo$¢ biorcow preparatow krwi stanowig
osoby hospitalizowane ze wspotwystepujacymi choro-
bami, w tej grupie odsetek przypadkéw $miertelnych
babeszjozy potransfuzyjnej osiaga niekiedy 20% [5, 23].

W celu potwierdzenia przypadku babeszjozy nie-
zbedne jest wykonanie badania krwi obwodowej. Zloty
standard diagnostyczny nadal stanowig badania mikro-
skopowe rozmazéw krwi zabarwionych barwnikiem
Giemsy, ktore przy niskiej parazytemii, 1-10% zara-
zonych krwinek, musza by¢ kilkukrotnie powtarzane
w kolejnych dniach w odstepach 8-12 godzinnych.
Zastosowanie metod molekularnych znaczaco zwigk-
sza swoisto$¢ i czuto$¢ badania, pozwalajac wykry¢
parazytemie na poziomie 0,0001%. Jednak na rynku
europejskim nadal niedostepne sa wystandaryzowane
testy komercyjne, pozwalajace wykry¢ wszystkie cho-
robotworcze dla czlowieka Babesia [44, 50].

Stwierdzono, ze sposrdéd choréb pasozytniczych
przenoszonych przez krew, babeszjoza stanowi najwiek-
sze zagrozenie dla bezpieczenstwa krwiodawstwa [28].
Dawka inwazyjna Babesia jest niska, dla oséb z dys-
funkcjami ukladu immunologicznego poddawanych
transfuzji zagrozenie moze stanowi¢ nawet pojedyn-
czy zarazony erytrocyt. Dotychczas nie opracowano
metod inaktywacji piroplazm obecnych w krwinkach.
Wewnatrz krwinek Babesia pozostajg zywotne po zasto-
sowaniu konwencjonalnych metod redukgji czynnikow
chorobotworczych, takich jak napromieniowywanie,
kriokonserwacja czy leukoredukeja [17, 28].

Problem potransfuzyjnej babeszjozy jest najbardziej
widoczny w Stanach Zjednoczonych, gdzie staly wzrost
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rejestrowanych przypadkéw niejako wymusza podej-
mowanie dziatan prewencyjnych [26].

Podstawowym narzedziem oceny ryzyka prze-
niesienia patogenéw przez donacje krwi zakazonych
dawcoéw nadal pozostaje kwestionariusz zawierajacy
pytania dotyczace: pobytu na terenach endemicznego
wystepowania choroby, zachorowania na babeszjoze,
epizodow poklucia przez kleszcze. Jednak czesty brak
$wiadomosci dawcy o przebyciu babeszjozy, spowo-
dowany brakiem charakterystycznych objawéw kli-
nicznych i wystepowaniem zarazen bezobjawowych,
sprawia, ze taki system weryfikacji dawcow jest nie-
wystarczajacy [30]. Swoje ograniczenia, nie tylko eko-
nomiczne, majg takze przesiewowe badania dawcow
krwi. Wykrycie przeciwcial przeciwko B. microti nie jest
réwnoznaczne z aktywnym zarazeniem, gdyz moga sie
one utrzymywac dltugo po przechorowaniu lub préba
mogta zosta¢ pobrana w czasie trwania tzw. okna sero-
logicznego. Badania za pomocg metod molekularnych
sg takze obarczone bfedem, ze wzgledu na limit detekcji
DNA pasozyta, okreslony przez niewielka ilo§¢ probki
przeznaczonej do badan przy wystepujacej u bezobja-
wowych dawcow niskiej parazytemii [30, 54]. Jednak
wyniki badan przesiewowych donacji krwi, przepro-
wadzone w latach 2012-2018 przez Amerykanski Czer-
wony Krzyz, z wykorzystaniem testow firmy IMUGEN,
w ramach procedury kontrolnej FDA dla nowych pro-
duktéow medycznych, wykazaty skuteczno$¢ takich
badan w ograniczaniu ryzyka wystepowania babeszjozy
potransfuzyjnej na terenach endemicznych [52]. Mie-
dzy innymi na ich podstawie, w maju 2019 r. przedsta-
wiono nowe rekomendacje dotyczace redukeji ryzyka
wystepowania przypadkow babeszjozy przenoszonej
przez transfuzje w Stanach Zjednoczonych. Wsrod
nich, znalazt si¢ zmodyfikowany kwestionariusz dla
dawcéw oraz badania laboratoryjne kazdej donacji
z terenéw endemicznych z wykorzystaniem testu mole-
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kularnego do detekcji DNA Babesia microti, zaaprobo-
wanego przez FDA (Imugen Babesia microti Nucleic
Acid Test). Zarekomendowano takze wykorzystanie
licencjonowanych na terenie USA systemdw redukcji
Babesia w preparatach ptytek krwi i plazmy [42, 55].
Pomimo wystepowania w srodowisku Babesia cho-
robotworczych dla ludzi, ze wzgledu na niska liczbe
wystepujacych zarazen na terenie Europy, nie podjeto
szczegdlnych regulacji dotyczacych bezpieczenstwa
krwiodawstwa. Odnotowane w ankiecie przechorowa-
nie babeszjozy jest podstawg do dyskwalifikacji stalej
dla kandydatéw na dawcow krwi lub dawcow krwi
allogenicznej oraz przeciwwskazaniem do jej pobrania.

7. Podsumowanie

Przewiduje si¢, ze zmiany klimatyczne na $wiecie,
w tym tez w Polsce spowoduja rozszerzenie zasiegu
wystepowania wektoréw choréb zakaznych, wydltuze-
nie okresu ich aktywnosci oraz zwiekszenie wielkosci
populacji. Zjawiska te, w polaczeniu ze zwiekszajaca
sie mobilnoscig ludzi, ulatwiaja szybsze wprowadzanie
i rozprzestrzenianie si¢ choréb wektorowych. Wskazuje
to na zasadnos¢ rozwazenia mozliwosci wprowadzenia
do kwestionariusza dodatkowego pytania dotyczacego
ekspozycji na kleszcze, szczegélnie na obszarach geo-
graficznych ich endemicznego wystepowania. W przy-
padkach uzasadnionych, wilasciwe jest zastosowanie
zatwierdzonych metod diagnostycznych do monitoro-
wania jalowosci preparatow krwi w kierunku czynni-
kow chorob odkleszczowych. Dodatkowo niezbedne
jest monitorowanie srodowiska poprzez aktywny nad-
z0r, pod katem pojawienia si¢ nowych rezerwuaréw
i wektorow czy zmian w sposobie transmisji drobno-
ustrojow, co docelowo takze moze przyczynic si¢ do
zminimalizowania zagrozenia u biorcéw krwi.

Tabela I
Okresy inkubacji i obecnosci we krwi oraz przezywalnosci w preparatach krwiopochodnych chorobotwérczych drobnoustrojow
przenoszonych przez kleszcze

Okres Zywotno$é
w preparatach
Drobnoustroj . L . krwi (liczba dni/
Inkubacji choroby Bakteriemii/parazytemii temperatura)
Borrelia burgdorferi sensu lato |do kilku tygodni (§rednio 10 dni) od 10 dnia do kilku tygodni 36/4°C
Borrelia myiamotoi od 4 do 20 dni brak danych 42/4°C
Rickettsia spp. 5-15 dni ($rednio 7-10 dni) do 2 tygodni od pojawienia si¢ goraczki 14°C
(Spotted Fever Group)
Anaplasma phagocytophilum |10-14 dni od kilku dni do 2-3 tygodni 18/2-8°C
Bartonella spp. ok. 3 tygodnie (14-30 dni) od 3-4 dnia zakazenia do kilku dni-tygodni 35/4°C
Babesia microti 1-9 tygodni, w rzadkich przypadkach | powyzej roku u pacjentéw leczonych, 3/~25°C1i21/4°C
do 6 miesiecy (potransfuzyjna) powyzej dwoch lat u 0sob nieleczonych,
1-6 tyg. po ukluciu przez kleszcza mozliwe nawroty choroby
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CRONOBACTER SPP. - POWAZNE ZAGROZENIE W ZYWNOSCI DLA NIEMOWLAT
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Streszczenie: Cronobacter spp. uznawane sg za oportunistyczne patogeny we wszystkich grupach wiekowych, szczegélnie u wezesniakow,
niemowlat z niskg masg urodzeniows, os6b w wieku podesztym i 0s6b z obnizong odpornoscia. Obecnie rodzaj Cronobacter obejmuje sie-
dem gatunkéw: C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dublinensis i C. condimenti. Trzy pierwsze gatunki
Cronobacter zostaly skojarzone z infekcjami klinicznymi noworodkéw i weze$niakow. Zakazenia bakteriami Cronobacter moga powodo-
wac zapalenie komorek nerwowych, zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych, tworzy¢ ropnie i torbiele mézgu prowadzace do wodogtowia
oraz martwicze zapalenie jelit. Chociaz zakazenia wywolane przez Cronobacter spp. sa rzadkie to wspotczynnik $§miertelnoéci jest bardzo
wysoki, jak rowniez koszty zwigzane z dlugoterminowym leczeniem powiktan po infekcji. Cronobacter spp. dzieki produkcji otoczek
i biofilmu, termotoleracyjnosci jest odporny na wysuszenie i wykazuje przezywalno$¢ w mieszankach mlekozastepczych i innych produk-
tach o niskiej aktywnosci wody. Cronobacter spp. izolowano z warzyw, zbdz, ptatkéw, ziemniakéw, przypraw, miesa, ryb, sera, tofu, ryzu,
makaronu, czekolady, herbaty oraz z powierzchni abiotycznych w $rodowisku szpitalnym, z przedmiotéw i sprz¢tu medycznego Na pod-
stawie Rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005 z dnia 15 listopada 2005, z pdzniejszymi zmianami, Cronobacter spp. powinien by¢ nieobecny
w trzydziestu 10 g probkach preparatow w proszku do poczatkowego Zywienia niemowlat i zywnosci dietetycznej w proszku specjalnego
przeznaczenia medycznego, przeznaczonego dla niemowlat w wieku do 6 miesiecy. W pracy podjeto temat oceny wystepowania zagroze-
nia powodowanego przez bakterie Cronobacter w zywnosci w §wietle obowigzujacych wymagan.

1. Wprowadzenie. 2. Objawy i chorobotworczo$¢ Cronobacter spp. 3. Wymagania przepiséw prawa. 4. Mechanizmy wirulencji Crono-
bacter spp. 5. Taksonomia Cronobacter spp. 6. Wystepowanie Cronobacter spp. w zywnosci. 7. Oporno$¢ Cronobacter spp. na warunki
stresowe. 8. Tworzenie biofilmu przez bakterie z rodzaju Cronobacter. 9. Wykrywanie i oznaczanie liczby Cronobacter spp. 10. Antybiotyko-
oporno$¢ Cronobacter spp. 11. Podsumowanie

CRONOBACTER SPP. - THE SERIOUS RISK IN A BABY FOOD

Abstract: Cronobacter spp. are considered opportunistic pathogens in all age groups, especially in premature babies, children with low birth
weight, the elderly and immunocompromised people. Currently, the genus Cronobacter includes seven species: C. sakazakii, C. malonati-
cus, C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dublinensis and C. condimenti. The first three species of Cronobacter have been associated
with clinical infections of newborns and premature babies. Cronobacter bacterial infections can cause neuritis, encephalomyelitis, the for-
mation of abscesses and cysts of the brain leading to hydrocephalus and necrotizing enterocolitis. Often infected with Cronobacter spp. are
rare, the mortality rate is very high, as well as the costs associated with temporarily treating post-infection complications. Cronobacter spp.
due to the production of capsule and biofilm, high thermotolerance is resistant to drying and survival loads in milk replacers and other
products with water activity. Cronobacter spp. isolated from milk replacers used for the initial feeding of infants, with vegetables, cereals,
potatoes, spices, meat, fish, cheese, tofu, rice, pasta, chocolate, tea and abiotic surfaces in a hospital, with medical products and equip-
ment. Under the Regulation (EC) No 2073/2005 of 15 November 2005, Cronobacter spp. should be absent in thirty 10 g samples of infant
formulas and infant dietetic powders intended for infants up to 6 months old. The subject of the study is the assessment of the occurrence
the hazard caused by Cronobacter in food in the light of applicable requirements.

1. Introduction. 2. Symptoms and pathogenicity Cronobacter spp. 3. Legal requirements. 4. Virulence mechanism Cronobacter spp.
5. Taxonomy Cronobacter spp. 6. Occurrence Cronobacter spp. in food. 7. Resistance Cronobacter spp. to stress conditions. 8. Biofilm
formation by bacteria genus Cronobacter. 9. Detection and determination of numbers Cronobacter spp. 10. Antibiotic resistance Crono-
bacter spp. 11. Summary

Stowa kluczowe: biofilm, chorobotwérczoé¢, Cronobacter spp., wirulencja, wykrywanie
Key words: biofilm, pathogenicity, Cronobacter spp., virulence, detection

1. Wprowadzenie Uznawane sg za oportunistyczne patogeny we wszyst-
kich grupach wiekowych, szczegdlnie u wczesniakow,

Bakterie Cronobacter spp. to Gram-ujemne, wzgled-  niemowlat z niska masg urodzeniowsa, oséb w wieku
nie beztlenowe, ruchliwe, nieprzetrwalnikujace pateczki, podesztym i oséb z obnizong odpornoscia [2, 43, 97].
nalezace do rodziny Enterobacteriaceae [38, 56, 85]. Nazwa rodzaju Cronobacter pochodzi od imienia

* Autor korespondencyjny: Elzbieta Rosiak, Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci, Wydzial Zywienia Czlowieka,
Szkota Giéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Nowoursynowska 166, 02-787 Warszawa; tel. 22 59 37 070;
e-mail: elzbieta_rosiak@sggw.edu.pl
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jednego z greckich tytanéw Kronosa, ktéry potykat
wszystkie swoje dzieci po urodzeniu. Obecnie rodzaj
Cronobacter obejmuje siedem gatunkow: C. sakazakii,
C. malonaticus, C.turicensis, C.muytjesii, C.univer-
salis, C.dublinensis 1 C. condimenti. Trzy pierwsze
gatunki Cronobacter zostaly skojarzone z infekcjami
klinicznymi noworodkéw i wezesniakow. C. dublinen-
sis, C. muytjesii i C. condimenti maja prawdopodobnie
matle lub znikome znaczenie kliniczne [2, 97].

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. zalicza si¢ do pa-
togendw odpowiedzialnych za wystepowanie na calym
$wiecie rzadkich, ale zagrazajacych zyciu choréb: zapa-
lenia opon mdzgowych, bakteriemii, kilku form mar-
twiczego zapalenia jelit [2]. W roku 2002 International
Commission for Microbiological Specifications for Food
nadala C. sakazakii ,status zagrozenia, w przypadku wy-
branych populacji, zagrazajacego zyciu lub powoduja-
cego znaczace przewlekle, dlugoterminowe konsekwen-
cje” zaliczajac do tej samej kategorii patogendw zywno$-
ciowych co Clostridium botulinum (typ A i B), Crypto-
sporidium parvum i Listeria monocytogenes [2, 3, 38].

W roku 2005 weszto w zycie Rozporzadzenie Komi-
sji (WE) 2073/2005 (zmienione w 2010 roku Rozporzg-
dzeniem (EU) 365/2010) w sprawie kryteriéow mikro-
biologicznych dotyczacych $rodkéw spozywezych na
mocy, ktdrego istnieje obowigzek badania preparatow
w proszku dla niemowlat (PIF-powdered infant for-
mula) oraz zywnosci dietetycznej w proszku specjalnego
medycznego przeznaczenia, stosowanej w zywieniu nie-
mowlat do 6 miesigca zycia na obecno$¢ Cronobacter
spp. Wedlug tego Rozporzadzenia bakterie Cronobacter
spp. musza by¢ nieobecne w trzydziestu 10-gramowych
porcjach produktu. Pozytywne na obecnos¢ Cronobac-
ter spp. partie mieszanek mlekozastepczych powinny
zosta¢ wycofane z rynku bez koniecznosci wykonywa-
nia analiz przynaleznosci do gatunku [2, 7, 38].

W pracy podjeto temat oceny wystepowania zagro-
zenia powodowanego przez bakterie Cronobacter spp.
w zywnosci w $wietle obowigzujacych wymagan.

2. Objawy i chorobotworczos¢ Cronobacter spp.

Najbardziej narazone na zakazenia wywolane przez
bakterie z rodzaju Cronobacter s3 noworodki ponizej
28 dnia zycia, noworodki urodzone przedwczesnie, nie-
mowleta o niskiej masie urodzeniowej (ponizej 2,5 kg)
i niemowleta z uposledzeniem odpornosci [24, 43,74].
W USA zglaszana zapadalnos¢ (czesto$¢ wystepowania
infekcji wywotanych przez Cronobacter na 100 tysiecy
niemowlat) wynosi 1, natomiast w przypadku niemow-
lat z niska masg urodzeniowg ryzyko zakazenia wzrasta
do 9,4 na 100 tysiecy niemowlat [33].

Po przekroczeniu bariery krew-moézg niektore ga-
tunki Cronobacter, m.in. C. sakazakii moga wywola¢
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zapalenie komorek nerwowych, zapalenie opon moz-
gowo-rdzeniowych oraz tworzy¢ ropnie i torbiele
moézgu prowadzace do wodoglowia. Pierwsze przy-
padki zaplenia opon mdézgowo-rdzeniowych zwigza-
nych ze spozyciem zakazonych bakterig C. sakazakii
mieszanek mleko zastepczych opisano w 1961 r. [93].
Wskaznik $miertelnosci niemowlat zwigzany z nowo-
rodkowym zapaleniem opon modzgowo-rdzeniowych
szacuje si¢ na okolo 40-80% [18, 38]. W 94% przypad-
kow u niemowlat, ktére przezyly ropne zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych, wywotane zakazeniem C. saka-
zakii, choroba ta pozostawiata nieodwracalne powikla-
nia neurologiczne m.in. wodoglowie, zaburzenia stuchu
i wzroku oraz niedowtad konczyn [18].

Pierwsze przypadki zakazen bakteria C.sakazakii
stwierdzono w Holandii w latach 1977-1981. Doszlo
wowczas do zakazenia o$miorga niemowlat bakteria
C. sakazakii, z ktérych przezyto dwoje [65]. W Islandii
w latach 1986-1987 odnotowano trzy przypadki zaka-
zenia C. sakazakii. Jedno z niemowlat nie przezyto.
U drugiego dziecka doszlo do znaczacego uposledze-
nia rozwoju psychicznego i fizycznego. U trzeciego nie-
mowlecia stwierdzono powiklania w postaci zespolu
napadéw padaczkowych i opdznien w rozwoju [9].
W latach 1993-1998 odnotowano 4 przypadki zakazen
niemowlat w Izraelu. Bakterie z gatunku C. sakazakii
wyizolowano m.in. z miksera uzywanego do przygoto-
wania mieszanki mlekozastepczej [10]. W okresie od
czerwca do lipca 1998 roku doszto do zakazenia dwu-
nastu noworodkéw w Belgii. Dzieci mialy mase uro-
dzeniowa <2000 g i karmione byly mieszanka mleko-
zastepcza. Dwoje noworodkow zmarto [94].

Pozostale, wybrane przypadki infekcji wywotane
bakteriami z rodzaju Cronobacter spp. przedstawiono
w tabeli I. Mimo rosngcej $wiadomosci zagrozenia
zachorowania wciaz sie zdarzajg, potwierdza to m.in.
przypadek z 2015 roku z Australii, gdzie w wyniku zaka-
zenia C. sakazakii zmarlo niemowle. Bakteri¢ wyizo-
lowano z mleka matki, ktére bylo odciagane recznym
laktatorem. Izolaty bakterii obecne we krwi niemow-
laka i w mleku matki byly identyczne, co potwierdza,
ze noworodek byl narazony na patogen, poprzez kon-
sumpcje mleka kobiecego (Tab.I) [61]. W 2016 roku
w USA zdiagnozowano u noworodka sepse. Niemowle
karmione bylo mlekiem kobiecym uzyskanym od
dawczyni. Proby pobrane z ptynu mézgowo-rdzenio-
wego i krwi wykazaly obecno$¢ C. sakazakii. Bakterie
wyizolowano réwniez z laktatora uzywanego do odcig-
gania pokarmu kobiecego (Tab.I) [11]. W 2017 roku
w Brazylii w wyniku zakazenia Cronobacter spp. zmart
noworodek (urodzil si¢ w 35 tygodniu cigzy, karmiony
byt mlekiem matki oraz mieszanka mleko zastepcza).
Wyizolowany z krwi Cronobacter spp. zidentyfikowano
jako C. sakazakii ST494 [14]. Zeng i wsp. [101] opisali
przypadek zakazenia chlopca bakterig Cronobacter spp.
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Tabela I

Wybrane infekcje noworodkéw wywotane przez bakterie Cronobacter spp.
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. Liczba . . " Pi$mien-
Rok Kraj chorych Objawy/choroba Skutek infekeji nictwo
1979 | USA 1 Posocznica Brak danych [64]
1988 | USA 4 Bakteriemia - 2 przypadki, zakazenie drég moczowych Brak danych [84]
- 1 przypadek, krwawa biegunka - 1 przypadek
1992 | Indie 1 Zapalenie opon mézgowych Smier¢ [80]
1994 | Francja 13 Zapalenie opon mézgowych — 1 przypadek, posocznica | Smier¢ — 4 przypadki [6,13]
- 1 przypadek, martwicze zapalenie jelit — 7 przypadkéw,
brak objawo6w klinicznych - 4 przypadki
1998 | Belgia 12 Martwicze zapalenie jelit Smier¢ - 2 przypadki [94]
1998 | Brazylia 4 Bakteriemia Brak danych [22]
1998 | Filipiny 12 Zakazenia drog moczowych, bakteriemia Brak danych [22]
1999 | USA 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Neurologiczne powiklania [12]
2000 | Izrael 2 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych - 1 przypadek Brak danych (4]
Posocznica - 1 przypadek
2001 | USA 4 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych - 3 przypadki Smier¢ - 1 przypadek [22,31,
Zakazenia drég moczowych - 1 86]
2002 | Belgia 1 Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych Smier¢ [77]
2002 | Brazylia 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Smier¢ [5]
2002 | Indie 1 Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych Smier¢ [80]
2002 | USA 5 Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych - 3 przypadki Smier¢ - 1 przypadek [22]
Bakteriemia — 2 przypadki Powiklania neurologiczne
- 2 przypadki
2003 | USA 4 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych - 2 przypadki, Smier¢ - 1 przypadki [22]
Bakteriemia — 2 przypadki
2004 | Nowa Zelandia Zapalenie opon mdzgowo- rdzeniowych - 1 przypadek Smier¢ - 1 przypadek [44]
2004 | Francja 4 Zapalenie opon mozgowych- 2 przypadki, Smier¢ - 2 przypadki [15, 78]
krwotoczne zapalenie okreznicy - 1 przypadek,
zapalenie spojowek — 1 przypadek
2004 | USA 1 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Powikfania neurologiczne [22]
2004 | Holandia 1 Bakteriemia Brak danych [89]
2005 | Stowenia 1 Posocznica Brak danych [73]
2005 | USA 1 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Powiktania neurologiczne [22]
2006 | Hiszpania 1 Bakteriemia Brak danych [1]
2006 | Szwajcaria 2 Zapalenie opon mozgowo- rdzeniowych - 2 przypadki Smier¢ - 2 przypadki [60]
2006 | USA 2 Zapalenie opon mézgowo- rdzeniowych - 2 przypadki Powiklania neurologiczne | [11,22]
2007 | USA 7 Zapalenie opon mdzgowych- 3 przypadki, bakteriemia Smier¢ - 1 przypadek [22]
- 3 przypadki, martwicze zapalenie jelit - 1 przypadek Powiklania neurologiczne
- 10 przypadkéw
2007 | Hiszpania 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Brak danych [79]
2008 | Japonia 1 Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych Powiklania neurologiczne [22]
2008 | USA 2 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Powiklania neurologiczne [22]
- 1 przypadek
2008 | Kanada 1 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Brak danych [22]
2008 | Korea 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Brak danych [48]
2010 | Meksyk 2 Krwawa biegunka Brak danych [41]
2015 | Australia 1 Bakteriemia Smier¢ [61]
2015 | Chiny 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Powiklania neurologiczne | [101]
2016 | USA 1 Bakteriemia Brak danych [11]
2017 | Brazylia 1 Ropien moézgu Smier¢ [14]
2018 | USA 1 Bakteriemia Brak danych [90]
Zrédlo: opracowanie wlasne.




142

w Chinach. W plynie mézgowo-rdzeniowym wykryto
liczne leukocyty, a w moézgu ropnie. Podawano dozyl-
nie antybiotyki: cetazydym, a nastgpnie meropenem.
Objawy kliniczne ustapily, jednak po 3 tygodniach
stwierdzono uposledzony rozwdj umystowy i fizyczny
dziecka. Z ptynu mézgowo-rdzeniowego wyizolowano
C. sakazakii ST256 serotyp O1 [101].

3. Wymagania przepisow prawa

Komunikacje ryzyka, zwigzanego z wystepowaniem
bakterii Cronobacter spp. w zywnosci dla niemowlat,
w Rozporzadzeniu (WE) 2073 w sprawie kryteridw
mikrobiologicznych dotyczacych srodkéw spozyw-
czych z 15 listopada 2005 poprzedzity spotkania Komi-
tetow Kodeksu Zywnoséciowego ds. Higieny Zywnosci
(35 sesja w 2003) oraz Zywienia i Zywnosci Specjalnego
Dietetycznego Przeznaczenia (24 sesja w 2003). Zadecy-
dowano o rewizji obowigzujacego Kodu Praktyk Higie-
nicznych Zywnoéci dla Niemowlat i Dzieci i zwrécono
sie do FAO i WHO o jak najszybsze zwolanie spotkania
ekspertéw w sprawie wystepowania E. sakazakii w mie-
szankach mlekozastepczych (PIF). Spotkanie ekspertow
FAO/WHO odbyto si¢ w lutym 2004 roku w Genewie.
Poswigcone zostalo bezpieczenstwu zywnosci dla nie-
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mowlat i matych dzieci oraz zapobieganiu potencjalnie
ciezkim zakazeniom u niemowlat. Patogeny zwigzane
z mieszankami mlekozastepczymi, w wyniku przepro-
wadzonej oceny ryzyka, podzielono na trzy grupy wg
ryzyka wystgpienia i skutkéw zdrowotnych. Pierwsza
grupa to kategoria A — wysoki zwigzek przyczynowo
skutkowy zakazen niemowlat w wyniku spozycia mie-
szanek mlekozastepczych. Do tej kategorii zaliczono
Salmonella i Cronobacter spp. Do kategorii B — zwigzek
przyczynowo-skutkowy jest prawdopodobny, ale nie
potwierdzony, zaliczono: Escherichia coli, Escherichia
vulneris, Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Hafnia
alvei, Pantoea agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Kleb-
siella oxytoca, Acinetobacter spp. Kategoria C - zwiazek
przyczynowo-skutkowy mniej prawdopodobny lub
jeszcze nie wykazany, to: Clostridium botulinum, Sta-
phylococcus aureus, Listeria monocytogenes i Bacillus
cereus. Opracowano model oceny ryzyka w celu opisa-
nia czynnikéw prowadzacych do zakazenia E. sakazakii
(Cronobacter spp.) u niemowlat oraz zidentyfikowania
potencjalnych strategii ograniczania ryzyka. Opraco-
wany model oceny ryzyka ulatwia takze poréwnanie
poziomu zanieczyszczenia produktu w zaleznoséci od
sposobu przygotowania produktu, obrotu i karmienia.
Ponadto zapewnia $rodki do oceny kryteriéw mikro-
biologicznych i planu pobierania probek pod wzgledem

Tabela II
Wybrane geny Cronobacter spp.

Gen Dzialanie Pis’.mien—
nictwo
Chorobotworczos¢
cpa Aktywuje plazminogeny
sip Wchodzi w interakeje siderforéw [16]
hly Wykazuje dziatanie hemolizujace
ibeA
ibeB Aktywowanie srodbtonka naczyn moézgowych [51]
yijP
Wykorzystanie kwasu sjalowego
nanAKT | Koduje wykorzystanie egzogennego kwasu sjalowego | [47]
Odpornos¢ na stres srodowiskowy
curliGR55 | Zapewnia odpornos¢ komorek bakterii na niskg aktywnos¢ wody | [26]
Tworzenie biofilmu
flhE Synteza rzeski
mgtB Koduje czynniki wirulencji
fliD Synteza rzeski
alsS Koduje podstawowe procesy komorkowe 27]
flg] Synteza rzeski
cyoD Koduje podstawowe procesy komoérkowe
ftsK Odgrywa kluczowa role w podziatach komérkowych
besC, bes B, bes A | Synteza celulozy

Zrédlo: opracowanie wlasne.
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redukeji ryzyka i odsetka odrzuconych partii produk-
tow. Model oceny ryzyka szacuje wzgledne ryzyko cho-
roby wywolane przez E. sakazakii (Cronobacter spp.)
dla niemowlat z wewnetrznie skazonego PIFE nie bierze
pod uwage zanieczyszczenia i rekontaminacji ze $ro-
dowiska lub innych zrédet po wytworzeniu. Ponadto
opracowano szereg rekomendacji dla krajow cztonkow-
skich i organizacji pozarzadowych (NGOs) uwzgled-
niajacych m.in ustalenie odpowiednich specyfikacji
mikrobiologicznych dla E. sakazakii w mieszankach
mlekozastepczych oraz wskazanie Enterobacteriaceae
zamiast E. coli, jako kryterium oceny higieny $rodo-
wiska produkcyjnego [22].

Podczas kolejnego spotkania technicznego grupy
ekspertéw w 2006 roku dokonano oceny opracowanego
modelu oceny ryzyka [21]. Wynik tej pracy dostarczyt
porad i wytycznych zmniejszajacych ryzyko zakazenia
niemowlat w wyniku konsumpcji mleka modyfiko-
wanego w proszku (PIF). Spotkanie ekspertow FAO/
WHO w 2008 dotyczylo podjecia decyzji w sprawie
ustanowienia kryterium bezpieczenstwa mikrobiolo-
gicznego dla E. sakazakii (Cronobacter spp.) w przy-
padku mieszanek do Zywienia niemowlat powyzej
12 miesigca zycia (FUF - follow-up formula).

Prace ekspertow FAO/WHO wspierala Komi-
sja. Kodeksu Zywnoéciowego (Codex Alimentarius
Commission — (CAC), Komitet ds. Higieny Zywno$ci
(Committe on Food Hygiene — CCFH), ktéry jest
odpowiedzialny za opracowanie wytycznych zarza-
dzania ryzykiem w obszarze bezpieczenstwa Zzywnosci
na poziomie miedzynarodowym. Ustalenia ze spotka-
nia technicznego z 2006 r. stanowily wklad w finali-
zacje Kodeksu Praktyk Higienicznych dla Preparatow
w Proszku dla Niemowlat i Matych Dzieci (wraz z Anek-
sem I i II14) (Codex Code of Hygienic Practice for
Powdered Formulae for Infants and Young Children).

4. Mechanizmy wirulencji Cronobacter spp.

W literaturze opisano dwa podstawowe mecha-
nizmy wirulencji Cronobacter spp.: adhezja do komoérek
nablonka jelitowego oraz adhezja do komorek srod-
btonka naczyn moézgowych [51].

Adhezja bakterii Cronobacter spp. do nablonka
jelitowego powoduje zwiekszong apoptoze komorek
nabtonka i utrat¢ integralnosci bariery nablonkowej
[58]. Bakterie Cronobacter spp. wykorzystuja biatka
powierzchniowe komorek gospodarza np. fibronek-
tyne, aby przylaczy¢ sie do komoérek nablonkowych
jelita oraz mikrofilamenty i mikrotobule do atakowa-
nia komorek gospodarza [43]. Przyleganie Cronobacter
spp. do nabtonka jelitowego wywoluje stan zapalny. Po
przekroczeniu bariery jelitowej bakteria moze prze-
dosta¢ si¢ do krwioobiegu, powodujac sepsg, posocz-

nice, kilka postaci martwiczego zapalenia jelit, zapale-
nia migdatkow, zapalenia szpiku i kosci oraz infekcje
drég moczowych [2, 57, 74].

W warunkach in vitro stwierdzono, ze biatko btony
zewnetrznej A komorek (OmpA) odgrywa kluczowa
role w inwazji na komorki nablonka jelitowego oraz
srédblonka naczyn moézgowych [50]. Przypuszcza sie,
ze Cronobacter spp. wnika do komorek nerwowych na
zasadzie fagocytozy i zakléca dojrzewanie komorek
dendrytycznych [43]. Uwaza si¢, ze geny ibeA, ibeB
i yijP C.sakazakii odpowiedzialne s3 za atakowanie
srédblonka naczyn moézgowych [51]. Kim i wsp. [51]
wykryli w szczepie C.sakazakii ATCC 29544" gen
kodujacy OmpA oraz gen ibeB.

Chorobotworczo$¢ Cronobacter spp. moze byc
zwigzana takze z produkcja enterotoksyny, ktora moze
wzmacnia¢ wirulencje i translokacje przez bariere
krew-mozg i jelita [71]. Raghav i Aggarwal [76]
okreslili, mase czasteczkowa toksyny, ktoéra wynosi
66kDa i jest stabilna w 90°C przez 30 min. Oprdcz
enterotoksyn Cronobacter spp. produkuje enzymy pro-
teolityczne, ktore powodujg rozktad komorki gospo-
darza np. metaloproteaza cynkowa deformuje komorki,
prowadzac do ich uszkodzenia [71], Cronobacter spp.
posiada mechanizm obronny przed ukltadem immu-
nologicznym gospodarza, dzigki tolerancji $rodo-
wiska makrofagéw [43, 91, 92]. Przezywalno$¢ bak-
terii w makrofagach jest r6zna w przypadku roznych
gatunkow Cronobacter. Wedlug Townsend i wsp. Cro-
nobacter spp. moze przetrwa¢ w makrofagach od 48 do
96 godzin [91, 92].

Zidentyfikowano trzy przypuszczalne geny wirulen-
cji Cronobacter spp.: cpa (aktywator plazminogenu), sip
(biatko wchodzace w interakcje siderforéw, czyli nosni-
kow jonow zelaza) i hly (hemolizyna typu III) [16].

Infekcje wywolane przez Cronobacter sakazakii
dotycza okreslonych typéw sekwencji (ST ang. Sequ-
ence Type — sekwencje nukleotydowe dla kazdego
z fragment6w genu s3 traktowane jako allele, tworzac
profil alleliczny, czy typ sekwencji ST dla badanego
szczepu) i ztozonych kompleksow klonalnych. C. saka-
zakii ST12 powigzany jest z wywolaniem martwiczego
zapalenia jelit u noworodkoéw. C. sakazakii ST4 i CC4
skojarzono z zapaleniem opon mézgowo-rdzeniowych
u noworodkéw, CC7 C. malonaticus z infekcjami doro-
stych [17, 97]. Analiza typowania sekwencji multilo-
cus (MLST - Multilocus sequence typhing) bakterii
C. sakazakii pochodzacych z 7 krajéw w 41 prébkach
klinicznych wykazala obecno$¢ tego samego szczepu
C. sakazakii ST4 w 20 probkach zebranych w latach
1977-2008 pochodzacych z 6 krajow (Holandia, Fran-
cja, USA, Nowa Zelandia, Republika Czeska i Kanada)
[46]. Akineden i wsp. [2] donosi o wykryciu wysoce
zjadliwego szczepu ST4, w dwdch probkach mieszanki
dla niemowlat w proszku.
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5. Taksonomia Cronobacter spp.

Bakterie Cronobacter spp. sa oksydazo ujemna, kata-
lazo dodatnia, wzglednie beztlenowa, Gram-ujemna,
ruchliwg paleczka. Redukujg azotany, wykorzystuja
cytrynian, hydrolizujg eskuline i arginine oraz wytwa-
rzaja kwas z D-glukozy, D-sacharozy, D-rafinozy,
D-melibiozy, D-celobiozy, D-mannitolu, D-mannozy,
L-ramnozy, L-arabinozy, D-ksylozy, D-trehalozy, galak-
turonianu i D-maltozy. Bakterie rodzaju Cronobacter
metabolizujg substraty: 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-
a-D-glukopiranozyd, 4-metyloumbelliferylo-a-D-glu-
kopiranozyd, 4-nitofenylo-a-D-glukopiranozyd, 4-nito-
fenylo-p-D-glukopiranozyd, 4-nitofenylo-a-D-galakto-
piranozyd i 4-nitofenylo-fB-D-galaktopiranozyd. Bakte-
rie Cronobacter spp. daja pozytywny wynik w produkcji
acetoiny (test Vogesa-Proskauera) i negatywny w przy-
padku testu czerwieni metylowej. Produkuja siarkowo-
dér i hydrolizuja mocznik. Rodzaj Cronobacter obej-
muje siedem gatunkéw: C. sakazakii, C. malonaticus,
C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dublinensis
i C. condimenti [39].

Nazwa gatunkowa C.malanoticus odnosi si¢ do
wykorzystania przez bakterie C. malonaticus malonianu.
C. malanoticus pierwotnie wyizolowany byt z rop-
nia piersi i jest dostepny pod numerem LMG 23826"
w BCCM/ LMG Bacteria Collection w Ghent (Belgia)
oraz jako DSMZ 18702" w Instytucie Leibniza DSMZ
w Braunschweig (Niemcy) [39].

Gatunek C. muytjensii nazwany jest na cze$¢ holen-
derskiego mikrobiologa Harryego Muytjensa. C. muyt-
jensii ATCC 51329" zdeponowano w Mannassas (USA)
oraz jako CIP 1035817 dostepny jest w Instytucie Pas-
teura w Paryzu (Francja) [39].

Nazwa gatunkowa C. dublinensis odnosi si¢ do mia-
sta Dublin, w ktérym zostal wyizolowany po raz pierw-
szy w zakladzie produkcji mleka w proszku i dostepny
jest pod numerem LMG 23823"w BCCM/ LMG Bac-
teria Collection w Ghent (Belgia) oraz pod numerem
DSMZ 18705" w Instytucie Leibniza DSMZ w Braun-
schweig (Niemcy) [39]. Bakteria z gatunku C. turicensis
pierwotnie wyizolowana zostala ze $miertelnego przy-
padku noworodkowego zapalenia opon moézgowo-
rdzeniowych w Zurychu w 2005 r. Szczep ten dostepny
jest pod numerem LMG 23827" BCCM/ LMG Bacteria
Collection w Ghent (Belgia) oraz pod numerem DSMZ
18703" w Instytucie Leibniza DSMZ w Braunschweig
(Niemcy). Nazwa gatunkowa C. turicensis odnosi si¢ do
tacinskiej nazwy Zurychu-Turicum [39].

Poczatkowo C. sakazakii okreslano jako Enterobac-
ter cloacae. W 1980 r. Farmer i wsp. przeklasyfikowat
Enterobacter cloacae jako nowy gatunek i nazwal na
cze$¢ japonskiego mikrobiologa Riichi Sakazakii — Ente-
robacter sakazakii [23]. Nazwe Rodzaju Cronobacter
zaproponowano po analizie sekwencji genu 16S rRNA
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réznych szczepdw nalezacych do gatunku Enterobacter
sakazakii w wyniku ktérej wyodrebniono szes¢ grup
genomowych [85]. Gatunek C. sakazakii zostal wyod-
rebniony z gatunku Enterobacter cloacae w wyniku roz-
nic w sekwencji DNA. DNA C. sakazakii jest w 53-54%
homologiczne z DNA bakterii Enterobacter i Citrobac-
ter. Na podstawie blizszego pokrewienstwa C. sakazakii
do E. cloacae, (sekwencja genotypowa C. sakazakii jest
w 51% identyczna z E. cloacae oraz w 41% z Citrobacter
freundii) [38]. Pierwotny szczep C. sakazakii wyizolo-
wano z gardla dziecka i dostepny jest pod numerem
ATCC 29544 w Mannassas w USA i pod numerem
NCTC 11467" w Londynie [38, 39].

Bakteria C. sakazakii jest jedynym gatunkiem Cro-
nobacter spp., ktory posiada klaster genu nanAKT,
kodujacy wykorzystanie egzogennego kwasu sjalo-
wego jako zrédla wegla do wzrostu [47]. Grim i wsp.
[26] stwierdzili, ze szczepy C. sakazakii wykorzystuja
kwas sjalowy lub jego pochodng kwas N-acetyloneu-
raminowy, podczas gdy inne gatunki Cronobacter
spp. nie wykorzystuja tego kwasu. Stwierdzono réw-
niez obecno$¢ dwdch regionéw genomowych (GR127
i GR 129) u szczepu C. sakazakii BAA-894, ktore biora
udzial w wykorzystywaniu kwasu sjalowego [26]. Kwas
sjalowy wystepuje w mleku kobiecym, mieszankach
mleko zastepczych, mleku modyfikowanym, mucynie
wyscielajacej jelita i jest skladnikiem gangliozyddw,
ktore wystepuja w komorce nerwowej i biorg udziat
w funkcjonowaniu tkanek nerwowych [47].

6. Wystepowanie Cronobacter spp. w zywnosci
i srodowisku szpitalnym

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. izolowano
z preparatow mlekozastepczych wykorzystywanych
w poczatkowym zywieniu niemowlat oraz z szerokiej
gamy innych produktéw spozywczych: warzyw, zboz,
platkéw, ziemniakow, przypraw, migsa, ryb, sera, tofu,
ryzu, makaronu, czekolady, herbaty [8, 11, 24, 25, 33,
38, 56, 59, 85, 87]. W badaniu Berthold-Pluta i wsp. [8]
wyizolowano 21 szczepdw Cronobacter spp. (13 szcze-
pow C. sakazakii, 4 szczepy C.muytjensii, 2 szczepy
C. turicensis, 1 szczep C. malonaticus i 1 szczep C. con-
dimenti) z warzyw liSciastych i kietkéw. Li i wsp. [56]
stwierdzili obecno$¢ Cronobacter spp. w produktach
zbozowych i przyprawach. Lee i wsp. [54] wykazali,
ze Cronobacter spp. wystepuje takze w zbozach i pro-
duktoéw zbozowych. Garbowska i wsp. [25] stwierdzily
obecnos¢ Cronobacter spp. w ziotach (bazylia, oregano,
pietruszka) oraz w mieszance przyprawowej (ziola pro-
wansalskie). W badaniu Gurtler i wsp. [28] Cronobac-
ter spp. stwierdzono w ryzu, owsie, mace, okruchach
chleba. Obecnos¢ Cronobacter spp. w zbozach i pro-
duktach zbozowych moze wynikac z obecnosci tej bak-
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terii w srodowisku naturalnym oraz z zanieczyszczen
zakladéw produkcyjnych [56]. Bakterie Cronobacter
spp. izolowano réwniez z prébek pobranych z gospo-
darstw rolnych, zwierzat hodowlanych [63], a takze ze
$rodowiska: kurzu, wody, $ciekdw, gleby [33]. W Afryce
Potudniowej wyizolowano Cronobacter spp. z 28 roz-
nych préb zywnosci i Srodowiska, C. sakazakii stanowit
92,8% wyizolowanych szczepow [88].

Reich i wsp. w swojej pracy z roku 2010 [81] stwier-
dzili, ze zanieczyszczenia mieszanek mlekozastepczych
skorelowane byly z zanieczyszczeniem srodowiska pro-
dukcyjnego. Uwzglednia sie dwie drogi zanieczyszcze-
nia mieszanek mlekozastepczych: wewnetrzng i zew-
netrzng. Wewnetrzna droga zanieczyszczenia dotyczy
$rodowiska produkcyjnego. Podczas procesu produk-
cyjnego mleka modyfikowanego nieswiadomie wyko-
rzystuje sie skazone surowce lub dochodzi do zanie-
czyszczenia krzyzowego. Zanieczyszczenie zewnetrzne
spowodowane jest nieprawidlowa higieng przygotowa-
nia mleka z mieszanek mlekozastepczych [2, 49]. Do
nieprawidlowych praktyk higienicznych przygotowania
mleka modyfikowanego naleza: dlugie przechowywanie
przygotowanej mieszanki, przechowywanie przygoto-
wanej mieszanki w termosach oraz nieprawidtowy spo-
sob mycia butelek i sprzetu stuzacego do przygotowania
mleka. Alternatywg podgrzewania przygotowanej mie-
szanki w termosie jest mozliwo$¢ podgrzewania samej
wody sluzacej do przygotowania mleka. Mieszanke
powinno dodawac¢ si¢ do wody bezposrednio przed kar-
mieniem. Pozostalo$ci po karmieniu nie powinny by¢
przechowywane, tylko natychmiast wylewane. Woda
stuzaca do przygotowania mleka z mieszanki mleko-
zastepczej powinna mie¢ minimum 70°C [41].

Obecno$¢ Cronobacter spp. stwierdzono na po-
wierzchniach, przedmiotach i sprzg¢cie medycznym
w Srodowisku szpitalnym. Bakterie izolowano m.in. ze
stetoskopu lekarskiego, szczotek uzywanych do mycia
butelek oraz sprzetu uzywanego do przygotowania
pokarmu dla niemowlat [33, 102].

7. Opornosé¢ Cronobacter spp. na warunki stresowe

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. moga przezy¢
w szerokim zakresie temperatur (od 5 do 44-47°C) oraz
w produktach o niskiej aktywnosci wody [33], w tem-
peraturze 4°C oraz przy aktywnosci wody od 0,30 do
0,83 moze przetrwac¢ nawet do 12 miesigcy [30].

Szczepy Cronobacter spp. w poréwnaniu z innymi
bakteriami z rodziny Enterobacteriaceae wykazujg
wysoka tolerancje na stres srodowiskowy (niskie pH,
i a, wysoka temperature, stres osmotyczny, wysycha-
nie) [18, 57]. Optymalna temperatura wzrostu wynosi
37-39°C, za maksymalng temperature wzrostu przy-
jeto 44-47°C. Nalezy jednak zauwazy¢, ze C.sakaza-
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kii ATCC 29544" nie wykazuje wzrostu w tempera-
turze powyzej 42°C [67] jednakze temperatura ta wg
ISO/TS 22964 z 2006 roku byla temperaturg inkubacji
bakterii. W temperaturze pokojowej (21°C) czas podwo-
jenia bakterii Cronobacter spp. w rekonstytuowanej
mieszance mlecznej wynosit 75 min., natomiast w tem-
peraturze 10°C okofo 10h co oznacza, ze jest zdolny
do powolnego wzrostu w temperaturach chlodniczych.
Wartosci D, = 54,8 min. i D, = 2,5 min. ekstrapolowane
do temperatury 72°C wskazuja na wysoka termotole-
rancje bakterii Cronobacter spp. (wartos¢ z=>5,82°C).
Wyjasnia to ich przezywalnos¢ podczas procesu produk-
cji odwodnionych mieszanek mlekozastepczych [38].

Opornos¢ na wysuszenie szczepow Conobacter spp.
jest prawdopodobnie spowodowana nagromadzeniem
trehalozy wewnatrz komorek. Trehaloza dziala jako
$rodek ochronny [43]. Barron i Forsythe [6] stwier-
dzili takze, ze pozakomorkowe polisacharydy chro-
nia komorki bakterii przed wysuszeniem. C. sakazakii
produkuje beta-karoten, ktory chroni komorki bakterii
przed rodnikami tlenowymi [45]. Wszystkie szczepy
Cronobacter spp. maja geny kodujace trimetyloglicyne
i trehaloze [45]. Umozliwia to przetrwanie bakteriom
w $rodowisku i w produktach o niskiej aktywnosci
wody [43]. Dodatkowo zidentyfikowano geny operonu
biosyntezy celulozy, operon biosyntetyczny otoczki, gen
curli GR55, ktdrych ekspresja moze zapewni¢ odpor-
no$¢ bakterii na niska aktywnos$¢ wody [26].

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. sa oporne na
niskie pH, dlatego moze przetrwa¢ w kwasnym s$ro-
dowisku zofadka. Niemowleta nie maja w pelni rozwi-
nietej kwasowosci zotadka, co moze tlumaczy¢ zwiek-
szone ryzyko infekcji powodowanych przez Cronobac-
ter. W pH 4,5 w czasie 24 godzin bakterie z rodzaju
Cronobacter spp. sa zdolne do wzrostu do poziomu
okoto 10°jtk/ml. Obecnos¢ genu sodA prawdopodob-
nie zapewnia oporno$¢ bakterii Cronobacter spp. na
wewnatrzkomorkowy oksydaze makrofagows i warunki
kwasowe [43, 57].

8. Tworzenie biofilmu przez bakterie
z rodzaju Cronobacter

Bakterie Cronobacter spp. tworza biofilm, ktdry
moze stanowi¢ fizyczng bariere przed niekorzystnymi
warunkami $rodowiskowymi. Tym samym bakterie
staja sie oporne na brak wody, dezynfekcje, temperature
i antybiotyki. Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. maja
zdolno$¢ adhezji do szkla, stali nierdzewnej, silikonu,
lateksu, poliweglanu i plastiku. C. sakazakii wykazuje
najsilniejsza adhezje do polichlorku winylu, nastepnie
silikonu i stali nierdzewnej [27].

Noworodki urodzone przedwczesnie sg czesto
karmione za pomocg rurek nosowo-zoladkowych.



146

Wykazano, iz na rurkach istnieje znaczna ilos¢ bio-
filmu, ktory sktada sie z grzybow i bakterii [34]. Szczep
Cronobacter spp. i inne bakterie z rodziny Enterobac-
teriaceae wyizolowano z rurek nosowo-zotagdkowych
w ilodci 107jtk/cm [34]. Kinetyka wzrostu i tworze-
nia si¢ biofilmu C. sakazakii na rurkach enteralnych,
wykazala, ze C. sakazakii moze szybko przytaczy¢ sie
do powierzchni i namnaza¢ si¢ na materiale, z ktérego
wykonana jest rurka juz po 4 godzinach [34].

Komorki bakterii szybciej przylaczaja si¢ do mate-
rialéw hydrofobowych (teflon i tworzywa sztuczne),
wolniej do powierzchni hydrofilowych (szkoto, metale)
[43]. Temperatura i dostepno$¢ sktadnikow odzywczych
wplywaja na zdolno$¢ adhezji bakterii do powierzchni
[27]. Bakterie w srodowisku o ograniczonej zawartosci
substancji odzywczych, chetniej tworzg biofilm. Two-
rzenie biofilmu jest réwniez procesem regulowanym na
poziomie genetycznym [27, 51]. Wykazano, ze gen flhE
przyczynia sie do tworzenia biofilmu przez bakterie
C. sakazakii [100]. Gupta i wsp. [127] wykonali badanie
przesiewowe genéw odpowiedzialnych za powstawanie
biofilmu (mgt B, fli D, als S, flg ], cyo D, fts K, bes C,
flh E). Wykazano, ze geny fli D, flg J (biorgce udziat
w syntezie rzeski) byly obecne we wszystkich badanych
szczepach C. sakazakii (27 szczep6w). Gen bes C (odpo-
wiedzialny za synteze¢ celulozy) byt nieobecny w szesciu
izolatach C. sakazakii. Przypuszcza sig, ze biatka PPlase,
Flge, Dsbc s3 waznymi czynnikami biorgcymi udziat
w tworzeniu biofilmu. Biatko PPlase bierze udziat w fal-
dowaniu integralnych bialek blony zewnetrznej (Omp)
i patogennosci. Bialko FIgE jest niezbedne do kolo-
nizacji i rozwoju biofilmu, natomiast biatko DsbC, pod
wplywem stresu oksydacyjnego, wykazuje aktywnos¢
izomerazy dwusiarczkowej, ktéra odgrywa istotng
role w procesie faldowania biatka. Uwaza sie rowniez,
ze biatka ESA_00281 i ESA00_00282 przyczyniaja si¢
do tworzenia biofilmu [43, 100].

9. Wykrywanie i oznaczanie liczby
Cronobacter spp.

Na podstawie Rozporzadzenia Komisji UE (WE)
nr 2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 z pdzniejszymi
zmianami, Cronobacter spp. powinien by¢ nieobecny
w trzydziestu 10 g probkach preparatéw w proszku do
poczatkowego Zywienia niemowlat i Zywnosci dietetycz-
nej w proszku specjalnego przeznaczenia medycznego,
przeznaczonego dla niemowlat w wieku do 6 miesiecy.

W 2017 roku wprowadzono norme EN ISO 22964:
2017 - Mikrobiologia fanicucha zywnos$ciowego — Hory-
zontalna metoda wykrywania Cronobacter spp., ktora
zastepuje ISO/TS 22964:2006. Zmodyfikowany bulion
laurylosiarczanowy (mLST) zastgpiono CSB (Crono-
bacter Selective Broth), a agar ESIA (Enterobacter
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sakazakii Isolation Agar) zastgpiono CCI (Chromo-
genic Cronobacter Izolation Agar). Temperatura inku-
bacji powinna wynosi¢ 41,5+1°C. Bulion CSB nie
zawiera laurylosiarczanu sodu, co moze pozytywnie
wplywaé na odzysk wrazliwych szczepéw Cronobacter.
Agar CCI zawiera tiosiarczan sodu i cytrynian zelaza
(IIT) amonu, w celu réznicowania Cronobacter spp. od
innych Enterobacteriaceae. Dodatkowo agar CCI nie
zawiera fioletu krystalicznego, natomiast ilos¢ deoksy-
cholanu sodu zostata zmniejszona. W normie EN ISO
22964:2017 zmieniono takze metode potwierdzania
uzyskanych izolatéw bakterii. Wytwarzanie na agarze
TSA (Trypton Soy Agar) zoltego, nie dyfundujacego do
podloza barwnika, zastgpiono testami biochemicznymi,
poniewaz produkcja zoéttego barwnika nie jest nieza-
wodnym kryterium identyfikacji. Iversen i wsp. (2007)
wykazali ze 8% szczepéw Cronobacter spp. nie produko-
walo barwnika, natomiast produkowato go 34% innych
przedstawicieli rodzaju Enterobacteriaceae 7, 35, 36].

Wprowadzony w 2017 roku standard EN ISO 22964
wymienia 7 biochemicznych testéw do potwierdzania
wynikéw uzyskanych metoda hodowlang. Sze$¢ z tych
testow zawiera zestaw ID 32E dlatego tradycyjne testy
biochemiczne mogg zosta¢ zastagpione gotowym zesta-
wem. Jednak dostepne komercyjne zestawy testow
biochemicznych ID32E i API 20E nie pozwalajg na
wiarygodna identyfikacje izolatéw Cronobacter na
poziomie rodzaju. Poleganie na tej metodzie dostarcza
falszywie dodatnich i falszywie ujemnych wynikéw.
Okoto 80% szczepow Cronobacter zostalo poprawnie
zidentyfikowanych na poziomie rodzaju z wykorzysta-
niem biezacych wersji baz danych ID 32E i API 20E
odpowiednio v. 4.0 i v. 5.0. Identyfikacja na pozio-
mie gatunku z wykorzystaniem zestawu ID 32E data
poprawne wyniki w 50%. W przypadku kart Vitek GN
wszystkie gatunki Cronobacter zostaly zidentyfikowane
jako C. sakazakii, do grupy tej zaliczono takze przedsta-
wicieli Franconibacter [42, 97].

Technika typowania molekularnego MLST (Multi
Locus Sequqnce Typing) poczatkowo wykorzystywana
byta do rozrézniania dwdch blisko spokrewnionych
genetycznie C. sakazakii i C. malonaticus. Obecnie sche-
mat MLST Cronobacter wykorzystuje sekwencje 7 alleli
metabolizmu podstawowego: atpD, fusA, ginS, gitB,
gyrB, infB i ppsA dajac polaczong sekwencje 3036 pz
do analizy filogenetycznej i genomiki poréwnawczej.
Schemat MLST dla Cronobacter zostal opracowany
przez Adama Baldwina we wspdlpracy ze Stephanem
Forsythe, opublikowany w 2009 roku [3]. Pod adresem
http://www.pubMLST.org/cronobacter) dostepna jest
bezptatna baza MLST zawierajaca >2400 szczepow
i 350 genomow. Dzigki temu rozwigzaniu rozpoznano
kompleksy klonalne (CC) rodzaju Cronobacter spp.
co umozliwia prawidlowa identyfikacje Cronobacter
spp., a tym samym zmniejsza mozliwo$¢ uzyskania
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wynikéw falszywie ujemnych. Ponadto MLST zostata
réwniez wykorzystana do formalnego uznania dwdch
nowych gatunkéw C. universalis i C. condimenti oraz
ujawnila silny zwigzek pomiedzy sekwencja typu 4
(ST4) i przypadkami noworodkowego zapalenia opon
mozgowych [69, 72]

Techniki identyfikacji oparte o DNA bakterii sa
uznane za bardziej niezawodne niz techniki oparte
o cechy fenotypowe [43, 97]. W ciagu ostatnich kilku
lat opracowano rézne protokoly reakcji PCR i RT-
-PCR do identyfikacji bakterii Cronobacter spp. [96].
Wygenerowano kilka starteréw PCR do identyfikacji
bakterii rodzaju Cronobacter przez amplifikacje specy-
ficznych sekwencji i konserwatywnych regionéw 16S
rRNA bakterii [29, 55]. Jednak identyfikacja Cronobac-
ter spp. z wykorzystaniem genu 16S rRNA jest proble-
matyczna, poniewaz jest on obecny w wielu kopiach,
w obrebie jednego genomu, cechujacych sie mikrohete-
rogennoscig [3, 41]. Blisko spokrewnione, majace zna-
czenie kliniczne, gatunki C. sakazakii i C. malonaticus
s nierozréznialne w oparciu o sekwencje 16S rRNA
[37]. Chociaz nie ma prawnego obowiazku identyfi-
kacji gatunkowej bakterii z rodzaju Cronobacter spp.
[82] to wciaz poszukiwana jest metoda i sekwencja
pozwalajaca na taka identyfikacje. Zrdznicowanie
gatunkowe ma kluczowe znaczenie w badaniach epi-
demiologicznych, ocenie wrazliwosci na antybiotyki
i srodki dezynfekujace. Ponadto producenci mieszanek
mlekozastepczych ponosza koszty zwigzane z odrzuce-
niem partii produkcyjnej w wyniku falszywie-dodatniej
identyfikacji lub uwolnienia partii jako falszywie bez-
piecznej, co naraza noworodki na infekeje i jej skutki
[42]. Sekwencje genéw wykorzystywane dotychczas
w identyfikacji gatunkéw Cronobacter spp. to: cycA,
gyrB, ompA, rpoB, gluA, fusA, dnaG, zpx, 16S rRNA
oraz geny odpowiedzialne za pozyskanie zelaza. Pola-
czenie metod hodowlanych z metodami amplifikacji
fragmentdw gendw pozwalajacych na wykrycie réznic
tak matych jak pojedyncza para zasad wykorzystano do
identyfikacji na poziomie gatunku. Vlach i wsp. [95]
opracowali protokét PCR-RFLP do réznicowania sied-
miu gatunkéw Cronobacter (C. sakazakii, C. malona-
ticus, C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dubli-
nensis i C. condimenti). Protokol ten oparty jest na genie
rpoB i zastosowaniu trzech endonukleaz restrykcyjnych
(Csp 61, Hin P11, Mbo I). PCR-RFLP jest prosta, powta-
rzalng i szybka metoda, ktérg mozna wykorzysta¢ do
identyfikacji gatunkéw Cronobacter [95].

Do identyfikacji bakterii Cronobacter spp. mozna
wykorzysta¢ rowniez system spektrofotometrii masowej
(MS - Mass Spektrometry) MALDI TOF (Matrix Assi-
sted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass
Spectrometry), ktdrego zasada polega na identyfikacji
widm masowych komorek i sktadnikéw komérkowych
[52, 53]. Metoda wykorzystywana jest do identyfi-
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kacji drobnoustrojéw i analizy pokrewienstwa izola-
tow tego samego gatunku. W przypadku zastosowania
systemu MALDI TOF MS do identyfikacji izolatow
Cronobacter spp. najwazniejszym czynnikiem gwaran-
tujgcym wiarygodno$¢ i dokltadno$¢ wynikow identy-
fikacji na poziomie gatunkowym jest referencyjna baza
danych zawierajaca spektra profili biatkowych szcze-
pow C. sakazakii [97].

10. Antybiotykoopornos¢ Cronobacter spp.

Przed 1985 r. zakazenia powodowane przez Crono-
bacter leczono chloramfenikolem, gentamycyng i/lub
ampicyling [43]. W 1988 roku Willis i Robinson zapro-
ponowali taczenie ampicyliny i gentamycyny w leczeniu
zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych, wywotanego
przez Cronobacter. Li i wsp. [56] wykazali, ze wyizolo-
wane szczepy Cronobacter spp. byly wrazliwe na genta-
mycyne, tetracykline, trimetoprim i kwas nalidyksowy.
Jeden z 13 wyizolowanych szczepéw byl oporny na
ampicyling [56].

W badaniu Berthold-Pluta i wsp. [8] wykazano, ze
21 wyizolowanych z warzyw lisciastych i kietkow szcze-
pow Cronobacter spp. byto wrazliwych na ampicyline,
cefepim, chloramfenikol, gentamycyne, streptomycyne,
tetracykline, cyprofloksacyne i cotrimoksazol.

Dwa szczepy Cronobacter spp. badane przez Shadlia-
-Matung i wsp. [83] byly oporne na penicyline i cefa-
losporyne, a wrazliwe na gentamycyne, tetracykline
i streptomycyne. W badaniu Oonaka i wsp. [70] dzie-
wie¢ sposrod 36 wyizolowanych szczepow bylo wraz-
liwych na cefalosporyny.

Nazarowiec — White i Farber [67] wykazali, ze dwa
z osiemnastu zbadanych szczepdéw bylo opornych na
chloramfenikol i tetracykliny. Podobne wyniki uzyskali
Lee i wsp. [54] przedstawili badanie, gdzie dwa sposréd
66 szczepow Cronobacter spp. wyizolowanych z zyw-
noéci na terenie Korei byly oporne na chloramfenikol
a siedem na streptomycyne.

Kim i wsp. [48] wykazali, ze dwa szczepy Cronobac-
ter spp. wyizolowane od niemowlat ponizej pierwszego
roku zycia byty wrazliwe na kanamycyne, kwas nalidy-
ksowy, gentamycyne, chloramfenikol, tetracykline i cy-
profloksacyne oraz oporne na ampicyling i cefalotyne.

El-Sharoud i wsp [19] badali oporno$¢ na anty-
biotyki 16 izolatéw Cronobacter spp. z mleka w proszku.
Wszystkie izolaty wrazliwe byly na streptomycyne,
ampicyline i gentamycyne. Dwa izolaty oporne byly
na neomycyne, a jeden na neomycyne i trimetoprim.
Xu i wsp. [99] badajac 71 szczepdéw wyizolowanych
z zywnosci typu ready-to-eat na terenie poludniowo-
-wschodnich Chin, wykazali, ze wszystkie szczepy Cro-
nobacter spp. wrazliwe byly na tetracykline, kwas nalik-
sydowy, ciprofloksacyne i cefatoksym. Opornos¢ na
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penicyling stwierdzono u 84% a na cefalotyne u 46,5%
badanych szczepdw.

Antybiotyki B-laktamowe (penicyliny, cefalospo-
ryny, karbapenemy, monobaktamy) s3 najwieksza
grupa antybiotykéw, uzywana do leczenia wiekszosci
rodzajow zakazen. Oporno$¢ bakterii na -laktamy jest
warunkowana réznorodnymi mechanizmami. Jednym
z nich jest wytwarzanie 3-laktamaz (enzymoéw hydro-
lizujacych czasteczki B-laktamow) [68].

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. moga wytwarzac
enzym [-laktamaze. Pitout i wsp. [75] wykazali, Ze nie-
ktore szczepy Cronobacter produkujg p-laktamaze, ale
na niskim poziomie. Caubilla-Barron i wsp. [13] ziden-
tyfikowali dwa izolaty, ktére produkowaly p-laktamaze
o rozszerzonym spektrum dziatania. Zhou i wsp. [102]
opisali jeden izolat Cronobacter otrzymany z mieszanek
mlekozastepczych, ktory wytwarzal B-laktamaze o roz-
szerzonym spektrum dzialania.

Prowadzone s3 badania nad mechanizmem anty-
biotykoodpornoséci Cronobacter spp. W wyniku nad-
uzywania antybiotykéw istnieje potencjal uzyskania
wysokiej opornoséci na antybiotyki przez rdzne szczepy
bakterii [49].

11. Podsumowanie

Bakterie Cronobacter powszechnie wystepuja w sro-
dowisku naturalnym i moga stanowi¢ powazne zagroze-
nie dla zdrowia i zycia czlowieka. Najbardziej narazone
na zakazenia wywolane przez bakterie Cronobacter spp.
sa noworodki ponizej 28 dnia zycia, noworodki uro-
dzone przedwczesnie, niemowleta o niskiej masie uro-
dzeniowej (ponizej 2,5kg) i niemowleta z uposledze-
niem odpornosci. Chociaz zakazenia wywolane przez
Cronobacter spp. wystepuja rzadko to wspotczynnik
$miertelnoéci zakazonych pacjentéw wynosi 40-80%
przypadkow. Oszacowane koszty leczenia pojedynczej
infekcji wywolanej przez C. sakazakii oraz koszty dtugo-
terminowego leczenia powiklan po infekeji przekroczyly
5 milionéw dolaréw [62]. Szczep C.sakazakii wérod
7 gatunkow bakterii zaliczanych do tego rodzaju jest
uznawany za najbardziej oportunistyczny patogen odpo-
wiedzialny za bakteremig, zapalenie opon mézgowych
i martwicze zapalenie jelit. Dzieki produkeji otoczek
i biofilmu, wysokiej termotoleracyjnosci jest odporny na
wysuszenie i wykazuje przezywalnos¢ w mieszankach
mlekozastepczych i innych produktach o niskiej aktyw-
nosci wody. Po wniknigciu do organizmu moze atako-
wa¢ komorki nablonkowe jelit, a nawet komorki $rod-
blonka mikronaczyniowego mézgu wykazujac potencjat
do wywolywania zapalenia opon mézgowych. Dlatego
kontrola oraz regulacje prawne w przypadku C. saka-
zakii s niezbedne [51]. W ramach zarzadzania ryzy-
kiem mikrobiologicznym zwigzanym z wystepowaniem
bakterii Cronobacter spp. w mieszankach mlekozastep-

czych (PIF i FUF) odbyly sie trzy spotkania grupy eks-
pertéw FAO-WHO wspierane przez Komisje Kodeksu
Zywnosciowego, w wyniku ktérych opracowano model
oceny ryzyka, ktdry dostarczyt informacji o ryzyku oraz
porad i wytycznych zmniejszajacych ryzyko zakazenia
niemowlat w wyniku konsumpcji mleka modyfikowa-
nego w proszku [20, 21, 22]. Wypracowane w 2006 roku
na spotkaniach technicznych FAO-WHO rozwigzania
zostaly sfinalizowane w przyjetym na 31 sesji Komisji
Kodeksu Zywnosciowego (04.06-04.07.2008) Kodeksie
Praktyk Higienicznych dla Preparatéw w Proszku dla
Niemowlat i Matych Dzieci (CAC 2008a). W roku 2005
na mocy Rozporzadzenia Komisji (WE) nr 2073/2005
w sprawie kryteriéw mikrobiologicznych dotyczacych
srodkéw spozywczych wprowadzono kryteria doty-
czace bezpieczenstwa mikrobiologicznego prepara-
tow w proszku dla niemowlat i zywnosci dietetycznej
w proszku specjalnego przeznaczenia medycznego prze-
znaczona dla niemowlat w wieku do 6 miesiecy. Bakterie
nalezace do rodzaju Cronobacter musza by¢ nieobecne
w 30 dziesiecio-gramowych probkach mieszanki mleko-
zastepczej. Analiza wykonywana jest metodg hodowlang
z potwierdzeniem biochemicznym wedlug zmodyfiko-
wanego protokotu opisanego w standardzie EN ISO
22964:2017 Mikrobiologia tancucha zywnosciowego
- Horyzontalna metoda wykrywania Cronobacter spp.
Mimo to w dalszym ciggu obserwuje sie przypadki zaka-
zen, co moze by¢ spowodowane nieskuteczng diagno-
styka. Tradycyjne hodowlane metody mikrobiologiczne
s czasochlonne i obarczone btedem. Metody bioche-
miczne dostarczajg falszywie ujemnych lub falszywie
dodatnich wynikéw w przeciwienstwie do analiz PCR,
ktorych wyniki sg bardziej niezawodne, jednak s droz-
sze i pracochtonne przez co nie s3 wykonywane przez
producentéw mieszanek mlekozastepczych. Do bar-
dziej wiarygodnych i skutecznych metod zaliczana jest
metoda MALDI TOF i PCR-RFLP. Najskuteczniejszym
narzedziem wykrywania Cronobacter spp. jest kombina-
cja stosowanych metod, w celu uzyskania wiarygodnych
i powtarzalnych wynikéw. FDA Bacteriological Analy-
tical Manual wigcza PCR jako metode skriningows, jed-
nak wyniki nalezy potwierdzi¢ metodg hodowlana. Jako
metode biochemicznej identyfikacji zalecane jest uzycie
ID32E lub Vitek 2 GN.
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Streszczenie: Dermatofity to grzyby chorobotworcze, ktdre majg wysokie powinowactwo do keratyny obecnej w paznokciach, skorze i wlo-
sach, powodujace zakazenia powierzchniowe znane jako grzybice skérne lub dermatomykozy. Rokowania w przebiegu dermatomykoz
moga by¢ rdzne, a obraz kliniczny choroby w duzym stopniu zalezny jest od statusu immunologicznego gospodarza i moze mie¢ postaé
od ograniczonych zakazen skornych lub podskérnych do infekeji inwazyjnych, rozsianych i zagrazajacych zyciu. W pierwszych dzie-
siecioleciach XX wieku pojawily si¢ pierwsze obawy zwigzane z narastajaca prewalencja infekcji grzybiczych u ludzi, ktérej powodow
upatrywano w roznych czynnikach srodowiskowych i rozwoju cywilizacyjnym. W konsekwencji zostaly podjete pierwsze proby tera-
peutyczne ukierunkowane na leczenie tych infekcji. Obecnie lekarze maja do dyspozycji przynajmniej kilka réznych grup lekéw prze-
ciwgrzybiczych. Niemniej jednak nakladajace si¢ mechanizmy dzialania tych substancji i przerywanie terapii przez pacjentéw moga by¢
przyczyna pojawiania sie szczepow wykazujacych opornos¢, takze wielolekowa. Celem niniejszej pracy jest dokonanie przegladu literatury
traktujacej o mechanizmach powstawania opornosci wobec substancji przeciwgrzybiczych przez dermatofity. W drodze ewolucji grzyby
te wytworzyly zlozone uklady odpowiedzi immunologicznej obejmujace elementy systemu sygnalizacji Srodowisko-komarka, reakcje na
stresory jak i tolerancje na szkodliwe substancje chemiczne. Ekspozycja dermatofitow na lek przeciwgrzybiczy, uszkodzenie ich sciany
komorkowej, zaburzenia osmolarnosci srodowiska i pojawienie si¢ w nim reaktywnych form tlenu stanowia bodzce, ktére moga by¢ akty-
watorami szlakéw sygnalowych, majacych na celu przeciwdziatanie skutkom nagtego stresu komoérkowego. Wiekszo$¢ z mechanizmow
molekularnych lezacych u podstaw odpowiedzi na te stresory stanowi rowniez mechanizm tolerancji i opornosci na substancje przeciw-
grzybicze. Poznanie tych mechanizméw moze w przysztosci doprowadzi¢ do opracowania nowych chemioterapeutykéw, ktére stanowic¢
beda kluczowq strategie w leczeniu opornych na obecnie dostepne leki przeciwgrzybicze szczepéw dermatofitow.

1. Wprowadzenie. 2. Obecnie stosowane leki przeciwgrzybicze. 3. Ekspozycja patogenu na lek, reakcja na stres i adaptacja. 4. Mechanizmy
wyrzutu leku z komorki. 5. Mechanizmy detoksyfikacji lekéw. 6. Transkrypcyjna modulacja genéw szlakéw sygnalowych. 7. Rola biatek
szoku cieplnego w lekoopornosci. 8. Mutacje w genach docelowych enzyméw wplywajace na lekoopornosé¢. 9. Elementy strukturalne
komorki wptywajace na lekooporno$¢. 10. Podsumowanie

MECHANISMS OF DERMATOPHYTE RESISTANCE TO ANTIFUNGAL SUBSTANCES

Abstract. Dermatophytes are pathogenic fungi with high affinity for keratinised structures present in nails, skin, and hair causing superficial
infections known as skin mycoses or dermatomycoses. The disease is characterised by variable prognosis. Its clinical picture is largely depen-
dent on the immune status of the host and can range from local skin or subcutaneous infections to invasive, disseminated, and life-threat-
ening infections. In the first decades of the 20th century, the first concerns were raised about the growing prevalence of fungal infections in
humans, which was ascribed to various environmental factors and anthropopressure. Consequently, the first therapeutic attempts were made
to treat these infections. At present, at least several different groups of antifungal drugs are available for medical treatment. Nevertheless,
the overlapping mechanisms of action of these substances and discontinuation of therapy by patients may contribute to the emergence of
resistance of strains, including multi-drug resistance. The aim of this study is to review the literature focused on the mechanisms of resist-
ance developed by dermatophytes to antifungal substances. Through evolution, these fungi have developed complex cellular response sys-
tems comprising elements of the environment-cell signalling system, responses to stressors, and tolerance to harmful chemical substances.
Such stimuli as exposure of dermatophytes to an antifungal drug, damage to their cell wall, and disturbances in the osmolarity of the
environment with generation of reactive oxygen species can be activators of signalling pathways targeted at mitigation of the effects of
sudden cellular stress. A majority of molecular mechanisms underlying the response to these stressors also constitute a mechanism of tol-
erance and resistance to antifungal substances. In the future, elucidation of these mechanisms may lead to development of new chemothera-
peutics that will become a key strategy in the treatment of dermatophyte strains exhibiting resistance to currently available antifungal drugs.

1. Introduction. 2. Current antifungal drugs. 3. Exposure of the pathogen to drugs, stress response, and adaptation. 4. Mechanisms of drug
efflux from the cell. 5. Mechanisms of drug detoxification. 6. Transcriptional modulation of signalling pathway genes. 7. Role of heat shock
proteins in drug resistance. 8. Mutations in target enzyme genes inducing drug resistance. 9. Structural elements of the cell contributing
to drug resistance. 10. Summary
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1. Wprowadzenie

Dermatofity to grupa blisko spokrewnionych gatun-
kéw grzybow z rodziny Arthrodermataceae, ktére maja
zdolno$¢ inwazji zrogowaciatych struktur u ludzi i zwie-
rzat oraz wywolywania infekcji powierzchniowych. Der-
matofity sg grzybami chorobotwoérczymi, ktdre czerpia
substancje odzywcze z keratyny znajdujacej si¢ w wy-
tworach naskorka [34]. Wydzielaja one szerokie i zrdzni-
cowane spektrum enzymoéw litycznych, takich jak lipazy
i proteazy, a zwlaszcza keratynazy, ktore umozliwiajg im
kolonizacje i utrzymanie si¢ w stratum corneum gospo-
darza [63, 72]. Dermatofitozy dotykaja kazdego roku
miliony ludzi i zwierzat [35]. Chociaz ten stan choro-
bowy nie jest uwazany za zagrazajacy zyciu, obniza jego
jakos¢ i nakfada na pacjentéw oraz hodowcow znaczne
koszty leczenia. Status immunologiczny gospodarza sta-
nowi gtéwny czynnik predylekcyjny przebiegu infekcji
dermatofitowych i pozwala okresli¢ czy choroba bedzie
ograniczona wylgcznie do zmian powierzchniowych,
czy ewentualnie istnieje mozliwo$¢ przyjecia formy
rozsianej badz glebokiej [50]. W zdecydowanej wiek-
szo$ci przypadkow infekcje te dotykaja jednak zaréwno
pacjentow z prawidtows, jak i z obnizong odpornoscia
[52]. Grzyby z rodzaju Candida i Malassezia, oprocz
dermatofitow, moga by¢ réwniez czynnikami etiolo-
gicznymi infekcji powierzchniowych [41].

Do dyspozycji dermatologdéw i lekarzy weterynarii
znajduje sie szeroki wachlarz dostepnych lekéw prze-
ciwgrzybiczych. Podczas gdy stosowanie miejscowego
$rodka przeciwgrzybiczego jest zwykle wystarczajace
do wyeliminowania dermatofitu i wyleczenia wiekszo$ci
przypadkow infekcji o charakterze antropofilnym,
znacznych trudnosci nastreczajg dermatofitozy zoofilne
u ludzi, szczegdlnie tinea capitis i tinea unguium, cze¢-
sto wymagajace wprowadzenia leczenia ogélnoustrojo-
wego [65]. Z kolei dermatofitozy u zwierzat, zwlaszcza
hodowlanych, bywajg lekcewazone przez hodowcow,
a nieleczone stanowig zZrédlo patogenéw mogacych ule-
ga¢ transmisjom miedzyosobniczym [51, 52]. Wazng
cechg substancji stosowanych w leczeniu grzybic po-
wierzchniowych jest mozliwo$¢ tatwej penetracji przez
te leki do stratum corneum i utrzymywanie si¢ w nim
w stalym stezeniu przez caly okres trwania terapii [49].

Celem niniejszej pracy jest przeglad literatury nauko-
wej traktujacej o ré6znych mechanizmach powstawania
opornosci na poziomie molekularnym i fenotypowym
wobec substancji przeciwgrzybiczych przez dermatofity.

2. Obecnie stosowane leki przeciwgrzybicze
Pomimo dostepnosci przynajmniej kilku grup lekow

przeciwgrzybiczych przeznaczonych do uzytku klinicz-
nego, dzialajg one na ograniczong liczbe celéw komor-
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kowych, tj. blokuja synteze btony komoérkowej, $ciany
komorkowej, kwaséw nukleinowych i proces podziatu
komorek (Tabela I). Lekarze majg obecnie do dyspozycji
w szczegolnosci cztery klasy lekow przeciwgrzybiczych:
(1) imidazole i triazole (ketokonazol, klotrimazol, flu-
konazol, itrakonazol, worykonazol, pozakonazol, izawu-
konazol), ktére hamujg enzymatyczng 14-a-demetylaze
sterolu i zatrzymujg biosynteze ergosterolu; (2) leki
polienowe (amfoterycyna B, nystatyna, natamycyna),
ktore wigza sie z ergosterolem, doprowadzajac do wzro-
stu przepuszczalno$ci btony komoérkowej; (3) echino-
kandyny (kaspofungina, mikafungina, anidulafungina),
ktore hamuja biosynteze B-(1-3)-D-glukanu, jednego
z gltéwnych skladnikéw $ciany komorkowej grzybow;
i (4) pochodne allyloaminy (terbinafina, naftifina),
ktorych mechanizm dziatania polega na hamowaniu
w blonie komodrkowej grzyba syntezy ergosterolu na eta-
pie epoksydacji skwalenu [57]. Rzadziej stosowanymi
lekami sa: (1) gryzeofulwina, ktéra zaburza synteze
chityny i zaktoca tworzenie mikrotubul, uposledzajac
wzrost grzybow i podzialy komoérek; (2) pirymidynowy
analog 5-fluorocytozyny, hamujacy synteze DNA i RNA,
co prowadzi do zahamowania podziatéw komorkowych
i defektow syntezy bialek; (3) oleamina cyklopiroksowa,
dzialajaca, jako inhibitor syntezy bialek i zwiekszajaca
przepuszczalno$¢ blony komoérkowej dla aminokwasow,
peptydow i potasu w efekcie nieodwracalnego wiazania
z réznymi strukturami i organellami komarki [57]. Nie-
stety, w wielu przypadkach $rodki te maja wlasciwosci
toksyczne dla ludzi, wykazuja duze interakcje lekowe
i/lub nie sg wystarczajaco aktywne w zwalczaniu infek-
cji, poniewaz grzyby staly sie na nie oporne.

Naktadajace si¢ mechanizmy dzialania powszechnie
stosowanych substancji przeciwgrzybiczych mogg przy-
czynia¢ si¢ do pojawiania sie szczepdw wykazujgcych
opornos¢ wielolekowa (multidrug resistance, MDR).
Co wiecej, pacjenci czesto zaniedbuja leczenie badz
rezygnuja z niego ze wzgledu na koniecznos¢ dtugo-
trwalego stosowania i zwigzane z tym dzialania niepo-
zadane [60, 72], a to z kolei rowniez moze skutkowa¢
powstawaniem szczepow opornych. Z kolei opornosé
kliniczna i/lub mikrobiologiczna moze spowodowac
niepowodzenie leczenia, skutkujace przewlekloscia cho-
roby badz jej nawrotami. Dotychczas opisano przynaj-
mniej kilka réznych mechanizméw powstawanie opor-
nosci lekowej u dermatofitéw (Rycina 1).

3. Ekspozycja patogenu na lek, reakcja na stres
i adaptacja

Odpowiednia reakcja na lek przeciwgrzybiczy i stres
komoérkowy nim wywolany s3 mechanizmem umoz-
liwiajagcym przetrwanie dermatofitéw [13]. W drodze
ewolucji grzyby te wytworzyly zlozone uktady odpo-
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Tabela I
Popularnie stosowane leki przeciwgrzybicze i mechanizmy ich dziatania

Grupa substancji Przedstawiciele

Mechanizm dziatania

Azole Flukonazol, Ketokonazol, Itrakonazol, Wigazanie z ukladem cytochromu P-450, co prowadzi do
Worikonazol, Posakonazol, Isawukonazol hamowania hydroksylacji i demetylacji prekursoréw ergo-
Klotrimazol, Mikonazol, Ekonazol, Lulikonazol, | sterolu. W wyniku zahamowania demetylazy lanosterolu
Lanokonazol, Efinakonzol, Sertakonazol, Oxi- | w miejscu ergosterolu podstawiane sa zmetylowane sterole
konazol, Eberkonazol, Fentikonazol, Bifonazol
Echinokandyny Anidulafungina, Kaspofungina, Mikafungina Zaburzenie biosyntezy $ciany komoérkowej grzyba przez
blokade aktywnosci syntetazy 1,3-p-D-glukanu, enzymu
odpowiedzialnego za synteze glukanu
Polieny Nystatyna, Natamycyna, Amfoterycyna B Wigzanie ergosterolu zawartego w blonie komdrkowej;

zaburzenie integralnosci bfony komoérkowej, zwiekszenie
jej przepuszczalnosci dla jonéw potasu i aminocukrow

cykliczne benzofuranu

Fluorowane pochodne |Flucytozyna Po konwersji do czynnych metabolitéw, zahamowanie

pirymidyny syntezy kwasow nukleinowych poprzez inhibicje syntetazy
tymidylanowej i/lub wlaczanie si¢ do grzybowego RNA
zamiast kwasu urydylowego

Pochodne hetero- Gryzeofulwina Zaburzenie tworzenie mikrotubul i powstawania

wrzeciona podzialowego

Alliloaminy Terbinafina, Butenafina, Naftifina Hamowanie aktywno$ci epoksydazy skwalenowej,
wewnatrzkomoérkowa kumulacja lanosterolu

Pochodne pirydynonu | Cyclopiroks Chelatacja tréjwarto$ciowych kationéw metali;
hamowanie enzymoéw zaleznych od jonéw metali
- katalazy, peroksydazy; hamowanie enzymow bioracych
udzial w mitochondrialnych procesach transportu
elektronéw i produkcji energii

Pochodne Amorolfina Hamowanie reduktazy C-14 i izomerazy C8 w szlaku

fenylomorfoliny syntezy ergosterolu

Tiokarbaminiany Tolnaftat Hamowanie epoksydazy skwalenowej

Inne Kwas undekainowy Hamowanie szlaku biosyntezy kwaséw thuszczowych

u dermatofitow; w przypadku C. albicans zaburzanie

morfogenezy
Tawaborol Inhibicja leucyl-t-RNA syntetazy
Mellll Inhibicja dehydrogenazy bursztynianowej

wiedzi immunologicznej obejmujace elementy systemu
sygnalizacji Srodowisko-komorka, reakcje na stresory
jak i oporno$¢ na substancje przeciwgrzybicze [13].
Ekspozycja dermatofitéw na lek przeciwgrzybiczy,
uszkodzenie ich $ciany komodrkowej, zaburzenia osmo-
larnoséci $rodowiska wzrostu i pojawienie si¢ w nim
reaktywnych form tlenu stanowig bodzce, ktére moga
by¢ aktywatorami szlakéw sygnatowych, majacych na
celu przeciwdzialanie skutkom naglego stresu komor-
kowego [42]. Gléwne szlaki sygnalizacyjne zaangazo-
wane w tolerancje i opornos¢ na srodki przeciwgrzybi-
cze sa regulowane przez biatko szoku cieplnego Hsp90,
ktore kontroluje stabilnos¢ i aktywacje kluczowych
regulatoréw odpowiedzi na stres, takich jak kalcyneu-
ryna i kinaza MAP (mitogen-activated protein) w ukfa-
dzie integralnosci $ciany komorkowej [14, 75].

Wisrdd grzybdw chorobotworczych wiekszos¢ zna-
nych mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw
tolerancji i opornosci na substancje przeciwgrzybicze
zostala wyjasniona w przypadku grzybéw z rodzaju

Candida, Cryptococcus i Aspergillus, natomiast w przy-
padku dermatofitow jest bardzo stabo poznana. Nie-
ktore dermatofity, szczegolnie dobrze mechanizm ten
zostal opisany dla Trichophyton interdigitale i Tricho-
phyton rubrum, w wyniku ekspozycji na substancje
przeciwgrzybicze w dawkach zblizonych do wartosci
MIC (Minimal Inhibitory Concentration) moduluja
poziomy ekspresji gendéw zwigzanych z réznymi pro-
cesami metabolicznymi, takimi jak transport bialek,
metabolizm lipidéw, transdukcja szlakéw sygnato-
wych czy modyfikacja potranslacyjna biatek [62, 68,
71, 75]. Dodatkowo, u T. interdigitale wykazano, ze geny
kodujace elementy podlegajace transpozycji ulegaja
zwiekszonej ekspresji po ekspozycji grzyba na rézne
substancje przeciwgrzybicze [68, 71]. Z kolei transpo-
zony moga wplywa¢ dodatnio na ekspresje genéw odpo-
wiedzialnych za odpowiedz na stres srodowiskowy [26].
Podobne reakcje zostaly opisane dla Schizosaccharomy-
ces pombe, u ktérych to grzybéw odnotowano preferen-
cyjng integracje retrotranspozonu Tfl z promotorami
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Ryc. 1. Czynniki wplywajace na wystepowanie lekoopornosci u dermatofitow

genéw odpowiedzi na stres, w konsekwencji doprowa-
dzajaca do zwigkszenia ich ekspresji [26].
Mechanizmy regulacyjne biorace udzial w odpo-
wiedzi na stres s3 zlozone i obejmuja réwniez moleku-
larny poziom komorki grzyba. W przypadku ekspozy-
¢ji T rubrum na kwas undekanowy obserwowana jest
wzmozona aktywnos$¢ proceséw obejmujacych pre-
-RNA, regulujacych ekspresje genéw kodujacych fosfo-
glukomutaze, ktéra bierze udzial w glukoneogenezie
i biosyntezie $ciany komorkowej [62]. Enzym ten dziata
w kooperacji z dehydrogenaza monofosforanu inozyny,
ktéra odgrywa kluczowa role w dostarczaniu guaniny do
komorek [62]. Zauwazono, ze powtarzajaca si¢ ekspo-
zycja T. rubrum na leki przeciwgrzybicze w stezeniach
zblizonych do MIC, w modelu in vitro, moze prowadzi¢
do selekeji szczepow zdolnych do przezycia przy wyz-
szych stezeniach lekéw przeciwgrzybiczych. Usuniecie
ze Srodowiska dermatofitu danej substancji powodowata
po pewnym czasie odzyskanie wrazliwosci [31].
Szczepy dermatofitéw, ktére sa w stanie przezyc
w wyzszych stezeniach lekow przeciwgrzybiczych
mozna okresli¢ jako tolerancyjne, czyli zdolne do prze-
trwania przejsciowej ekspozycji lub jako oporne, ktore
w sposdb trwaly nabyty, najczesciej w drodze muta-
¢ji, zdolnosci przezywania w obecno$ci w srodowisku
substancji niekorzystnych [17]. U grzybéw z rodzaju
Candida i Aspergillus bialko szoku cieplnego Hsp90 ma
zdolno$¢ do zwigkszania tolerancji na leki poprzez sta-
bilizacje kluczowych regulatoréw odpowiedzi na stres
komoérkowy i innych elementéw wrazliwych w wielu
szlakach sygnalizacyjnych [75]. Obecno$¢ srodkow
przeciwgrzybiczych w $rodowisku wzrostu grzybow

i stres jaki wywoluja, wymusza szybkie zmiany adap-
tacyjne, ktére obejmuja modulacje ekspresji genow
w syntezie wielu bialek jako jeden z gtéwnych mecha-
nizméw stuzacych do przetrwania w niesprzyjaja-
cym $rodowisku i niwelowaniu negatywnych skutkow
stresu komorkowego [73, 75, 97]. Istotne znaczenie tych
genow jakie posiadaja w przezyciu grzybéw w warun-
kach stresowych sugeruje, Ze mozna je uznac za poten-
cjalne cele w poszukiwaniu nowych substancji o dzia-
taniu przeciwgrzybiczym.

4. Mechanizmy wyrzutu leku z komérki

Dzialanie pomp wyrzutowych (efflux pump) polega
na aktywnym wypompowywaniu z komoérki grzyba
réznych substancji, m.in. lekéw przeciwgrzybiczych,
substancji czynnych preparatéw dezynfekcyjnych itp.
[9, 20]. W rezultacie tej aktywnosci dochodzi do
zmniejszenia wewnatrzkomorkowego stezenia tych
substancji, czego skutkiem jest ograniczenie ich dzia-
tania bojczego [20, 74]. Pompy molekularne wymie-
niane sg w literaturze naukowej jako jedna z gléwnych
przyczyn niepowodzenia w terapii przeciwgrzybiczej.
Czynne usuwanie szkodliwych wzgledem grzyba sub-
stancji z wnetrza komorki prowadzi do stopniowego
i niespecyficznego wzrostu opornosci na leki poprzez
zmniejszenie oczekiwanego efektu in vivo. Stanowi tez
jedna z kluczowych strategii wykorzystywana przez
dermatofity do przetrwania w niekorzystnym srodo-
wisku jak i uzyskania opornosci na substancje, ktore
sie w nim pojawiaja [9, 86].
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Zdolno$¢ do modyfikacji ekspresji pomp wyrzuto-
wych przyczynia sie w sposob posredni do zwigkszenia
patogennosci dermatofitow, ulatwiajac im koloniza-
cje tkanek gospodarzy [12, 86]. Opornos¢ wielolekowa
wynika w duzej mierze ze zwigkszonej ekspresji
genéw nalezacych do nadrodziny kaset wiazacych
ATP, a przede wszystkim transporteréw ABC, ktdre to
wystepuja zardwno u prokariontow, jak i eukariontéw
[20]. Biatka te zawierajg dwa odrebne regiony: wysoce
konserwatywna domene wigzaca nukleotydy i zmienna
domene transblonowg. Transportery ABC aktywnie
przenosza wiele réznych pod wzgledem struktural-
nym i chemicznym zwigzkéw przez blony komorkowe
poprzez wigzanie i hydrolize ATP, zmniejszajac w ten
sposob ich kumulacje w komorce [12, 20]. Produkty
gendw nalezacych do tej nadrodziny mozna podzieli¢ na
kilka podrodzin, tj. PDR (pleiotropic drug resistance),
MDR (multidrug resistance), MRP (multidrug resi-
stance associated protein), RL1 (RNase L Inhibitor 1),
YEF3 (yeast elongation factor 3) oraz ALDP (adreno-
leukodystrophy protein) [16]. Na podstawie dostepnych
sekwencji genowych réznych gatunkéw dermatofitow
stwierdzono, Ze te transportery stanowig jednorodna
grupe o niskiej réznorodnosci genetycznej, tylko z nie-
licznymi wyjatkami po$réd dermatofitéw [8]. Analiza
siedmiu gatunkéw dermatofitéw (Microsporum canis,
Trichophyton equinum, Nannizzia gypsea, Trichophyton
rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton menta-
grophytes, Trichophyton verrucosum) wykazala, ze geny
transporteréw ABC wystepuja w genomie przynajmniej
w kilku powtérzeniach [29]. Dodatkowo, geny transpor-
terow ABC wspotdzialaja z pozostalymi genami w taki
sam sposob, pomimo fenotypowej i adaptacyjnej wyjat-
kowosci kazdego gatunku dermatofitu [29].

Aktywne usuwanie metabolitow przez pompy typu
efflux jako mozliwego mechanizmu opornosci zostato
szczegllnie dobrze zbadane u T. interdigitale oznaczo-
nego jako H6 (szczep pierwotnie zidentyfikowany jako
T. rubrum). Fachin i wsp. [22] wysnuli hipotezg, ze za
zaobserwowana opornos$¢ na gryzeofulwine i tioko-
nazol u tego szczepu dermatofitu odpowiedzialny jest
mechanizm wyrzutu substancji z komarki. Interesujace
jest, ze u tego szczepu zauwazona zostala zwigkszona
transkrypcja gendéw mdrl1 i mdr2 po ekspozycji na rézne
substancje o dzialaniu przeciwgrzybiczym [9, 23, 68].
W poiniejszych badaniach wykazano, ze zakldcenie
funkcjonowania genu mdr2 uczynito mutanta bardziej
wrazliwym na terbinafine, ale nie na inne testowane
preparaty (itrakonazol, bromek etydyny, 4NQO, keto-
konazol, gryzeofulwing, flukonazol, cykloheksymid,
tiokonazol, akryflawine, benomyl, imazil), przez co
zostala odrzucona hipoteza modulacyjnej roli tego
genu na podatno$¢ na leki wysnuta w pierwszym eta-
pie badan zespotu Ana Fachin [23]. Inne wyniki badan
wykazaly, ze po ekspozycji na srodki przeciwgrzybicze
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obserwowana jest wzmozona ekspresja genu mdr4 [61].
Aktywno$¢ produktu tego genu w posredni sposdb
zalezy od aktywnosci transportera ABC, co sugeruje
istnienie interakcji sieciowej w odniesieniu do mecha-
nizmu MDR, a takze wspoélzaleznosci w aktywnym usu-
waniu substancji z komérki grzyba réznych transpor-
teréw nalezacych do omawianej nadrodziny [61, 94].
Nalezy uwzgledni¢ fakt, ze jednoczesne dzialania rdz-
nych transporteréw ABC, ktdrych profile substratowe
zachodza na siebie, umozliwia komdrce grzyba szybkie
usuniecie niepozadanej i/lub szkodliwej substancji [32].

Badania poziomu ekspresji gendw pdr1, mdr2 i mdr4
w trakcie eksponowania czterech gatunkéw derma-
tofitow sklasyfikowanych w rodzaju Trichophyton, tj.
T. equinum, T. interdigitale, T. rubrum i T. tonsurans na
rézne warunki srodowiskowe nie wykazaly zaleznosci
tilogenetycznej ani funkcjonalnej miedzy nimi [29, 61].
Zauwazono jednak, ze u tych gatunkéw badane geny
wydaja sie dziala¢ synergicznie, co pozwala stwierdzi¢,
ze brak dziatania jednego genu mdr moze by¢ kompen-
sowane przez inne geny z tej grupy [29, 60, 61].

Ze wzgledu na kluczowa rol¢ pomp wyrzutowych
w nabywaniu lekoopornosci u dermatofitow, zasto-
sowanie inhibitoréw lub modulatoréw transporteréow
ABC do blokowania i odwracania odpowiedzi MDR
stanowi potencjalnie alternatywng metode w zwiek-
szaniu skutecznosci terapii przeciwgrzybiczej [32, 44,
86]. Dotychczas opracowano kilka zwigzkow, miedzy
innymi izonitryl, enniatyna, milbemycyna, ibuprofen
i inhibitor kalcyneuryny FK506, ktére wykazuja wias-
ciwos$ci modulujagce MDR poprzez synergistyczne dzia-
tanie z substancjami przeciwgrzybiczymi [44]. Zwigzki
te wykazuja skuteczne dzialanie blokujace aktywnos¢
pomp wyrzutowych u opornego na terbinafing szczepu
Microsporum canis [44, 48]. Nalezy jednak wzig¢ pod
uwage, ze w zaleznosci od warunkow srodowiskowych
interakcje gospodarz - patogen, a takze zaleznosci
miedzy grzybami zasiedlajgcymi t¢ samg nisze eko-
logiczna, ekspresja genéw transporteréw ABC, a tym
samym ich aktywno$¢, bedzie podlegata modulowa-
niu [61]. Dodatkowo, transportery ABC nie stanowia
homogennej grupy genetycznej [44, 61]. Co wiecej,
wiele podobienstw miedzy komoérkami grzybowymi
i ludzkimi stanowi wyzwanie terapeutyczne ze wzgledu
na ograniczony wybor lekéw przeciwgrzybiczych i ich
toksyczny wplyw nie tylko dla grzyba, ale i dla gospo-
darza [60]. Idealny lek wplywajagcy na modulowa-
nie genéw MDR musi zatem by¢ zdolny do uwrazli-
wiania komorek grzyba na dostepne $rodki przeciw-
grzybicze, jednocze$nie nie wplywajac na komorki
gospodarza [32, 44]. Wysoce prawdopodobne jest,
ze w przyszlo$ci wykorzystanie modulatoréow genow
MDR bedzie stanowi¢ kluczowg strategie w leczeniu
opornych na obecnie dostepne leki przeciwgrzybicze
szczepow dermatofitow.
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5. Mechanizmy detoksyfikacji lekow

W trakcie ekspozycji dermatofitéw na stezenia lekow
zblizone do hamujacych wzrost i namnazanie zauwa-
zono, ze zwiekszona jest ekspresja gendw odpowiedzial-
nych za detoksykacje komérkowa. Persinoti i wsp. [73]
wykazali na podstawie analizy sekwencji RNA szczepu
T. rubrum eksponowanego na akryflawine, ze geny
zaangazowane w detoksykacje komorkowa ulegaly
wzmozonej regulacji pozytywnej, a w szczegdlnosci
dotyczylo to genéw kodujacych katalazy, enzymy chro-
nigce komorke przed stresem oksydacyjnym i reaktyw-
nymi formami tlenu. Zwigkszona ekspresja genow kata-
lazy moze stanowi¢ mechanizm kompensacyjny w celu
utrzymania stalego poziomu tego enzymu wewnatrz
komorki, chronigc ja w ten sposéb przed negatywnymi
skutkami dzialania leku. Ponadto, analiza sekwen-
cji RNA w celu okreslenia ekspresji genéw T. rubrum
poddanego dzialaniu kwasu undecylenowego réowniez
wykazata regulacje pozytywna kilku genow kodujacych
enzymy antyoksydacyjne [58]. W odpowiedzi na kwas
undecylenowy, oprocz zwiekszonej aktywnosci kata-
lazy, wzmozeniu ekspresji ulegaly takze enzymy takie
jak dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza, transfe-
raza glutationowa i peroksydaza glutationowa, co pro-
wadzito do enzymatycznej detoksykacji oksydacyjnej
komorek grzybowych [62]. Podobnych obserwacji
dokonano w przypadku szczepéw Candida spp. wyka-
zujgcych opornos¢ na amfoterycyne B, gdzie zauwa-
zono zwigkszong aktywno$¢ katalazy [70].

Zdolno$¢ dermatofitow do zwiekszonej sekrecji
egzoenzymOw mozna powigzaé z patogennoscig tych
grzybow i ich reakcja na stres komoérkowy, a tym
samem z mechanizmami detoksykacji. Brasch i wsp.
[5] zaobserwowali in vitro, ze w zaleznosci od sktadu
pozywki, na ktorej wzrastal T. rubrum, zmienial si¢
réwniez zakres wydzielanych przez dermatofit enzy-
moéw, m.in. esteraz. Ponadto, profil elektroforetyczny
esteraz wydzielanych przez T. rubrum podlegal rekon-
figuracji i wykazywal pojawienie sie¢ nowych izoform
w zalezno$ci od tego, czy do jego Srodowiska byla
dodana gryzeofulwina czy tez tiokonazol w stezeniach
zblizonych do hamujacych [21]. Te dodatkowe formy
esteraz moga bezposrednio uczestniczy¢ w detoksy-
kacji lub moga obejmowac niespecyficzng odpowiedz
komorkowa na stres prowadzaca do tolerancji na lek.
Udzial esteraz w detoksykacji prowadzacej do opor-
nosci na leki zostat juz opisany u innych mikroorga-
nizmoéw, np. u bakterii [40, 77]. Nadekspresje genow
kodujacych niektdre grupy enzymoéw, stwierdzono
réwniez u kilku szczepéw dermatofitéw wykazuja-
cych opornos$¢ na leki z grupy azoli, co mozna uzna¢
za mechanizm kompensacyjny w momencie zahamo-
wania syntezy ergosterolu. W przypadku Candida
albicans nadekspresja genu ergll nastepuje poprzez
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duplikacje lewego ramienia chromosomu 5 [15, 79].
Cryptococcus neoformans natomiast dostosowuje si¢ do
wysokich stezen flukonazolu przez tworzenie disomii
chromosomu 1 w wyniku czego dochodzi do podwo-
jenia dwdch gendw: ergl 1, ktdrego produkt jest celem
dla flukonazolu oraz gen afrl, ktérego produkt jest
uznawany za transporter dla substancji o charakterze
azoli [88]. Podobnie u szczepdw Aspergillus fumigatus
opornych na terbinafine wystepuja dodatkowe kopie
genu epoksydazy skwalenowej [56]. Sugerowane jest
ponadto, ze dodatkowe kopie genu 1-monooksyge-
nazy salicylanowej (salA) sa przyczyna opornosci na
terbinafine u Aspergillus nidulans [56]. Na tej podsta-
wie postawiono hipoteze, ze rozszczepienie pierscienia
naftalenowego obecnego w strukturze terbinafiny jest
przyczyna jej inaktywacji [37]. Santos i wsp. [81] opisali
szczep T. rubrum oporny na terbinafine, ktéry uzyskali
poprzez wprowadzenie do genomu tego dermatofitu
wielu kopi genu salA. Szczep ten wykazywatl podwyz-
szong ekspresje genu salA i jednoczes$nie zwigkszona
oporno$¢ na terbinafing w poréwnaniu ze szczepem
dzikim, a zatem udalo sie wykazac, ze gen ten odgrywa
role w opornosci i odpowiedzi na terbinafine u derma-
tofitow. Interesujace jest, ze ten sam mutant oporny na
terbinafine, po kilku pasazach na pozywce bez terbina-
finy tracit cech¢ opornosci na ten lek. Co wiecej, szczep
dziki T. rubrum reagowal na ekspozycje na terbinafing
zwigkszeniem ekspresji genu salA [81]. Na podstawie
uzyskanych wynikéw zespdt Hemelin Santos wysnut
hipotezg, ze dodatkowe kopie tego genu moga wywo-
tywa¢ opornos¢ na leki przeciwgrzybicze.

W przeciwienstwie do bakterii, u ktérych mecha-
nizmy opornosci na antybiotyki poprzez degradacje
tych zwiazkow sg do$¢ dobrze poznanym zagadnie-
niem, tak w przypadku grzyboéw i ich opornosci na
srodki przeciwgrzybicze poprzez inaktywacje lub
degradacje mechanizmy te wymagaja dalszych szcze-
golowych badan [60]. Biorac pod uwage, ze grzyby
wydzielaja duzg liczbe enzyméw [33], prawdopodobne
jest, ze podobne mechanizmy powodujace opornos¢ lub
tolerancje na leki przeciwgrzybicze moga by¢ czeste.
Ujawnienie enzymoéw grzybowych pelnigcych te role
moze by¢ zatem przydatne do opracowania ich inhi-
bitoréw, ktore mozna zastosowaé samodzielnie lub
w polaczeniu z konwencjonalng terapig.

6. Transkrypcyjna modulacja genow
szlakéw sygnalowych

Profilowanie ekspresji genéw w calym genomie stalo
sie jednym ze standardéw w opracowywaniu nowych
lekéw przez przemyst farmaceutyczny i zwigkszylto
ogolne zrozumienie dotyczace mechanizmoéw dziata-
nia réznych substancji i ich efektow terapeutycznych.
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Liczne badania wykazaly istnienie réznych szlakéw
regulacyjnych i metabolicznych niezbednych do roz-
woju opornosci na leki przeciwgrzybicze [80]. Biorac
pod uwage nature komérkowych systemoéw reakcji na
stres i to, ze niektére biatka komodrkowe powigzane
z tymi mechanizmami sg fosforylowane, kinazy bial-
kowe moga stanowi¢ potencjalny cel terapii przeciw-
grzybiczej [30]. Wiadomo, ze fosforylacja bialek
wyzwala kilka szlakow transdukcji sygnatéw zaanga-
zowanych w przekazywanie bodzcow komorkowych,
dlatego tez wielu badaczy probowalo okresli¢ wplyw
réznych substancji przeciwgrzybiczych na komérki
grzybow poprzez zbadanie ekspresji rdznego typu
kinaz, jako potencjalnego mechanizmu opornosci.
Dzigki zastosowaniu techniki hybrydyzacji udato
sie ustali¢, ze u szczepu T. rubrum eksponowanego na
dzialanie ketokonazolu i amfoterycyny B dochodzilo
do obnizenie ekspresji czterech genéw kinaz, z ktérych
dwa byly to geny kodujace kinazy MAP (MpkA i STE?),
nalezagce do dwdch oddzielnych szlakéw odpowiedzi na
stres komdrkowy [96]. Doniesienia naukowe wskazuja
réwniez obnizong ekspresje, w odpowiedzi na amfo-
terycyne B, genu kinazy serynowo/treoninowej (spsl)
[28, 92, 96]. Natomiast T. rubrum hodowany in vitro
w obecnosci terbinafiny wykazywal zwigkszenie eks-
presji genu spsI przy jednoczesnym obnizeniu ekspre-
sji dwoch fosforylowanych elementéw genetycznych
bioracych udzial w regulacji kaskady kinaz MAP [96,
97]. Ponadto, analiza transkrypcji gendéw T. rubrum
w odpowiedzi na zwigzki PHS11A i PH11B, bedace
inhibitorami syntezy kwasow tluszczowych, wykazata
znaczacy spadek ekspresji az czterech gendw kinaz:
pkaC, sspl i slnl, ktore sg zwigzane ze szlakami prze-
kazywania sygnalu wewnatrzkomoérkowego oraz kinazy
dihydroksyacetonowej (produkt genu dak2), zwigza-
nej z transportem i metabolizmem weglowodandw,
a tylko jeden gen zwigzany z kinazami - bckl ulegal
wzmozonej ekspresji w tych warunkach [97]. Dodat-
kowo, zwigzek PH11B wzmagat ekspresje genu kinazy
zaleznej od pirofosforanu - fosfofrukto-1-kinazy (pfkI)
i gen heksokinazy (glkI), ktdre sg zwigzane z transpor-
tem weglowodanow [95]. Z kolei regulacja genu mpkA
kinazy MAP po ekspozycji na amfoterycyne B polegata
na zmniejszeniu ekspresji, a przy ekspozycji na itrako-
nazol na jej zwiekszeniu [19]. Inny mechanizm odpo-
wiedzi na obecnos¢ w srodowisku amfoterycyny B,
ktora taczy sie z ergosterolem a w konsekwencji zaburza
strukture bfony plazmatycznej grzyba, polegal na akty-
wagji szlaku integralnosci $ciany komérkowej i rekom-
pensate utraty ciagtosci okrywy komdrkowej [19, 96].
Zastosowanie techniki supresyjnej hybrydyzacji
odejmujacej (SSH) pozwolilo wykaza¢ zwiekszony
poziom ekspresji genu kinazy NIMA (nimal) po eks-
pozycji T. rubrum na flukonazol, gryzeofulwine i terbi-
nafine. Natomiast stosowanie acyklowiru, terbinafiny
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i kwasu undecylenowego pozostawalto bez wplywu na
poziom ekspresji genu nimal [68]. Ponadto, gen ten
ulegat zwigkszonej ekspresji w niskim pH i obecnosci
keratyny jako jedynego zrodia wegla [68, 71]. Rodzina
kinaz NIMA pelni kluczowa role w cyklu komorko-
wym, a w szczegolnosci na etapie przejscia komorki
z fazy G2 do M. Doniesienia naukowe podaja, ze geny
zwigzane z kinazg NIMA (zwlaszcza nek11L i nek11S)
zwigzane sg z replikacja DNA oraz odpowiedzig na stres
komorkowy wywolany przez uszkodzenie komorki lub
inne niespecyficzne czynnikami chemiczne [66, 68, 71].
Innych wnioskéw dostarczyly doswiadczenia z wyko-
rzystaniem techniki hybrydyzacji northern (northern
blot). W jednym z badan, w ktérym T. rubrum hodo-
wany byl w §rodowisku z obecnoscia akryflawiny, za
pomocy tej techniki wykazano zwigkszenie poziomu
transkrypcji genu kodujacego kinaze ryboflawiny [84].
Enzym ten jest niezbednym elementem w szlaku bio-
syntezy flawiny, kluczowego zwigzku dla szeregu proce-
sow biologicznych, w tym metabolizmu lipidow, bialek
i weglowodanow [82, 84].

Z kolei zastosowanie sekwencjonowania RNA, po-
zwolilo oceni¢ poziom ekspresji gendw kodujacych szlak
kinaz u T. rubrum w kolejnych odstepach czasu po eks-
pozycji na leki przeciwgrzybicze. Udowodnione zostalo,
ze trzy godziny po ekspozycji na akryflawine poziom
ekspresji kinazy fosfosiarczanu adenozyny i kinazy
homoserynowej wzrastal, natomiast kinazy bialkowe;j
oraz kinazy pirydoksynowej obnizal si¢. Wydluzenie
czasu ekspozycji na akryflawine do 12 godzin powo-
dowato wzrost ekspresji genu kinazy biatkowej cmgc/
srpk, a po 24 godzinach ekspozycji jedynie poziom eks-
presji genéw kodujacych szlak sygnatowy zalezny od
wapnia/kalmoduliny wzrastal [73]. Persinoti i wsp. [73]
na podstawie tych wynikéw badan sugeruja, ze akry-
flawina, prawdopodobnie w znaczacy sposob, wpltywa
na poziomy ekspresji gendéw tego ostatniego szlaku
sygnatowego u T. rubrum. Z kolei Huang i wsp. [45]
wykazali, ze po 24 godzinach ekspozycji na akryflawine
wyraznie obnizyl si¢ poziom ekspresji genoéw koduja-
cych atypowa kinaze biatkowg ABC1, odpowiedzialna
za regulacje synteze chinonu w komoérkach T. rubrum.
Innych wnioskéw dostarczaja analizy zastosowania
kwasu undecylenowego na T.rubrum. Stwierdzono,
ze subletalne dawki tej substancji powodowaly wzrost
poziomu ekspresji genéw kinazy biatkowej urydyna/
cytydyna (produkt genu uck), kinazy biatkowej STE7
(produkt genu ste?) oraz kinazy defosfo-CoA (produkt
genu dpck) niezaleznie od czasu ekspozycji [62, 91].
Ponadto, kwas undecylenowy powodowal obnizenie
poziomu ekspresji genu nukleozydowej kinazy difos-
foranowej juz po 3 godzinach ekspozycji, a wydluze-
nie tego czasu do 12 godzin skutkowalo obnizeniem
poziomu ekspresji gendw kodujacych dwie odrgbne
kinazy serynowo/treoninowe: kinaze difosforanow
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nukleozyddw oraz kinaze biatkowag AGC/RSK [58, 62].
Interesujace jest, ze 12-godzinna ekspozycja na kwas
undecylenowy powodowala calkowite zahamowanie
genéw kodujacych kinaze biatkowg AGC/RSK zalezng
od cAMP, kinaze biatkowg 1 (PKA) zalezng od cGMP,
kinaze biatkowa PKG i kinaze bialkowa C [69, 73].
Ostatnia z wymienionych kinaz odgrywa wazng role
w syntezie biatek [69]. Wyniki te wydajg si¢ by¢ wyraz-
nie odmienne od siebie, wskazuja jednak na zasadniczy
udziat zmian pozioméw ekspresji gendéw kinaz i szla-
kow sygnatowych w odpowiedzi na obecnos¢ substancji
leczniczej w §rodowisku wzrostu dermatofitu. Prawdo-
podobnie omawiane mechanizmy nie s3 uniwersalne
dla wszystkich lekdw przeciwgrzybiczych i wymagaja
dalszych szczegétowych badan naukowych.

7. Rola bialek szoku cieplnego w lekoopornosci

Bialka szoku cieplnego (Hsp) stanowig grupe bia-
tek opiekunczych obecnych we wszystkich badanych
do tej pory organizmach [34, 90]. Uczestnicza w réz-
nych procesach komérkowych, m.in. w transkrypcji,
translacji, modyfikacjach potranslacyjnych, sktadaniu
biafek, czy tez ich grupowaniu i rozgrupowywaniu [90].
Gwaltowana zmiana temperatury czy pH, albo ekspo-
zycja komorki na niektére substancje chemiczne moze
by¢ czynnikiem, ktéry powoduje indukcje biatek szoku
cieplnego i wyzwolenie odpowiedzi na stres jakim
zaczyna by¢ poddawana komoérka [87, 90]. Bialka te,
w zaleznosci od ich funkeji i masy czasteczkowej mozna
przypisa¢ do jednej z szczgsciu rodzin: Hsp40, Hsp60,
Hsp70, Hsp90, Hsp100 i mate Hsp; u grzybéw domi-
nujacymi biatkami opiekunczymi sa Hsp20-40, Hsp70
i Hsp90 [90]. Zazwyczaj geny hsp sa aktywowane przez
czynnik transkrypcji szoku cieplnego (HSF) [54, 90].
To bialko w warunkach stresowych jest fosforylowane
i trimeryzowane, wigze si¢ z regionami promotorowymi
genéw hsp i indukuje ich transkrypcje [1]. Zalezno$¢
miedzy ekspresja genow hsp a stresem wywolanym
przez leki przeciwgrzybicze udato si¢ wykaza¢ zaréwno
u drozdzy jak i grzybow strzepkowych [90]. W przy-
padku dermatofitéw ekspozycja na subletalne dawki
roznych lekéw przeciwgrzybiczych powoduje modu-
lacje kilku genéw hsp; w odpowiedzi na terbinafine,
acyklowir i zwigzek PHS11A dochodzi do wzmozonej
ekspresji genow kodujacych biatka nalezace gléwnie do
rodziny Hsp70 a w przypadku odpowiedzi na itrako-
nazol i amfoterycyne B — do rodziny matych Hsp [47,
59]. Biatka Hsp70 wystepuja w postaci monomerow
i wspdlpracuja z rodzing ko-chaperonéw Hsp40, pod-
czas gdy mate Hsp tworza kompleksy oligomeryczne,
ktére wigzg sie z denaturowanymi biatkami [83].

W odpowiedzi na terbinafine i acyklowir u T. rub-
rum dochodzi do wzmozonej ekspresji genu kodu-
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jacego Hsp90, czynnika transkrypcyjnego Hsfl oraz
czynnika regulujacego funkcje Hsp90 i biorgcego udziat
w dojrzewaniu kinaz - Cdc37 [47, 83]. W przypadku
T. interdigitale oraz T. rubrum, ktére byly poddawane
zmianom temperatury dochodzilo do zwiekszonej
ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych Hsfl oraz PacC
[47]. U szczepu T. interdigitale z nieaktywnym genem
PacC, transkrypcja genu hsfl byta zdecydowanie rézna
w poréwnaniu z innymi genami hsp [58]. Martinez-
-Rossi 1 wsp. [59] wysnuli na tej podstawie wniosek,
ze wystepuje powigzanie miedzy PacC i biatkiem Hsfl
a poziomem biatek Hsp, co posrednio moduluje odpo-
wiedz komorki grzyba na stres zwigzany z obecnosci
substancji leczniczej w Srodowisku. Natomiast w przy-
padku T. rubrum narazonego na dzialanie kwasu unde-
cylenowego, nie wykazano, aby doszlo do wzmozonej
ekspresji genéw biatek Hsp. Przypuszczalnie, istnieja
inne strategie radzenia sobie z czynnikiem szkodliwym,
ktérymi moga by¢ m. in. aktywacja szlakow zwigzanych
z metabolizmem lipidéw czy elementéw zwiazanych ze
stresem oksydacyjnym oraz alternatywnego modelu
skladania genéw (w oryginale splicing) [62].

Biatko Hsp90, jedno z najbardziej konserwatywnych
bialek z rodziny Hsp, jest funkcjonalnie powigzane
z szeroka gamg innych biatek w komorce, a jego dziata-
nie polega na kontrolowaniu skladania biatek do aktyw-
nych konformacji [54]. U drozdzy Saccharomyces cere-
visiae, Hsp90 oddzialuje z okoto 10% wszystkich biatek
[55]. Bialko Hsp90 tworzy zlozona sie¢ z kalcyneuryna
i innymi biatkami komdrkowymi, ktére koordynuja
kompensacyjne mechanizmy naprawcze, petniac decy-
dujaca role w wielu proceséw wewnatrzkomorkowych,
w tym w zmianach morfogenetycznych, adaptacji do
stresu i opornosci na substancje przeciwgrzybicze [14,
87]. U C. albicans i S. cerevisiae, biatko Hsp90 moze
by¢ odpowiedzialne za oporno$¢ na zwiazki azolowe
oraz przypuszcza sie, Ze w sposob posredni wplywa na
wyksztalcenie opornosci na echinokandyny [14, 87].
Mechanizm tego zjawiska polega na aktywacji fosfatazy
kalcyneuryny przez Hsp90 w warunkach stresowych
[13, 87]. Niemniej jednak lokalizacja komodrkowa biatka
Hsp90 jest inna u réznych grup i gatunkéw grzybow
chorobotwdrczych, a tym samym funkgje jakie przyj-
muje wobec czynnikéw szkodliwych sg odmienne.
U Cryptococcus neoformans bialko Hsp90 zlokalizowane
jest gléwnie na powierzchni komorki, co przektada sie
na naturalng oporno$¢ na inhibitory $ciany komérko-
wej [10], natomiast w przypadku A. fumigatus wyste-
puje ono gltéwnie w cytozolu, a dopiero w momencie
dzialania substancji leczniczych, ktére doprowadzaja
do uszkodzenia $ciany komorkowej, zaczyna groma-
dzi¢ si¢ w obszarach przegrod strzepek i samej $cianie
komoérkowej [53].

Pomimo stosunkowo dobrze poznanych mecha-
nizméw dotyczacych roli biatka Hsp90 w odpowiedzi
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na substancje przeciwgrzybicze u grzybow drozdzo-
podobnych i niektérych plesni, niewiele wiadomo na
temat interakcji wewnatrzkomoérkowych i biologicznej
roli tych bialek u dermatofitéw. Zahamowanie in vitro
funkcjonowania biatka Hsp90 u T. rubrum powodowato
zwiekszong wrazliwo$¢ na mykafungine i itrakonazol,
poprawiajac skuteczno$¢ tych srodkéw w terapii prze-
ciwgrzybiczej [27, 58]. Dodatkowo, hamowanie aktyw-
nosci biatka Hsp90 uposledzato wzrost in vitro grzy-
béw hodowanych na pozywce z fragmentami ludzkich
paznokci i modulowalo ekspresje innych genéw hsp,
a takze genu pacC [4, 27]. Czynnik transkrypcyjny PacC
zaangazowany jest w patogennos$¢ dermatofitow, co
sugeruje, ze biatko Hsp90 odgrywa istotng role zardwno
w patogennosci, jak i podatnos$ci na leki u T. rubrum [4,
27,47]. Zaobserwowany zwigzek miedzy hamowaniem
aktywnosci biatka Hsp90 a zwigkszong podatnoscig na
niektore srodki przeciwgrzybicze u T. rubrum sprawia,
ze to biatko opiekuncze moze zosta¢ wykorzystane
jako nowy cel terapii, a hamowanie jego aktywnosci
jako potencjalna strategia leczenia dermatofitoz [47].
Dotychczas wykazano, ze inhibitory i przeciwciala
anty-Hsp90, takie jak radicikol, geldanamycyna i ana-
logi tego zwiazku, wiaza si¢ z regionem N-koncowym
biatka Hsp90 w miejscu wigzania ATP i prowadza do
jego inaktywaciji [36, 46].

8. Mutacje w genach docelowych enzymow
wplywajace na lekoopornos¢

Opisanych jest wiele przyktadéw zwigzanych z muta-
cjami w genach kodujacych enzymy zwiazane z synteza
ergosterolu i elementdw $ciany komoérkowej, ktore spo-
wodowaly wystgpienie opornosci na $rodki przeciw-
grzybicze zwigzane z tymi elementami. Azole hamuja
aktywno$¢ 14-a demetylazy lanosterolu przez wigzanie
azotu w pierscieniu azolowym z atomem Zelaza grupy
hemowej biatka [98]. Mutacje w genie ergll, ktory
koduje 14-a demetylaze lanosterolu, czesto stwierdza
sie w izolatach klinicznych C. albicans wykazujacych
opornos¢ na azole. Mutacje te nie wplywaja na funkcje
enzymu i czesto towarzyszy im utrata heterozygotycz-
nosci, co jeszcze zwigksza opornos$¢ na te leki przeciw-
grzybicze [85]. Ponadto, mutacje w genie ergll maja
rézny wplyw na zmiany powinowactwa lekéw azolo-
wych do elementéw docelowych [64]. Niektore muta-
cje ostabiajg badz zrywaja wigzanie wodorowe mie-
dzy lekiem a docelowym biatkiem, zmniejszajac tym
samym powinowactwo lekow triazolowych o krétkich
»ogonach” (np. worikonazol, flukonazol), ale juz nie
tych o dlugich ,,ogonach” [78]. Mozna wigc stwierdzi¢,
ze w zaleznosci od typu mutacji, oporno$¢ moze wysta-
pi¢ na wszystkie leki azolowe, albo tylko na pojedyn-
czych przedstawicieli tej grupy [58, 85].

Waznym enzymem docelowym lekéw przeciwgrzy-
biczych jest epoksydaza skwalenowa, ktora uczestniczy
w szlaku biosyntezy ergosterolu poprzez katalizowa-
nie epoksydacji skwalenu do 2-3-oksoskwalenu [58].
Terbinafina, ktora jest aktualnie najpopularniejszym
lekiem stosowanym przy leczeniu dermatofitoz, hamuje
aktywnos¢ epoksydazy skwalenowej, prowadzac do
wyczerpania ergosterolu i akumulacji skwalenu [25].
Mutacje w genie kodujacym epoksydaze skwalenowa
prowadza do zmian strukturalnych w strukturze
enzymu i zmniejszenia wigzania terbinafiny z biatkiem
bez powodowania zaburzen w biosyntezie ergosterolu
[60]. Dotychczas opisano kilka izolatow klinicznych
T. rubrum opornych na terbinafine, a tylko dwa z nich
wykazaly mutacje zwigzane z tym genem [60]. Warty
zauwazenia jest fakt, ze oba izolaty byly oporne na
wszystkie badane inhibitory epoksydazy skwalenowej,
a molekularnie wykazano, ze mutacje w genie znaj-
dowaly si¢ w tym samym regionie, w ktérym ziden-
tyfikowano je u szczepow S. cerevisiae opornych na
terbinafine [58, 60]. Ponadto, wykazano, ze ekspresja
genu epoksydazy skwalenowej niosacej mutacje, obja-
wiajgce si¢ podstawieniami pojedynczych aminokwa-
séw w bialku, u C. albicans zmniejszala podatnos¢ na
inhibitory tego enzymu [58]. Podobnie, pojedyncze
mutacje punktowe zmieniajgce sekwencje aminokwa-
séw w biatku u A. nidulans i A. fumigatus byly zwigzane
z opornoscia na terbinafing u tych szczepow [67, 76].

W badaniu, w ktéorym oceniono 2056 izolatdéw
T. rubrum i T. interdigitale pod katem opornos$ci na
terbinafine, stwierdzono, ze tylko 17 z nich, mniej niz
1%, bylo opornych na ten lek [93]. Po analizie sekwencji
genu epoksydazy skwalenowej wykryte zostaly punk-
towe mutacje w czterech loci, ktore prawdopodobnie
mogty by¢ odpowiedzialne za oporno$¢ [93]. Ten sam
uklad mutacji wprowadzony doswiadczalnie do der-
matofitu modelowego Arthoderma vanbreuseghemii,
objawil si¢ powstaniem szczepdw mniej podatnych na
terbinafine [93]. Co wiecej, analiza poziomu ekspresji
genéw nie ujawnita zadnych innych istotnych réznic
miedzy mutantami a szczepami dzikimi, co wskazuje,
ze zwigkszona odporno$¢ na te substancje spowodo-
wana byta tymi czterema mutacjami [93].

Rosnaca opornos¢ na azole u niektérych gatunkéw
grzybow z rodzaju Candida sprawita, ze echinokandyny
staly sie terapia pierwszego rzutu w przypadkach inwa-
zyjnej kandydozy. Ta klasa lekdw hamuje podjednostke
tks syntazy glukanu [89]. U szczepow C. glabrata, ktére
wykazywaly opornos¢ na terbinafine, zidentyfikowane
zostaly mutacje znajdujace si¢ w genach kodujacych
podjednostki fks1 i fks2 enzymu, podczas gdy u innych
gatunkow rodzaju Candida mutacje wykazywano tylko
w genie podjednostki tksl [43]. Ten mechanizm opi-
sano rowniez u opornych na echinokandyny szczepow
A. fumigatus [58]. Ponadto, zmniejszona wrazliwos¢
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na te leki gatunkoéw klasyfikowanych w kompleksach
C. parapsilosis i C. guilliermondii wigze si¢ z wystepo-
waniem polimorfizmu podjednostki fks1, chociaz zna-
czenie kliniczne tego zjawiska nie jest pewne, poniewaz
grzyby te sg czgsto skutecznie leczone echinokandynami
[43, 89]. Poza konsekwencjami mutacji w genie kodu-
jacym podjednostke tksl syntazy glukanu, ktore skut-
kujg wystepowaniem opornosci na echinokandyne, nie
sa znane skutki jakie niosa mutacje w podjednostkach
tks2 i fks3 [89]. Chociaz oporno$¢ na echinokandyny
u S. cerevisiae wynika z mutacji w genie kodujacym
podjednostke fks2, to eksperymentalna delecja zaréwno
genu fks2, jak i fks3 u tego gatunku spowodowala lepszy
wzrost in vitro w wyniku ekspozycji na kaspofunginy
[89]. Wykazano réwniez, ze podjednostki fks2 i fks3
u C. albicans dzialaja jako regulatory dla podjednostki
tksl syntazy glukanu [89]. Badania przeprowadzone
w ostatnich latach wykazaly réwniez, ze anidulafungina
ma silne dziatanie przeciwko dermatofitom in vitro, ale
jej znaczenie w uzytku klinicznym nie zostalo jeszcze
ustalone [3, 18]. Brak badan skutecznos$ci echinokan-
dyn in vivo ogranicza zatem ich zastosowanie w leczeniu
dermatofitoz, co moze leze¢ u podstaw braku opisanych
dotychczas opornych na te leki szczepéw dermatofitow.

9. Elementy strukturalne komorki wplywajace
na lekoopornos$¢

Oprécz mechanizméw obejmujacych stres i modyfi-
kacje miejsca dziatania dla substancji przeciwgrzybiczej
takze inne czynniki, takie jak struktura komorki grzyba
czy organizacja komoérkowa, moga wptywa¢ na opor-
nosc¢ i tolerancje na lek [24]. Przykladem takiej formy
strukturalnej odpowiedzialnej za opornos¢ jest zdolnosé¢
do wytwarzania biofilmu. Struktury te skladaja si¢ ze
zfozonych, powigzanych miedzy sobg i majacych kon-
takt ze Srodowiskiem populacji komorek, osadzonych
w macierzy zewnatrzkomdrkowej. Obecnie biofilmy
uwazane s3 za najbardziej rozpowszechnione formy
wzrostu drobnoustrojow [75]. Biofilmy odpowiedzialne
sa za zakazenia szerokim spektrum drobnoustrojow
prokariotycznych i eukariotycznych u ludzi i zwierzat,
czesto zwigzanych ze zwiekszong trudnoscig w leczeniu
przeciwgrzybiczym. Czynniki, ktdre przyczyniaja sie do
wysokiej nieprzepuszczalno$ci biofilmu dla wielu sub-
stancji leczniczych, wynikaja przede wszystkim z jego
ztozonej struktury, obecnosci macierzy pozakomorko-
wej, heterogennosci metabolicznej populacji zasiedla-
jacych i zwigkszonego poziomu ekspresji gendw zwia-
zanych z pompami wyplywowymi u organizméw, ktére
go tworza [75]. Macierz, ktdra otacza populacje drob-
noustrojow zasiedlajgcych biofilm dziala jako bariera
tizyczna, chronigc te drobnoustroje przed lekami i od-
powiedzia immunologiczna gospodarza oraz tworzac
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subpopulacje zdolng tolerowaé wyzsze stezenia lekow
[24, 75]. Ze wzgledu na powigzanie opornosci lekowej
z dermatofitozami, sugerowane jest, ze biofilmy moga
dziala¢ jako zrédta trwatej infekeji i opornosci przeciw-
grzybiczej np. w onychomykozach [7, 39]. Wykazano
takze zdolnos¢ dermatofitow to tworzenia biofilmow
w modelu z wykorzystaniem pozywki z ludzkimi paz-
nokciami jako zrédlem substancji odzywczych [6].

Artrokonidia, ktére powstaja w wyniku fragmen-
tacji strzepek i sg glownym elementem transmisyjnym
dermatofitow, uwazane sg za jeden z kluczowych ele-
mentéw strukturalnych wptywajacych na opornosé
grzybow tej grupy [38]. Wynika to z faktu, ze zarodniki
te wykazuja znacznie wiekszg opornos¢ na leki prze-
ciwgrzybicze niz mikro- i makrokonidia, czy tez same
strzepki [2, 11]. Przektada si¢ to na sposdb okreslania
lekoopornosci u dermatofitow, gdzie w badaniu stezen
hamujacych wzrost (MIC) z wykorzystaniem standardu
opisanego przez CLSI (Clinical and Laboratory Stan-
dard Institute) bgdz EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing) nalezy uzy¢
splukanej z powierzchni kultury dermatofitu zawiesiny
konidéw, a nie mycelium.

10. Podsumowanie

Dermatofity stanowig jedng z najczestszych przy-
czyn infekcji grzybiczych na $wiecie, pomimo tego
badania nad wprowadzaniem nowych standardow
leczenia s3 opdznione w poréwnaniu z innymi grupami
grzybow, zwlaszcza wywolujacymi zakazenia ukladowe.
Co wiecej, narastajaca opornos¢ na leki przeciwgrzy-
bicze u dermatofitéw w znaczny sposdb wyprzedza
badania nad nowymi celami terapii. W tym artykule
zostaly omoéwione najwazniejsze molekularne mecha-
nizmy powstawania opornosci lekowej u dermatofitow,
tj. mechanizmy wyplywu lekdw z komorki, ich deto-
ksyfikacji, transkrypcyjnej modulacji genéw szlakow
sygnalowych i powstawania mutacji w genach enzy-
moéw docelowych dla substancji przeciwgrzybiczych.
Dodatkowo, scharakteryzowana zostata reakcja der-
matofitow na stres komoérkowy wywotany dziataniem
leku przeciwgrzybiczego, rola bialek szoku cieplnego
i elementéw strukturalnych komorki na powstawanie
opornosci i tolerancji na leki.

Ponadto, nalezy mie¢ réwniez na uwadze, ze sub-
stancje przeciwgrzybicze stosowane przeciwko derma-
tofitom musza przede wszystkim z latwoscia przeni-
ka¢ do skeratynizowanych struktur powierzchniowych
i utrzymywac sie w nich wystarczajaco dtugo, aby osiag-
na¢ efekt terapeutyczny. Niestety, aktualny arsenat srod-
kow leczniczych odznacza si¢ stabg zdolnoscig do pene-
tracji takich struktur, co moze posrednio przekladacé
sie na lekotolerancje i lekooporno$¢ u dermatofitow,
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w wyniku eksponowania ich na subletalne stezenia
lekéw. Brakuje réwniez badan na temat korelacji
miedzy stezeniami hamujacymi wzrost okreslanymi
w badaniu in vitro, a realng warto$cia uzyskiwang in
vivo podcz terapii. Dane naukowe badz z badan poje-
dynczych przypadkéw, nawet dotyczace samych der-
matofitow, nie oferuja wiele klinicystom w zakresie
schematow skutecznego leczenia pacjentéw, poniewaz
kliniczne wartosci stezen terapeutycznych lekéw dla
dermatofitow nie zostaly jak dotad opisane. Podczas
gdy dostepne schematy leczenia przeciwgrzybiczego, tj.
stosowanie réznych klas lekdw, badz preparatéw dzia-
tajacych miejscowo i ogélnoustrojowo lub kombinacji
tych metod sa czgsto przepisywane w przypadku der-
matofitoz, praktyka ta nie ma poparcia w badaniach
klinicznych [38]. Co najwazniejsze, nie prowadzone
s3 badania wsérdd pacjentow, u ktorych terapia prze-
ciwgrzybicza nie powiodla si¢, natomiast wiekszos¢
danych pochodzi z badan laboratoryjnych, prowadzo-
nych na dermatofitach hodowanych w kontrolowanych
warunkach. Kolejnym waznym aspektem wplywajacym
na lekoopornos¢ dermatofitéw jest fakt, ze dermato-
mykozy sg czesto leczone samodzielnie, bez konsultacji
z lekarzem, a dopiero wowczas gdy brak jest efektow,
pacjent decyduje si¢ zasiegna¢ porady specjalisty.
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Streszczenie: W pracy omoéwiono wplyw drozdzy Saccharomyces cerevisiae na zawarto$¢ zwiazkow lotnych, etanolu, glicerolu i kwasowosé
lotng win oraz znaczenie inokulacji drozdzami nie-Saccharomyces i S. cerevisiae dla poprawy zlozonosci aromatycznej i charakterystycz-
nych cech win. Ponadto przedstawiono oddzialywanie sekwencyjnej inokulacji S. cerevisiae i bakterii mlekowych z gatunku Oenococcus
oeni na zawarto$¢ zwiazkow lotnych, diacetylu, acetoiny, kwasowos¢ lotna, degradacje kwasu jabtkowego, zawartos¢ bursztynianu dietylu,
mleczanu etylu, amin biogennych oraz podkre$lono zalete jednoczesnej inokulacji, jaka jest skrdcenie czasu fermentacji. Zwrécono uwage
na role rodzimych szczepéw drozdzy i bakterii mlekowych w zwigkszeniu regionalnego charakteru win. Oméwiono takze znaczenie enzy-
moéw wytwarzanych przez drozdze i bakterie oraz wzrost zainteresowania zdolnoscia przeprowadzania fermentacji jabtkowo-mlekowej
przez gatunki bakterii nie-O. oeni, takie jak Lactobacillus i Pediococcus.

1. Wprowadzenie. 2. Fermentacja alkoholowa i jablkowo-mlekowa. 3. Wplyw drozdzy i bakterii mlekowych na parametry enologiczne
win. 3.1. S. cerevisiae. 3.2. Nie-Saccharomyces. 3.3. Bakterie mlekowe. 4. Podsumowanie

INFLUENCE OF YEAST AND LACTIC ACID BACTERIA ON THE CONTENT
OF VOLATILE COMPOUNDS AND OTHER OENOLOGICAL PARAMETERS OF WINES

Abstract: The effect of Saccharomyces cerevisiae yeast on the content of volatile compounds, ethanol, glycerol and volatile acidity of wines
as well as the importance of inoculation with non-Saccharomyces and S. cerevisiae yeast for improving the aromatic complexity and char-
acteristic features of wines were discussed in the paper. Moreover, the consequence of sequential inoculation of S. cerevisiae and lactic
acid bacteria Oenococcus oeni on the content of volatile compounds, diacetyl, acetoine, volatile acidity, degradation of malic acid, content
of diethyl succinate, ethyl lactate, biogenic amines was presented. The advantage of simultaneous inoculation, which is the reduction of
fermentation time, was emphasized. The work highlights the role of indigenous strains of yeast and lactic acid bacteria in increasing the
regional character of wines. The importance of enzymes produced by yeast and bacteria, as well as the increased interest in the ability of
non-O. oeni species, such as Lactobacillus and Pediococcus, to perform malolactic fermentation were also discussed.

1. Introduction. 2. Alcoholic and malolactic fermentation. 3. Effect of yeast and lactic acid bacteria on oenological parameters of wines.
3.1.S. cerevisiae. 3.2. Non-Saccharomyces. 3.3. Lactic acid bacteria. 4. Summary

Stowa kluczowe: wino, drozdze, bakterie mlekowe

Keywords: wine, yeast, lactic acid bacteria

1. Wprowadzenie

Wino jest zlozong matryca, zawiera zwigzki o réz-
nych wlasciwosciach chemicznych. Zwiazki lotne ksztat-
tujg aromat wina, zatem odgrywajg wazng role w jego
jakosci sensorycznej [9, 88]. Aromat wina mozna
podzieli¢ na cztery grupy: odmianowy (typowy dla od-
miany winorosli), pre-fermentacyjny (powstajacy pod-
czas przetwarzania winogron), fermentacyjny (wytwa-
rzany przez drozdze podczas fermentacji alkoholowej
i bakterie w trakcie fermentacji jabtkowo-mlekowej)
i po-fermentacyjny (powstajacy w wyniku dojrzewania
wina) [52, 88]. Cze$¢ zwigzkéw aromatycznych wina
jest uwalniana z winogron i/lub modyfikowana przez

drozdze i bakterie. Poprzez wybodr kultury starterowe;j
do przeprowadzenia fermentacji, mozna produkowa¢
wina o specyficznych profilach lotnych [77].
Tradycyjna fermentacja jest procesem spontanicz-
nym prowadzonym sekwencyjnie przez rézne rodzaje
drozdzy, naturalnie obecne na winogronach lub w win-
nicy. W nowoczesnym winiarstwie fermentacja alko-
holowa zachodzi zazwyczaj przy uzyciu kultur starte-
rowych wybranych szczepéw S. cerevisiae dostepnych
w handlu [25]. Zastosowanie kultur startowych pozwala
kontrolowac¢ proces fermentacji i poprawia jako$¢ wina,
z uwagi na redukcje wielu niepozadanych zapachéw.
Jednak w minionym dziesigcioleciu pojawily sie opi-
nie, ze uzywanie kultur starterowych doprowadzito do
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standaryzacji sensorycznej win i utraty ich typowosci
zwigzanej z terroir (obszarem uprawy winoroéli i pro-
dukcji win). Z tego wzgledu, obecnie rosnie znaczenie
wyboru rodzimych, autochtonicznych szczepow, ktore
lepiej aklimatyzuja si¢ do pierwotnego $rodowiska
i powoduja zachowanie typowych wlasciwosci senso-
rycznych wina [21, 26]. Mikrobiom winogron i wina,
zalezy od odmiany winoroéli, potozenia geograficznego
winnicy, warunkow klimatycznych i praktyk agrono-
micznych i jest uwazany przez winiarzy i enologéw za
wazny czynnik wplywajacy na zapach wina [9]. W kilku
publikacjach opisano izolacje, selekcje i analize rodzi-
mych szczepow S. cerevisiae [20, 78, 81]. Jednoczesnie
opublikowano prace dotyczace wykorzystania rodza-
jow innych niz Saccharomyces do produkeji wina [31,
55, 78]. Sugerowane jest wykorzystanie multi-startero-
wego inokulum zlozonego z drozdzy nie-Saccharomyces
i Saccharomyces w celu nasladowania spontanicznej fer-
mentacji alkoholowej, uniknigcia ryzyka zahamowania
lub powolnej fermentacji, a takze polepszenia zlozo-
nosci aromatycznej wina w poréwnaniu do fermentacji
z czystg kultura S. cerevisiae [21, 26].

W sprzyjajacych warunkach fermentacja jabtkowo-
-mlekowa moze zachodzi¢ spontanicznie. Wzrost
populacji rodzimych bakterii mlekowych zalezy od ich
zdolno$ci do wykorzystywania cukrow, aminokwasow
i tolerowania wielu czynnikéw stresowych, w tym kwa-
sowosci (pH <3,5), SO, (>10mg/l), wysokich stezen
etanolu (> 16 % v/v) i niskich temperatur (< 12°C) [14,
23]. Jednak wiekszos¢ producentéw wina woli zmini-
malizowac¢ ryzyko nieudanej lub powolnej fermentacji
jabtkowo-mlekowej poprzez zaszczepienie niezawodng,
dostepng w handlu kulturg starterowy [6, 7, 14]. Bak-
terie mlekowe moga by¢ zaszczepione przed zakoncze-
niem fermentacji alkoholowej lub po jej zakonczeniu
[7]. Gatunek Oenococcus oeni uwazany jest za najbar-
dziej wydajny i specyficzny dla fermentacji jabtkowo-
-mlekowej [53], aczkolwiek ro$nie zainteresowanie
wykorzystywaniem innych gatunkéw bakterii, np.
Lactobacillus plantarum, Pediococcus parvulus, P. dam-
nosus i P. inopinatus. Ponadto, w celu zwigkszenia regio-
nalnej tozsamosci win, izolowane s3 réwniez rodzime
szczepy bakterii [7].

2. Fermentacja alkoholowa i jablkowo-mlekowa

Podczas fermentacji alkoholowej (AF) z udzialem
drozdzy, obok etanolu i dwutlenku wegla, powstaje
szereg lotnych metabolitow, ktdrych ilosci sg niewiel-
kie, ale znaczace z punktu widzenia aromatu wina [77].
Naleza do nich: alkohole wyzsze, kwasy tluszczowe,
aldehydy, estry, ketony i lotne fenole [73]. Alkohole
wyzsze s3 przede wszystkim syntetyzowane przez droz-
dze w szlaku anabolicznym z glukozy oraz, w mniej-
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szym stopniu, w szlaku katabolicznym z odpowiadaja-
cych im aminokwasow, np. leucyna jest przeksztalcana
w 3-metylo-1-butanol (alkohol izoamylowy), walina
w 2-metylo-1-propanol (alkohol izobutylowy), a fenylo-
alanina w 2-fenyloetanol [38, 73]. Kwasy tluszczowe
moga by¢ wytwarzane przez drozdze za posrednic-
twem szlakéw anabolicznych lub podczas B-utleniania
dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych. Aldehydy
powstaja z nienasyconych kwasow tluszczowych (kwas
linolowy, kwas linolenowy) oraz w wyniku aktywnosci
lipooksygenazy. Estry octanowe s3 produktami reakcji
acetylo-CoA z alkoholami wyzszymi, ktére powstaja
w wyniku degradacji aminokwasow, weglowodandw
ilipidow. Estry etylowe kwasow tluszczowych powstaja
pod wplywem enzymoéw drozdzy i etanolizy acetylo-
-CoA, ktory jest wytwarzany podczas syntezy lub
degradacji kwaséw tluszczowych. Ketony sg produk-
tami kondensacji aktywowanych kwaséw tluszczowych.
Lotne fenole (np. 4-etylofenol) moga powstawac wsku-
tek dekarboksylacji kwaséw hydroksycynamonowych
(49, 65, 73, 80]. Wytwarzanie i zawarto$¢ metabolitow,
pozadanych lub niepozadanych, powstajacych podczas
fermentacji zalezy od udziatu poszczegdlnych rodzajow
i szczepow drozdzy [83].

Fermentacja jablkowo-mlekowa (malolaktyczna;
MLF) polega na konwersji kwasu jabtkowego do kwasu
mlekowego i dwutlenku wegla przy udziale bakterii
kwasu mlekowego [23, 75, 77]. Podstawowymi celami
MLF jest redukcja kwasowosci i poprawa stabilnosci
mikrobiologicznej poprzez usunigcie kwasu jabtkowego
- potencjalnego zrodla wegla, ktéry moze by¢ wykorzy-
stany przez bakterie (Lactobacillus, Pediococcus, Aceto-
bacter) i drozdze psujace (Brettanomyces). Ponadto
efektem MLF jest modyfikacja aromatu wina [6, 14, 53].
Bakterie kwasu mlekowego produkujg z kwasu cytry-
nowego zwigzki karbonylowe lub acetonowe, w tym
diacetyl, acetoine i 2,3-butanodiol, przy udziale liazy
cytrynianowej, co powoduje zwigkszenie maslanego
zapachu wina [75]. Fermentacja jabtkowo-mlekowa
jest niezbedna w produkcji wiekszo$ci win czerwonych,
pozadana w niektorych bialych, a takze w bazach win
musujacych [7, 76].

Szlaki metaboliczne i/lub reakcje biochemiczne
przebiegajace z udzialem drozdzy oraz bakterii mleko-
wych sg szczegdtowo opisane w kilku pracach przegla-
dowych [9, 75, 77].

Moszcz winogronowy umozliwia wzrost ograniczo-
nej liczby gatunkéw mikroorganizmow ze wzgledu na
niskie pH i wysoka zawarto$¢ cukru. Ponadto czyn-
nikiem powodujgcym selekcje drozdzy i bakterii jest
dwutlenek siarki dodawany jako $rodek przeciwutlenia-
jacy i konserwujacy. W moszczu podczas fermentacji
panuja warunki beztlenowe, nastepuje wyczerpanie
sktadnikéw odzywczych i ro$nie zawarto$¢ alkoholu,
co eliminuje wrazliwe mikroorganizmy. Wéréd mikro-
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organizmoéw bioracych udziat w produkeji wina domi-
nujg drozdze. Nalezg one do nastepujacych rodzajow:
Brettanomyces, Dekkera, Candida, Cryptococcus, Deba-
ryomyces, Hanseniaspora, Kloeckera, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Torulaspora
i Zygosaccharomyces. W spontanicznych fermentacjach,
we wczesnych stadiach, obserwuje si¢ wzrost rodzi-
mych drozdzy z rodzajéow Kloeckera, Hanseniaspora
i Candida, w srodkowych etapach, gdy etanol wzrasta
do 3-4% roénie kilka rodzajow Metschnikowia i Pichia,
a ostatnie etapy sa zdominowane przez tolerujace alko-
hol szczepy S. cerevisiae [77].

Sposrdd bakterii, w winie powszechnie wystepuja
jedynie bakterie kwasu mlekowego i bakterie kwasu
octowego. Bakterie mlekowe odgrywaja wazng role
w produkeji wina, natomiast bakterie octowe sg uwa-
zane za mikroorganizmy psujace, wytwarzajace alde-
hyd octowy i kwas octowy. Tylko cztery rodzaje bakterii
kwasu mlekowego: Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococ-
cus i Pediococcus, sa w stanie przetrwa¢ niekorzystne
warunki panujace w winie. Najlepiej przystosowanym
gatunkiem do przeprowadzenia MLF jest O. oeni [77].

3. Wplyw drozdzy i bakterii mlekowych
na parametry enologiczne win

3.1. S. cerevisiae

W winiarstwie, w wiekszosci przypadkow, za fer-
mentacje¢ alkoholowa sg odpowiedzialne komercyjne
drozdze S.cerevisiae, ktére umozliwiaja produkcje
win o przewidywalnych cechach jakosciowych. Sg one
zwykle stosowane jako kultury starterowe (aktywne
drozdze suszone) [78]. Gammacurta i wsp. [34] roz-
wazali wpltyw réznych komercyjnych szczepow S. cere-
visiae (jak rowniez O. oeni) na profile aromatyczne win
czerwonych. Wykazali, ze stezenia estréw w winach
z regionu Bordeaux zalezaly od szczepu S. cerevisiae.
Znaczgce roznice w produkgji estréw zaobserwowane
pod koniec AF, nie ulegaly zmianie po zakonczeniu
MLF i podczas dojrzewania.

Alternatywa dla S. cerevisiae moga by¢ takze
hybrydy miedzygatunkowe drozdzy Saccharomyces,
dostepne w handlu. Saccharomyces uvarum i Saccha-
romyces kudriavzevii oraz ich hybrydy z S. cerevisiae
wykazuja dobre zdolnosci fermentacyjne w niskich
temperaturach, co skutkuje winami o nizszej zawartos$ci
etanolu, kwasu octowego oraz wyzszej zawartosci glice-
rolu i zwigzkéw aromatycznych [66, 67]. Pérez-Torrado
i wsp. [67] poréwnali parametry enologiczne szcze-
pu hybrydowego S. cerevisiaex S. uvarum (S6U) oraz
szczepOw referencyjnych: S. cerevisiae T73 i S. uvarum
CECT 12930, w dwoch moszczach z czerwonych wino-

gron (Bobal i Tempranillo) i dwoch biatych (Macabeo
i Parellada), poddanych fermentacji w czterech réznych
temperaturach: 14, 18, 221 32°C. S. uvarum wykazywat
najwieksza wydajnos¢ fermentacji w niskich i srednich
temp.: 14, 18 1 22°C, S. cerevisiae — w wysokiej temp.:
32°C, natomiast szczep hybrydowy S6U - w temp.
18°C. W temp.: 14, 18, 22°C, S. uvarum wytwarzal wie-
cej glicerolu niz S. cerevisiae. W temp. 32°C wszystkie
szczepy wytwarzaly takg samg ilo$¢ glicerolu. Szczep
S. cerevisiae zwykle wytwarzal najnizszg ilos¢ glicerolu
(z wyjatkiem temp. 32°C), a drozdze hybrydowe wytwa-
rzaly $rednie lub podobne do szczepu S. uvarum ilosci
glicerolu. S. uvarum i hybryda produkowaly znacznie
mniej kwasu octowego w poréwnaniu do S. cerevisiae,
z wyjatkiem fermentacji przeprowadzonych w moszczu
z winogron Bobal i fermentacji moszczéw przeprowa-
dzonych w temp. 32°C. Szczep hybrydowy byl naj-
wigkszym lub $rednim producentem 2-metylo-1-pro-
panolu i 3-metylo-1-butanolu, z wyjatkiem fermentacji
w 32°C, i najwigkszym producentem bursztynianu
dietylu w temperaturze 18°C w badanych moszczach
oraz w temperaturze 22°C w moszczu Tempranillo
i Bobal. Ponadto autorzy pordwnali sume wszystkich
zwigzkow aromatycznych, estréw i alkoholi wyzszych
produkowanych podczas fermentacji alkoholowej przez
wszystkie szczepy w kazdej temperaturze i w kazdym
moszczu. Szczep hybrydowy S6U wytworzyl najwyzsze
poziomy zwigzkéw aromatycznych w moszczach Tem-
pranillo i Parellada w temp. 18°C, najwyzsze poziomy
estrow w Tempranillo w temp. 14°C oraz w Tempra-
nillo i Parellada w temp. 18°C. Podobne wyniki uzyskali
Gonzélez i wsp. [37] w moszczach z winogron Macabeo
i Tempranillo poddanych fermentacji w temperaturach:
14, 18,221 32°C z udziatem S. kudriavzevii, S. cerevisiae
i hybrydy S. cerevisiae x S. kudriavzevii.

Callejon i wsp. [18] poréwnali profile lotne win
z odmiany Merlot wyprodukowanych przy udziale
czterech rodzimych szczepow drozdzy S. cerevisiae
(MY, NY, OY, AGY) i jednego komercyjnego szczepu
(XR). Handlowe drozdze wybrano zgodnie z preferen-
cjami winnicy, a szczepy autochtoniczne wyizolowano
z piwnicy tej winnicy i winnicy sasiedniej. Zaobser-
wowane roznice byly raczej ilosciowe niz jakosciowe.
Stezenie wigkszo$ci zwigzkow lotnych istotnie zalezalo
od szczepu drozdzy. Najwyzsze zawartosci zwigzkow
lotnych stwierdzono w dwéch winach wyprodukowa-
nych przez autochtoniczne szczepy drozdzy (M i N).
Autochtoniczne szczepy drozdzy wytwarzaly wina
(M, N, O, AG) o réznych profilach lotnych. Wino M
wyrdznialo sie najwyzsza ogdlng zawarto$cig estrow
etylowych (np. mleczanu etylu i bursztynianu dietylu),
alkoholi (1-heksanolu i cis-3-heksen-1-olu) i kwasow
(np. kwasu heksanowego). Wino N mialo najwyzsza
zawarto$¢ aldehydow (np. aldehydu octowego), wino O
- najnizsza zawartos¢ kwasow, natomiast wino AG
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- najwyzsza zawarto$¢ estrow octanowych. Wszystkie
autochtoniczne szczepy nadawaly sie do produkcji win
o réznym stylu.

Wybrane do przeprowadzenia fermentacji kultury
startowe (komercyjne) bedace mikroorganizmami
wyselekcjonowanymi, powoduja standaryzacje wlasci-
wosci sensorycznych win [25]. Dlatego proponowane
jest stosowanie rodzimych starteréw, wybranych spo-
$§rod drozdzy bytujacych w danym regionie geograficz-
nym, jako narzedzie do produkcji win najwyzszej jako-
$ci, posiadajacych typowe cechy zwigzane z miejscem
pochodzenia. Wiele grup badawczych zaproponowato
wykorzystanie miejscowych szczepow, wyizolowanych
z okreslonych $rodowisk i wybranych na podstawie
wlasciwosci technologicznych i cech jakosciowych [26,
39, 81]. W przypadku selekcji miejscowych szczepow
S. cerevisiae nalezy wzia¢ pod uwage wiele waznych
kryteriéw enologicznych, takich jak niska produkcja
kwasowos$ci lotnej, niska produkcja siarkowodoru,
wysoka tolerancja na alkohol, wyczerpanie potencjatu
cukrowego, wysoka aktywnos¢ fermentacyjna, odpor-
no$¢ na dwutlenek siarki czy odporno$¢ na niskie
pH [57, 70]. Badania Tufariello i wsp. [81] wykazaly
wplyw bioréznorodnosci rodzimych szczepéw S. cere-
visiae, wyizolowanych ze spontanicznej fermentacji
win z winogron Negroamaro z dwdch mikroobszaréw
Salento (Wtochy), na aromat win. Profile aromatyczne
tych win réznily sie zawartoscig octandw, estréw etylo-
wych kwasow tluszczowych i alkoholi wyzszych i byly
$cidle zwigzane z geograficznym pochodzeniem droz-
dzy wykorzystywanych w procesie fermentacji. Badania
te udowodnily, Ze zastosowanie rodzimej kultury star-
terowej wzmacnia specyficzny charakter wina zwigzany
z regionem produkcji. Grieco i wsp. [39] stwierdzili,
ze dwa autochtoniczne szczepy drozdzy wyizolowane
ze spontanicznej fermentacji win Primitivo z regionu
Apulia (Wlochy) sa dobrymi kandydatami na przemy-
stowe kultury starterowe, poniewaz zdominowaly fer-
mentacje i byly zdolne wyprodukowa¢ wina charak-
teryzujace sie specyficznymi cechami enologicznymi
i organoleptycznymi. Wyniki analizy sensorycznej
tych win byly bardzo dobre. Podobne badania doty-
czace selekeji i oceny miejscowych szczepow drozdzy
winnych przeprowadzono w wielu regionach uprawy
winorosli, takich jak: Amyntaio (Grecja) [63], Xinjiang
(Chiny) [57] czy Galicja (Hiszpania) [15].

3.2. Nie-Saccharomyces

Wspolczesne trendy w produkeji wina zwrdcily sie
w kierunku mniej znanych rodzajéw drozdzy, innych
niz Saccharomyces. Drozdze z tych rodzajow przepro-
wadzajg pierwsze etapy naturalnej, spontanicznej fer-
mentacji i zapewniajg réznorodnos¢ aromatyczng win
[11]. Czyste kultury drozdzy innych niz Saccharomyces,

ANNA STOJ

ktérymi szczepiono moszcze winogronowe, wytwarzaty
szereg metabolitow powodujacych psucie win (kwas
octowy, acetoina, octan etylu i aldehydu octowego),
a takze odpowiedzialnych za nieprzyjemny zapach
(fenole winylowe i fenole etylowe zwigzane z rozwo-
jem Brettanomyces/Dekkera), co wyklucza stosowanie
takich drozdzy w wybranych kulturach starterowych.
Jednak, gdy drozdze inne niz Saccharomyces sa mie-
szane ze szczepem S. cerevisiae, ich negatywna aktyw-
nos$¢ metaboliczna moze nie by¢ wyrazona lub moze
by¢ modyfikowana przez aktywno$¢ metaboliczna
kultury starterowej S. cerevisiae [24, 25, 35]. Ponadto
drozdze inne niz Saccharomyces na ogot nie sa zdolne
do zakonczenia AF samodzielnie, dlatego muszg im
towarzyszy¢ drozdze winiarskie S. cerevisiae. To mozna
osiagnac za pomoca inokulacji najpierw drozdzami nie-
-Saccharomyces, a nastepnie drozdzami winiarskimi
S. cerevisiae, aby zakonczy¢ fermentacje. Jest to znane
jako sekwencyjne szczepienie, w przeciwienstwie do
jednoczesnej inokulacji (koinokulacji, kofermentacji,
inokulacji mieszanej), w ktorej dwa lub wigcej rodzajow
drozdzy dodaje si¢ w tym samym czasie. Drozdze inne
niz Saccharomyces maja stabe zdolnosci fermentacyjne
i moga by¢ hamowane przez S. cerevisiae, dlatego czas
inokulacji moze by¢ kluczowy dla niektorych szczepow
innych niz Saccharomyces, z punktu widzenia wptywu
na sklad wina lub profil sensoryczny [11, 12, 83].

W ostatnich latach, zaproponowano zastosowanie
podczas fermentacji wina wybranych drozdzy innych
niz Saccharomyces wraz ze szczepem starterowym
S. cerevisiae, w celu poprawy zlozono$ci aromatycznej
i charakterystycznych cech win [24, 25, 35]. Stosowanie
drozdzy innych niz Saccharomyces w procesach fermen-
tacji poprawia parametry jako$ci, tzn. obniza zawartos¢
etanolu, zwigksza zawartos¢ glicerolu, polepsza ztozo-
no$¢ aromatyczng win, zwigksza kwasowos¢, zwiek-
sza zawarto$¢ antocyjandw, zwicksza zawartos¢ poli-
sacharydéw i mannoprotein. Przy uzyciu niektérych
rodzajéw innych niz Saccharomyces mozna réwniez
zmniejszy¢ zawarto$¢ amin biogennych lub karbami-
nianu etylu, zwiazkow szkodliwych, ktore wplywajg na
bezpieczenstwo zywnosci [11, 12]. W Tabeli I przedsta-
wiono wyniki badan dotyczacych wplywu inokulacji
drozdzami nie-Saccharomyces i S. cerevisiae na zwigzki
aromatyczne i inne parametry enologiczne win.

Wiekszos¢ badan koncentrowala si¢ na ocenie
wplywu drozdzy z rodzaju nie-Saccharomyces na zwiazki
lotne win. W kilku pracach oceniono wplyw enzymow
wytwarzanych przez te drozdze na aromat win. Enzymy
zwiekszaly uwalnianie zwigzkéw lotnych podczas
produkgji wina. B-glukozydaza ze szczepu Hansenia-
spora uvarum wykazywala katalityczng specyficzno$¢
wobec aromatycznych glikozydéw Cl13-norizopreno-
idow i niektorych terpenéw, powodujac zwiekszenie
zawarto$ci tych zwigzkéw w winie i wzmocnienie
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Whplyw inokulacji drozdzami S. cerevisiae i nie-Saccharomyces na zwiazki aromatyczne i inne parametry enologiczne win
w poréwnaniu do fermentacji z czysta kultura S. cerevisiae

Gatunek Komercyjny/ | Technika Odmiana Wplyw na zwigzki aromatyczne Pi$mien-
endogenny inokulacji winoroéli i parametry enologiczne win nictwo
Toluraspora delbrueckii | komercyjny  [sekwencyjna |Tempranillo poprawa zlozonosci aromatycznej win; [58]
lub endogenny wyzsza zawarto$¢ estrow; nizsza produkcja
glicerolu, 2,3-butanodiolu; wyzsza produk-
cja diacetylu, mleczanu etylu i octanu
2-fenyloetylu; produkcja 3-etoksypropanolu
Toluraspora delbrueckii | komercyjny  |mieszana lub |Corvina, Rondinella, | wyzsza zawarto$¢ 2-fenyloetanolu, alkoholu (4]
sekwencyjna |Corvinone benzylowego, furfuralu, linalolu i a-terpi-
neolu; nizsza zawarto$¢ kwasu octowego,
cyronellolu i nerolu
Toluraspora delbrueckii | endogenny sekwencyjna |Tempranillo wyzsza produkcja alkoholi wyzszych; [31]
wyzsza produkcja 2-metylo-1-propanolu,
2-fenyloetanolu, 1-butanolu i metionolu
Lachancea endogenny sekwencyjna |Tempranillo wyzsza produkcja alkoholi wyzszych; [31]
thermotolerans wyzsza produkeja 2-metylo-1-propanolu
i 1-propanolu, acetoiny i mleczanu etylu
Starmerella bacillaris | endogenny mieszana lub |Barbera wyzsza produkcja zwiazkow lotnych; [30]
(Candida zemplinina) sekwencyjna poprawa profilu aromatycznego;
wyzsza zawarto$¢ glicerolu
Starmerella bacillaris | endogenny sekwencyjna |Cabernet sauvignon, | nizsza zawarto$¢ estréw ogotem; [29]
(Candida zemplinina) Merlot, Pinot noir, nizsza zawarto$¢ octanu etylu;
Shiraz wyzsza zawarto$¢ kwasow ogotem;
wyzsza zawarto$¢ glicerolu
Starmerella bacillaris | endogenny mieszana lub |Kotsifali, Mandilari | poprawa ztozono$ci aromatycznej win [64]
(Candida zemplinina) sekwencyjna
Starmerella bacillaris | endogenny sekwencyjna |Shiraz wyzsza zawarto$¢ laktondw i terpendw [87]
(Candida zemplinina)
C.stella komercyjny  |mieszana Cabernet sauvignon | poprawa zfozonosci aromatycznej win; [56]
i endogenny wyzsza zawarto$¢ estrow, kwasow
thuszczowych i norizoprenoidéw
Hanseniaspora uvarum | endogenny mieszana lub | Cabernet sauvignon | wyzsza produkcja terpendw, [45]
sekwencyjna |Ecolly C13-norizoprenoid6w, estréw octanowych,
estrow etylowych i kwaséw ttuszczowych
Hanseniaspora komercyjny  |mieszana Cabernet sauvignon | wyzsza produkcja alkoholi wyzszych [56]
uvarum i endogenny
Hanseniaspora endogenny sekwencyjna |Bolero, Rondo, wyzsza produkeja glicerolu, octanu etylu [55]
uvarum Regent i kwasu octowego
Metschnikowia endogenny sekwencyjna |Shiraz, Chardonnay | nizsza zawarto$¢ etanolu; [85]
pulcherrima wyzsza zawarto$¢ octanu etylu,
fenyloetanolu i octanu 2-fenyloetanolu
Metschnikowia endogenny mieszana Merlot nizsza zawartos$¢ etanolu; wyzsza zawartos¢ [84]
pulcherrima octanu etylu, estréw ogdtem, alkoholi
wyzszych ogotem i zwigzkow siarki ogdtem
Metschnikowia endogenny sekwencyjna | Tempranillo wyzsza produkeja alkoholi wyzszych; [31]
pulcherrima wyzsza produkcja 2-metylo-1-propanolu
i metionolu
Metschnikowia komercyjny  |mieszana Cabernet poprawa zfozonosci aromatycznej win; [56]
pulcherrima i endogenny sauvignon wyzsza produkcja alkoholi wyzszych
M. viticola endogenny sekwencyjna |Bolero, Rondo, wyzsza produkcja 2-heksenianu etylu [55]
Regent i octanu (Z)-3-heksenylu
M. fructicola endogenny sekwencyjna |Bolero, Rondo, wyzsza zawarto$¢ pentanianu etylu, [55]
Regent heptanianu etylu i octanu 2-metylopropylu
Pichia kluyveri komercyjny  [sekwencyjna |Shiraz wyzsza zawartos$¢ aldehydu octowego [87]

i 2-fenylooctanu etylu
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Gatunek Komercyjny/ | Technika Odmiana Wplyw na zwigzki aromatyczne Pi$mien-
endogenny inokulacji winorosli i parametry enologiczne win nictwo
P, fermentans komercyjny | mieszana Cabernet sauvignon | poprawa zlozono$ci aromatycznej win; [56]
i endogenny wyzsza zawartos¢ estrow, kwasow
tluszczowych i norizoprenoidéw
Williopsis pratensis endogenny sekwencyjna | Tempranillo wyzsza produkcja octandw; [31]
wyzsza produkcja 2-fenylooctanu etylu
Issatchenkia orientalis |komercyjny | mieszana Cabernet wyzsza produkcja alkoholi wyzszych [56]
i endogenny i endogenny sauvignon
Schizosaccharomyces | endogenny mieszana lub | Garnacha nizsza produkeja kwasu jabtkowego [13]
pombe sekwencyjna

aromatow kwiatowych, stodkich, jagodowych i orze-
chowych [46]. Preparat glikozydazy ze szczepu Rho-
dotorula mucilaginosa, wykazujacy wysoki poziom
B-glukozydazy, hydrolizowal glikozydy zwigzkow
benzenowych i C13-norizoprenoidéw, tak wigc popra-
wial aromaty kwiatowe i owocowe wina [47]. Z kolei
Kluyveromyces marxianus mial wysoka aktywnos¢
B-liazy, a zatem wykazywal zdolnos¢ uwalniania tioli
z prekursoréw aromatéw w winogronach [10]. Wysoki
potencjal enzymatyczny drozdzy nie-Saccharomyces
sprawia, ze stanowig przydatne narze¢dzie do poprawy
aromatu win [8].

3.3. Bakterie mlekowe

W ciggu ostatnich lat opracowano i wprowadzono
do handlu bakteryjne kultury starterowe do prowadze-
nia fermentacji jabtkowo-mlekowej (MLF). Przyczynilo
sie to do poprawy wydajnosci i niezawodno$ci MLE.
Najczesciej te kultury starterowe wykorzystuja bakterie
z gatunku Oenococcus oeni. Jednoczesnie prowadzono
badania majace na celu okreslenie optymalnego czasu
zaszczepienia. Bakteryjne kultury starterowe O. oeni
moga by¢ szczepione sekwencyjnie (po AF, technika
tradycyjna) lub jednocze$nie z drozdzami (na poczatku
lub pod koniec AF) [7].

W winiarstwie najczesciej stosuje si¢ szczepienie
sekwencyjne. Opublikowano wiele prac dotyczacych
wplywu szczepienia sekwencyjnego na aromat i para-
metry enologiczne win. Costello i wsp. [27] wykazali, ze
zawarto$¢ zwigzkow aromatycznych w winie Cabernet
Sauvignon, takich jak: diacetyl, mleczan etylu, estry ety-
lowe kwasow ttuszczowych, kwasy lotne, alkohole wyz-
sze, zalezy od szczepu O. oeni, skladu wina (szczegolnie
zawartosci etanolu i pH przed MLF), a takze od regionu
pochodzenia winogron. Wedlug Gammacurta i wsp.
[33] stezenia wiekszosci zwigzkow lotnych w winach
po fermentacji alkoholowej (AF) zalezaly od odmiany
winogron (Cabernet Sauvignon i Merlot), natomiast
byly nieznacznie zmienione przez bakterie mlekowe.
Jednak stezenia rozgalezionych hydroksylowanych

estrow, takich jak 2-hydroksy-3-metylobutanian etylu
i 2-hydroksy-4-metylopentanian etylu, byly silnie zwig-
zane ze szczepem bakterii, natomiast nie zalezaly od
odmiany winogron lub drozdzy uzywanych do AE
Lopez i wsp. [59] badali wina Tempranillo zaszcze-
pione dwiema kulturami starterowymi O. oeni i wina
Tempranillo poddane spontanicznej MLE. Zaszczepie-
nie win bakteriami mlekowymi O. oeni skrocilo czas
MLF do 19 dni, a wina mialy bardziej $wiezy i owocowy
charakter w poréwnaniu do poddanych spontanicznej
MLE. Ponadto niskie poczatkowe stezenie aminokwa-
séw 1 wykorzystanie tych zwigzkéw podczas AF przez
zaszczepione drozdze zaowocowalo winami o bardzo
niskim poziomie amin biogennych po MLF i 3-mie-
siecznym okresie przechowywania. Zatem wybor od-
powiedniego startera ma znaczenie w produkcji win
gatunkowych. Malherbe i wsp. [60] zaobserwowali
istotne roznice w degradacji kwasu cytrynowego, zale-
zace od kultury starterowej O. oeni i odmiany winogron
z ktérej wyprodukowano wina (Shiraz i Pinotage). Czyn-
niki te wplynely na zwiazki powstajace w wyniku meta-
bolizmu kwasu cytrynowego, takie jak: diacetyl, kwas
octowy i acetoina. Zastosowanie kultur starterowych
spowodowalo wzrost stezen alkoholi wyzszych, kwasow
ttuszczowych i estrow ogdlem, przy wiekszym wzroscie
estrow etylowych niz estréw octanowych w poréwna-
niu do fermentacji spontanicznej. Ponadto wzrosty ste-
zenia mleczanu etylu, bursztynianu dietylu, oktanianu
etylu, 2-metylopropanianu etylu i propionianu etylu.
Natomiast poziomy octanu heksylu, octanu izoamylu,
octanu 2-fenyloetylu i octanu etylu zmniejszyty sie lub
pozostaly niezmienione, w zaleznosci od szczepu bak-
terii i odmiany winogron. Ruiz i wsp. [71] stwierdzili
istotne statystycznie réznice w degradacji kwasu cytry-
nowego zaréwno miedzy winami z réznych odmian
(Syrah, Tinto Pampana Blanca, Cabernet Sauvignon
i Merlot), jak i miedzy szczepami O. oeni (komercyjny
i endogenny). Endogenny O.oeni stabo rozktadal
kwas cytrynowy w winach o niskim pH (3,13-3,71)
lub wysokiej zawartosci alkoholu (12,22-13,20% v/v),
co oznacza, ze fermentacje jablkowo-mlekowg mozna
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Tabela II
Wplyw jednoczesnego i sekwencyjnego szczepienia S. cerevisiae i O. oeni na zwiazki aromatyczne i inne parametry enologiczne win
Szczep Odmiana Technika Wplyw na zwigzki aromatyczne Pi$mien-
O. oeni winoroéli inokulacji iinne parametry enologiczne win nictwo
endogenny | Tempranillo, Merlot jednoczesna jednoczesna: skrdcenie czasu fermentacji, brak wyraznej degra- [50]
lub sekwencyjna | dacji kwasu jabtkowego, brak nadmiernego wzrostu kwasowosci
lotnej, wyzsza zawarto$¢ kwasu cytrynowego, nizsza zawarto$¢
amin biogennych, wyzsza zawarto$¢ mleczanu etylu, nizsza
zawarto$¢ bursztynianu dietylu
sekwencyjna: nizsza zawarto$¢ kwasu cytrynowego, wyzsza
zawarto$¢ amin biogennych, nizsza zawarto$¢ mleczanu etylu,
nizsza zawarto$¢ bursztynianu dietylu
komercyjny | Negroamaro jednoczesna jednoczesna: skrocenie czasu fermentacji, nizsza kwasowos$¢ [79]
lub sekwencyjna | lotna, wyzsza zawarto$¢ bursztynianu dietylu i mleczanu etylu,
wyzsza ogolna zawartos¢ estrow, alkoholi i kwasow
sekwencyjna: wyzsza kwasowos¢ lotna, nizsza ogolna zawarto$é
estrow alkoholi i kwasow
komercyjny | Tannat jednoczesna jednoczesna: zablokowanie fermentacji, wyzsza kwasowos¢ lotna | [62]
lub sekwencyjna | sekwencyjna: zakonczenie fermentacji
komercyjny | Cabernet sauvignon, jednoczesna jednoczesna: spowolnienie aktywnosci drozdzy, nizsza zawartos¢ | [43]
Merlot, Teroldego, lub sekwencyjna | kwasu jabtkowego, wyzsza zawarto$¢ kwasu octowego
Marzemino sekwencyjna: problem z degradacja kwasu jablkowego
komercyjny | 100 odmian, np. jednoczesna jednoczesna: skrécenie czasu fermentacji, nizsza zawarto$é [5]
Cabernet sauvignon, lub sekwencyjna | kwasu octowego
Merlot, Syrah, sekwencyjna: wydluzenie czasu catkowitej degradacji kwasu
Sangiovese, Valpolicella jablkowego, wyzsza zawarto$¢ kwasu octowego
komercyjny | Shiraz jednoczesna jednoczesna: skrocenie czasu fermentacji, mniejsze ryzyko (1]
lub sekwencyjna | zakazenia mikrobiologicznego
sekwencyjna: wydluzenie czasu stabilizacji wina
komercyjny | Merlot jednoczesna jednoczesna: skrocenie czasu fermentacji, wyzsza zawarto$é [3]
lub sekwencyjna | octanu etylu, bursztynianu dietylu, diacetylu
sekwencyjna: wydluzenie czasu fermentacji, nizsza zawarto$¢
octanu etylu, bursztynianu dietylu, diacetylu
endogenny | Cabernet franc jednoczesna jednoczesna: skrocenie czasu fermentacji, brak nadmiernego [19]
lub sekwencyjna | wzrostu kwasowosci lotnej
sekwencyjna: wydluzenie czasu fermentacji

przedtuzy¢ bez ryzyka wytworzenia wysokich stezen
diacetylu i acetoiny. Natomiast réznice w zawartosci
gltéwnych zwiagzkéw lotnych i amin biogennych miedzy
szczepami byly nieznaczne.

Obecnie proponowane jest jednoczesne szczepienie
moszczu drozdzami i bakteriami na poczatku fermen-
tacji, szczegolnie w przypadku moszczéw o wysokiej
kwasowosci lub zawartosci cukru, czemu towarzyszy
wysoka zawarto$¢ etanolu po zakonczeniu AF [76].
W przypadku jednoczesnego szczepienia bakterie
majg korzystniejsze warunki do wzrostu, poniewaz
w moszczu winogronowym jest wiecej skladnikow
odzywczych niz w winie, mniej alkoholu i innych inhi-
bitoré6w wytwarzanych przez drozdze, np. peptydow
[7]. W Tabeli II przedstawiono wplyw jednoczesnego
i sekwencyjnego szczepienia S. cerevisiae i O. oeni na
zwigzki aromatyczne i inne parametry enologiczne win.
Niewatpliwg zaletg jednoczesnego szczepienia, zwiek-
szajacg oplacalnos¢ produkeji win, jest skrocenie czasu
winifikacji, co udowodniono w wigkszoséci badan [I,

3, 5, 19, 50, 79]. Fakt ten stwarza mozliwo$¢ szybszej
stabilizacji wina, a tym samym zmniejsza ryzyko zaka-
zenia mikrobiologicznego [1]. Jednak nieliczne badania
wykazaly, ze jednoczesne szczepienie spowalnia wzrost
i pogarsza zywotnos¢ komorek drozdzy, co moze pro-
wadzi¢ do spowolnienia lub zablokowania AF [43, 62],
zwiekszajac przy tym kwasowos¢ lotng spowodowana
wyzszg produkcja kwasu octowego przez heterofer-
mentacyjny O. oeni (metabolizm cukru). Przeciwnie
w innej pracy stwierdzono brak nadmiernego wzrostu
kwasowosci lotnej [50], a nawet nizszg kwasowos¢ lotng
w przypadku koinokulacji, w poréwnaniu do szczepie-
nia sekwencyjnego [5, 79]. Inng zaletg jednoczesnego
szczepienia jest nizsza zawarto$¢ amin biogennych [50].

Zmiany chemiczne podczas jednoczesnego zaszcze-
pienia zalezg silnie od szczepdéw drozdzy i bakterii
mlekowych, ich wzajemnych interakcji, czasu szczepie-
nia, a takze od odmiany winogron i sktadu chemicz-
nego moszczu [3, 62, 79]. Jednoczesne szczepienie
drozdzy i bakterii w moszczu o niekorzystnym skfadzie
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chemicznym (niskiej zawarto$ci azotu) moze by¢ obie-
cujgcy alternatywg dla szczepienia sekwencyjnego.
Konieczna jest jednak staranna kontrola sktadu mosz-
czu, zarowno chemicznego (pH, zawarto$¢ cukrow),
jak i mikrobiologicznego (negatywne interakcje miedzy
drozdzami i bakteriami), w celu uzyskania warunkéw
niezawodne]j aktywnosci mikrobiologicznej w pierw-
szych etapach produkcji wina [43]. Ponadto istnieje
potrzeba dalszych badan nad jednoczesnym szczepie-
niem przy uzyciu bakterii i drozdzy w réznych warun-
kach winiarskich (temperatura, pH, zawartos¢ SO,,
zawarto$¢ etanolu), zanim bedzie ono zalecane jako
praktyka enologiczna [5].

Podobnie jak w przypadku drozdzy autochtonicz-
nych, ro$nie zainteresowanie zastosowaniem rodzimych
szczepow O. oeni, w celu zwigkszenia regionalnego
charakteru win. W kilku laboratoriach wyizolowano
i zidentyfikowano rodzime szczepy O. oeni, a takze
oceniono ich wplyw na aromat i inne parametry eno-
logiczne win [19, 22, 32, 36, 50, 72]. Pochodzenie
wina nabiera znaczenia w kontekscie réznicowania
produktow na rynku. Zwigkszenie regionalnej tozsa-
mosci wina potencjalnie zwiekszy jego atrakcyjnosé
i warto$¢ rynkows [7].

Sposrod bakterii mlekowych, gatunek O. oeni jest
najczesciej badany i stosowany w winiarstwie do zapo-
czatkowania MLE. W ostatnich latach wzrosto zain-
teresowanie zdolno$cig przeprowadzania MLF takze
przez inne rodzaje bakterii mlekowych, takie jak Lac-
tobacillus i Pediococcus [76]. W przesztosci unikano
tych rodzajow ze wzgledu na ich negatywny wplyw na
wino. Lactobacillus powodowal psucie si¢ wina, w tym
mysi posmak i nadmiar kwasu octowego, a niektore
szczepy Pediococcus damnosus zwigkszaty lepko$¢ win
w zwigzku z syntezg egzopolisacharydéw. Jednak now-
sze badania wykazaly, ze niektore szczepy Lactobacil-
lus, a takze Pediococcus nie wykazuja negatywnych cech
i nadajg sie do indukcji MLF [7, 28, 86]. Bravo-Ferrada
i wsp. [16] wyizolowali i scharakteryzowali 53 szczepy
Lactobacillus plantarum z patagonskiego wina Pinot
noir, w celu opracowania komercyjnych kultur star-
terowych. Do dalszych badan wybrali 8 szczepéw, na
podstawie zdolnosci do tolerowania alkoholu o ste-
zeniu 14%. Nastepnie autorzy zbadali tolerancje roz-
nych czynnikéw przez te szczepy (wysoka zawarto$¢
etanolu, pH, SO,), aktywnosci glukozydazy i tanazy,
wykorzystanie cytrynianu, obecnos¢ gendéw biorgcych
udzial w syntezie amin biogennych oraz konsumpcje
kwasu L-jabtkowego. Wyniki otrzymane dla wybra-
nych szczepdw L. plantarum poréwnali z wynikami
dla szczepu O. oeni UNQOe 73, réwniez wyizolowa-
nego z patagonskiego wina Pinot noir. Izolaty L. plan-
tarum wykorzystywaly wyzsze ilosci kwasu jabtkowego
niz O. oeni UNQOe 73. Izolat UNQLp 155 wykazywal
lepszy wzrost niz UNQOe 73 w warunkach stresowych
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(50 ppm SO,, pH 3,5), a takze dobrg aktywnos¢ malo-
laktyczng i implantacje w sterylnym winie. UNQLp 133
byt w stanie rosna¢ tak samo jak O. oeni UNQOe 73
w sterylnym winie. Zdolnosci do wzrostu i wykorzy-
stania kwasu jabtkowego przez szczepy UNQLp 155
i UNQLp 133 zadecydowaly o poddaniu ich dalszym
testom w winnicy pod katem technologicznym. Brizu-
elaiwsp. [17] zbadali zdolnos¢ do przetrwania w winie
Pinot noir, konsumpcje kwasu L-jablkowego i wplyw
na profil lotny dwdch szczepow O. oeni (UNQOe 31b,
UNQOe 73.2) i dwodch szczepéw L. plantarum
UNQLp 11, UNQLp 155). Oba szczepy O. oeni i jeden
szczep L. plantarum (UNQLp 11) pozostaly Zywotne,
zuzywajac kwas L-jablkowy z jednoczesnym wzro-
stem zawarto$ci kwasu L-mlekowego. Po 20 dniach
inkubacji zaszczepionego, sterylnego wina, zawartos¢
kwasu L-mlekowego wynosita 2,86 g/l dla UNQOe 73.2
oraz 2.53 g/l dla UNQLp 11 i UNQOe 31b. Szczepy
UNQLp 11 i UNQOe 31b produkowaly wyzsze steze-
nia alkoholi i nizsze stezenia estréw w poréwnaniu do
UNQOe 73.2. Ponadto UNQOe 73.2 wytwarzat odpo-
wiedni poziom diacetylu (1,15 mg/l) i wyzsze stezenia
estrow owocowych (octan izobutylu, octan izoamylu,
octan heksylu, oktanian etylu, dekanian etylu), ktore
sa charakterystyczne dla win Pinot noir. Z kolei Lerm
i wsp. [54] stwierdzili, ze zaréwno szczepy O. oeni, jak
i L. plantarum moga zosta¢ wykorzystane jako kultury
starterowe, przy czym szczepy L. plantarum posiadaly
geny kodujace p-glukozydaze, dekarboksylaze kwasu
fenolowego, iminopeptydaze prolinowa i aminopepty-
daze metioninowa. Pierwsza komercyjng kulture star-
terowa, bedacg mieszaning bakterii O. oeni i L. planta-
rum, opracowano w Instytucie Biotechnologii Wina na
Uniwersytecie Stellenbosch. Gléwnym celem dodania
kultury Lactobacillus do kultury Oenococcus byl jej
korzystny wplyw na cechy sensoryczne [2]. Strickland
[74] badal wptyw kilku szczepow Pediococcus parvulus,
P. damnosus i P inopinatus na sktad chemiczny i jakos¢
sensoryczng win Pinot noir pochodzacych z Oregonu
i Waszyngtonu. Poszczegolne szczepy znacznie rdznily
sie pod wzgledem degradacji kwasu L-jablkowego,
produkeji kwasu D-mlekowego, diacetylu, a takze
wplywu na cechy sensoryczne win. Wszystkie szczepy
byly zdolne do co najmniej cze¢$ciowej degradacji kwasu
jabtkowego, a dwa szczepy catkowicie zdegradowaly
kwas jabtkowy. Zaden ze szczepow nie wytwarzal wyso-
kiego poziomu amin biogennych. Wszystkie szczepy
degradowaly kwas p-kumarowy do 4-winylofenolu, co
w konsekwencji przyspieszalo produkcje 4-etylofenolu
przez Brettanomyces bruxellensis w ukladzie modelo-
wym. Ponadto w winach zwiekszyly sie pozadane aro-
maty ,,kwiatowe” i ,,czerwonych owocow”. Juega i wsp.
[51] wykazali, ze P. damnosus, bioracy udzial w fermen-
tacji malolaktycznej win bialych (Albarino i Caino), nie
produkowal amin biogennych i egzopolisacharydéw.
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Zaobserwowali w winach zwigkszenie takich cech jak:
»cialo’, ,,miekkos$¢”, aromat miodowy, a takze zmniej-
szenie aromatu ziolowego i kwasowosci. Konieczne sa
dalsze badania nad wplywem Pediococcus na wiasci-
wosci sensoryczne win [86].

Bakterie mlekowe, zaréwno O. oeni, jak i nie-O. oeni
majg szeroki zakres aktywnosci enzymatycznych,
z ktoérych wiele moze potencjalnie wptywaé na skltad
wina, a tym samym na jego wlasciwosci organolep-
tyczne [6]. Najwieksze znaczenie z punktu widzenia
aromatu wina majg: glikozydazy, -glukozydazy, este-
razy, dekarboksylazy kwaséw fenolowych i liazy cytry-
nianowe [23, 40, 41, 48, 82]. Wykazano, ze na aktyw-
no$¢ enzymatyczng glikozydazy O.oeni ma wplyw
pH wina, zawartos¢ etanolu i cukru resztkowego [42].
Stopien uwalniania zwigzanych glikozydowo zwiazkow
aromatycznych zalezy nie tylko od rodzaju bakterii mle-
kowych, ale takze od szczepu [44]. Podobne wyniki
otrzymano w przypadku badan esterazy [61, 68], czy
liazy cytrynianowej [69].

4. Podsumowanie

Zawartos$¢ zwigzkow lotnych i inne parametry eno-
logiczne win zaleza, poza czynnikami technologicz-
nymi, od: gatunku drozdzy (S. cerevisiae, rézne gatunki
inne niz Saccharomyces) i bakterii (O. oeni, nie-O. oeni),
tego czy moszcz szczepiono tylko drozdzami S. cerevi-
siae, czy tez drozdzami nie-Saccharomyces i S. cerevisiae,
techniki szczepienia S. cerevisiae i O. oeni (jednoczesna,
sekwencyjna), aktywnosci enzymatycznych drozdzy
i bakterii, a takze interakcji miedzy mikroorganizmami.
Proponowane jest stosowanie rodzimych szczepow
drozdzy i bakterii mlekowych, wyselekcjonowanych
sposrod wystepujacych w danym regionie, do pro-
dukeji win najwyzszej jakosci, posiadajacych typowe
cechy zwigzane z miejscem pochodzenia. Zastoso-
wanie podczas fermentacji wina wybranych drozdzy
innych niz Saccharomyces wraz ze szczepem starte-
rowym §. cerevisiae poprawia ztozono$¢ aromatyczng
i charakterystyczne cechy win. Jednoczesne szczepienie
moszczy/win drozdzami i bakteriami mlekowymi moze
by¢ obiecujacy alternatywa dla szczepienia sekwencyj-
nego, zwiekszajaca oplacalnos¢ produkeji win, poprzez
skrocenie czasu winifikacji. Istnieje jednak potrzeba
dalszych badan nad jednoczesnym szczepieniem
w roznych warunkach winiarskich (temperatura, pH,
zawarto$¢ SO, zawartos¢ etanolu), zanim bedzie zale-
cane jako praktyka enologiczna. W ostatnich latach
wzrosto zainteresowanie zdolnoscig przeprowadzania
MLEF przez inne rodzaje bakterii mlekowych, takie jak
Lactobacillus i Pediococcus (do handlu wprowadzono
kulture starterowg L. plantarum oraz kulture bedaca
mieszankg O. oeni i L. plantarum). Jednak niewiele jest

prac dotyczacych tych bakterii, stad konieczne s dalsze
badania w tym kierunku. Drozdze i bakterie wykazuja
wiele aktywnosci enzymatycznych, ktére moga popra-
wia¢ aromat win. Wplyw na aromat win maja réwniez
interakcje drozdze-drozdze i drozdze-bakterie.
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Recenzowana pozycja to juz czwarte wydanie pod-
recznika Genomy. Od poprzedniego wydania mingto juz
13 lat, co w naukach omicznych jest niemalze epoka, takze
byl to juz najwyzszy czas na aktualizacje przedstawionych
w poprzednim wydaniu danych. Prezentowana ksigzka jest
podrecznikiem akademickim przeznaczonym gléwnie dla
studentow kierunkow biologicznych i biotechnologicznych

uczelni, ale sadze, ze réwniez studenci innych kierunkéw
moga znalez¢ w niej wiele przydatnych informacji. Pierw-
sze dwa rozdzialy zawieraja duzo informacji podstawowych
z zakresu genetyki klasycznej, molekularnej oraz podstaw
badania genomoéw. Jest to niewatpliwie bardzo dobre
wprowadzenie do bardziej zaawansowanych koncepcji
genomiki. Takie znajdziemy juz w kolejnych rozdziatach,
ktore dotycza budowy i funkcjonowania genomow, a takze
ewolucji genomoéw. Jest to bardzo kompletne kompen-
dium wiedzy z zakresu genomiki, autor Terence A. Brown
wykonal znakomita prace. Réwniez nalezy doceni¢ prace
zespolu tlumaczy z Instytutu Genetyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Warszawskiego pod redakejg Profesora Piotra
Weglenskiego, ksigzke bardzo dobrze si¢ czyta. Opracowa-
nie jest niezwykle przystepne, zawiera mnostwo elementéw
bardzo pomocnych w nauce. Podrecznik zawiera: indeks,
stowniczek poje¢, a kazdy rozdzial jest zakonczony bardzo
dobrym podsumowaniem oraz pytaniami sprawdzajacymi
nasza wiedze. Pismiennictwo zostalo pogrupowane tema-
tycznie, co ulatwia wyszukiwanie literatury uzupelniajacej
w interesujacym czytelnika zakresie. Ksigzka jest niezwykle
bogato ilustrowana, mozna by nawet rzec ze jest przeryso-
wana. Strony ksigzki posiadaja specjalnie zostawione wolne
miejsce na ryciny i opisy, oprécz tego zazwyczaj miejsce
gltéwnego tekstu réwniez zajmuja ilustracje. Niewatpliwie
ulatwiajg one zrozumienie tekstu, cho¢ czasem niewiele
wyjasniajg. Trzeba przyzna¢ ze jest to znany i trudny do roz-
wigzania problem przedstawiania danych omicznych, do
dobrego zrozumienia ktorych potrzebne sa komputerowe,
interaktywne bazy danych. Niektore ryciny sg z pewnoscia
zbedne, przykladowo zdjecie pandy umiejscowione przy
opisie genomu tego niewatpliwie sympatycznego zwierze-
cia, raczej nie wnosi zbyt wiele do tresci.

Nie zmienia to faktu, Ze jest to doskonaly podrecznik
i zrodlo wiedzy z tej bardzo szerokiej dziedziny wiedzy.
Jestem wigc przekonany, Ze podrecznik z cala pewnoscig
umozliwia poznanie zaréwno podstawowych poje¢, jak
i zdobycie obszernej wiedzy z dziedziny genomiki. Goraco
polecam!

Radostaw Stachowiak
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Na poczatku zeszlego roku mieliSmy przyjemno$é
recenzowac ksigzke Prof. Mieczyslawa Blaszczyka dotyczaca
biologicznych aspektow oczyszczania $ciekdw. W tym roku,
réwniez za sprawa wydawnictwa PWN, ukazal sie pod-
recznik autorstwa Profesora oraz Doktor Agaty Goryluk-

RECENZJE I ZAPOWIEDZI

Salmonowicz przedstawiajacy catos¢ zagadnien zwigzanych
z mikrobiologig przemystowa.

Autorzy przedstawiaja krotka historie przemystowego
zastosowania mikroorganizmow oraz charakterystyke naj-
czesciej wykorzystywanych mikroorganizméw, metody ich
hodowli oraz ulepszania. Sa one okreslane przez Autoréw
anglojezycznym terminem ,,workhorse”. Rozumiem prostote
takiego rozwiazania, jednak w opracowaniach polskojezycz-
nych stosowanie nieprzetlumaczonych zwrotéw powinno
by¢ ograniczone do minimum. W kolejnych rozdziatach
Autorzy opisujg zastosowania mikroorganizméw w prze-
mysle, rozpoczynajac od enzyméw poprzez produkcje
napojow alkoholowych do wytwarzania rozpuszczalnikéw
i kwaséw organicznych. W podreczniku znajdziemy opis
produkgji niekwestionowanych fundamentéw globalnego
rynku biotechnologicznego, takich jak: aminokwasy, anty-
biotyki oraz witaminy, a takze mniej znane ale rosnace na
znaczeniu pigmenty i polimery. Nie znajdziemy w oma-
wianym podreczniku rozdziatéw zwigzanych z biotechno-
logia $rodowiskowa, co jest w pelni zrozumiate, biorac pod
uwage kompleksowe opisanie tych zagadnien w poprzednim
opracowaniu.

Autorzy podjeli si¢ bardzo trudnego zadania, jakim jest
opisanie bardzo rozlicznych tematéw, bez wsparcia wigk-
szego zespolu autorskiego, za co nalezy im sie uznanie. Nie-
stety, nie ustrzegli sie w zwigzku z tym drobnych bledow.
Wydaje sie, ze w dzisiejszych czasach najlepszym rozwia-
zaniem jest powolanie zespotu redakcyjnego i opracowa-
nie poszczegdlnych rozdzialéw przez specjalistow w danej
dziedzinie. Cato$¢ opracowania nie budzi jednak zadnych
zastrzezen, jest to bardzo cenny podrecznik akademicki
przeznaczony dla studentéw kierunkdéw biologicznych i bio-
technologicznych, ktdrzy z pewnoscig docenig przystepne
i przegladowe ujecie oméwionych zagadnien.

Bardzo sie ciesze, ze recenzowany podrecznik wlasnie
sie ukazal, gdyz niewiele jest naszym rynku wydawniczym
ksigzek poswieconych tematyce mikrobiologii przemy-
stowej, szczegdlnie poruszajacych tak wiele rozmaitych
zagadnien. Polecamy podrecznik jako niezwykle przystepne
i bogate zrédto informacji o wykorzystaniu mikroorganiz-
moéw w biotechnologii.

Radostaw Stachowiak



KOMUNIKATY I Il NF OR MA CIJE

POSTEPY MIKROBIOLOGII - ADVANCEMENTS OF MICROBIOLOGY
2020, 59, 2, 181-187

DIM

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

INFORMACIE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW

Od ostatniej informacji o dzialalno$ci Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, zamieszczo-
nej w zeszytach nr 1 z 2020 r. kwartalnikow Advancements of Microbiology — Postepy Mikrobiologii i Polish
Journal of Microbiology, ZG PTM zajmowal si¢ nastepujacymi sprawami:

I. Zgodnie ze Statutem PTM raz w roku odbywa si¢ zebranie czlonkéw ZG PTM, ktdre bylo planowane na

30.03.2020 r. w Warszawie. Jednakze ze wzgledu na panujaca pandemie COVID-19 zdecydowano si¢ na prze-
prowadzenie Zebrania ZG PTM w formie elektronicznej. Ankiete z pytaniem dotyczacym tej formy Zebrania
dostarczono e-mailowo do cztonkéw ZG PTM. Wszyscy wyrazili zgode¢ na zaproponowang forme zebrania.
W Uchwale 8-2020 z dnia 13.03.2020 r. podjeto decyzje¢ w tej sprawie.
Odbylo sie pierwsze w historii PTM zebranie internetowe Zarzadu Gléwnego PTM. Przygotowane materiaty
w postaci plikow zostaly rozestane w 19 e-mailach do wszystkich czlonkéw ZG PTM w piatek 27.03.2020.
Przyjecie Uchwal ustalono na dzien 30.03.2020 r. Podczas Zebrania ZG PTM w formie elektronicznej poruszano
nastepujace zagadnienia:

1. Przedstawiono informacje¢ o dzialalnosci Prezydium PTM od 25.03.2019 1. do 27.03.2020 r.
Podjeto Uchwale 9-2020 w sprawie akceptacji dzialalnosci Prezydium ZG PTM za oceniany okres.

2. Przedstawiono informacje o Konkursie o Nagrode Naukowa Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
im. prof. Edmunda Mikulaszka, edycja 2020. Tylko dwie osoby zglosity sie do Konkursu: Pani mgr Karo-
lina Furtak z Zakladu Mikrobiologii Rolniczej Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa Panstwowy
Instytut Badawczy z Pulaw, ktora zglosita cykl trzech publikacji oraz Pan dr inz. Lukasz Lopusiewicz z Cen-
trum Bioimmobilizacji i Innowacyjnych Materiatéw Opatrunkowych Wydzial Nauk o Zywnosci i Rybactwa
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, ktéry zglosil jedng publikacje. Materiaty
dotarly do Komisji powolanej pod przewodnictwem Pani prof. dr hab. Stefanii Giedrys-Kalemby. Zgodnie
z Uchwala 4-2020 Komisja do dnia 30.04.2020 powinna przedstawi¢ wyniki konkursu. Szkoda, ze konkurs
cieszy si¢ tak malym zainteresowaniem mlodych adeptéw nauki. Moze mie¢ na to wplyw opracowany nowy
Regulamin konkursu, w ktérym zastrzezone jest, ze konkurs dotyczy tylko cztonkéw PTM - to s3 nasze
srodki finansowe. Celowe bytoby informowanie na Zebraniach Oddziatéw o Konkursie i nagrodach.

3. Podjeto Uchwale 10-2020 w sprawie uporzadkowania listy czlonkéw zwyczajnych PTM i usuniecia z niej
0s6b nieptacacych skladek cztonkowskich w statutowo przewidzianym terminie. W poréwnaniu z ubiegtym
rokiem podobna jest liczba 0s6b nieoptacajacych sktadki cztonkowskiej za rok 2019r. (w 2018 1. z PTM
usunigto 78 0os6b), pomimo przypominania o tym podstawowym obowigzku cztonka PTM przez OT PTM
w styczniu 2020 r. i nastgpnie dwukrotnie przez sekretariat ZG PTM w lutym i marcu b.r. Imienne listy
0s0b usuwanych z poszczegélnych Oddzialéw zestawiono w zalaczniku do Uchwaly 10-2020.

4. Podjeto Uchwale 11-2020 w sprawie przyjecia nowych cztonkéw zwyczajnych. Zebrata sie grupa 53 oséb
chetnych do przystapienia do PTM, duza czes¢ to kandydaci do nowego Oddzialu Terenowego PTM
w Rzeszowie.

5. Spotykamy si¢ z sytuacja, ze osoby zaakceptowane Uchwatami PTM jako czlonkowie zwyczajni nie opta-
caja pierwszej sktadki czonkowskiej, pomimo wyraznej informacji, ze trzeba spetni¢ oba warunki, aby by¢
przyjetym do PTM. Przyjeto Uchwale 12-2020, w ktorej okreslono, ze deklaracja czlonka zwyczajnego,
zaakceptowana Uchwala ZG PTM, ktdrej nie bedzie towarzyszy¢ oplata skladki cztonkowskiej wniesionej
w ciagu 6 miesiecy od daty tej Uchwaly, o ktdrej zawiadamiany jest kandydat na czlonka, zostanie usunieta
z archiwum PTM, a decyzja ZG PTM o akceptacji przyjecia cztonka do PTM anulowana. Osoba zostanie
o tym fakcie poinformowana drogg elektroniczng. Wprowadzony zostanie odpowiedni zapis w formularzu.
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Zgodnie z uchwalonym Regulaminem wydatkowania i rozliczania srodkéw pienigznych przez Oddziaty
Terenowe PTM, zostala przekazana informacja o udostepnianiu Oddziatom Terenowym PTM od stycznia
2019, na pokrycie kosztow prowadzenia dziatalnosci statutowej przez ten Oddzial, 10% kwoty uzyskanej
z tytultu skfadek cztonkowskich oraz 50% kwoty uzyskanej z tytutu pozyskania sponsora, Cztonka Wspie-
rajacego PTM, darowizny, lub innej dodatkowej kwoty, na rzecz PTM, przez dany Oddzial. Przedstawiono
Tabele dotyczaca liczby cztonkéw w Oddziatach oraz Tabele przyznanych Oddzialom srodkéw finansowych
w 2020 r. oraz w roku poprzednim.

Jednoczes$nie zauwazamy pojawiajacy sie problem kumulacji srodkéw niewykorzystywanych przez
Oddziaty. Musimy te sprawe uregulowacé, poniewaz za kilka lat moze pojawi¢ sie problem, ze w jednym
roku kilka Oddzialéw bedzie chcialo wykorzysta¢ swoje nagromadzone fundusze, a wtedy budzet PTM tego
moze nie udzwigna¢. Poprosilismy wszystkich cztonkéw ZG PTM o zastanowienie si¢ nad rozwigzaniem
tego problemu, przekazaniem swoich uwag i ewentualne propozycje aneksu do Regulaminu. Sprawa ta
powinna zosta¢ uregulowana w najblizszym czasie.

. Przekazano informacje o stanie finansowym PTM. Zalgczono bilans PTM za 2019 r. przygotowany przez

Panig ksiegowa PTM oraz Uchwale Gléwnej Komisji Rewizyjnej (GKR) o zatwierdzeniu sprawozdania
finansowego PTM za okres 2019 r. Sytuacja finansowa Towarzystwa jest stabilna.

. Zgodnie ze Statutem PTM Gléwna Komisja Rewizyjna PTM powinna dziala¢ na podstawie swojego Regu-

laminu. Regulaminu takiego nie bylo. Cztonkowie GKR PTM opracowali robocza wersje Regulaminu dziatal -
nosci GKR, tekst zostal oceniony przez czlonkéw Prezydium PTM oraz Kancelarie Prawng. Uchwala 13-2020
ZG PTM zaakceptowal Regulaminu GKR do stosowania od 2020 r. Ostateczne zatwierdzenie Regulaminu
GKR odbedzie si¢ na Walnym Zgromadzeniu Delegatéw PTM podczas XXIX Zjazdu PTM.

. Dosy¢ bolesna dla Towarzystwa jest sprawa likwidacji Oddziatu Terenowego PTM w Pulawach. Liczba

cztonkéw w Oddziale znaczgco spadla, Zarzad Oddzialu nie jest kompletny. Pan prof. Grzegorz
Wozniakowski Przewodniczacy Oddziatu PTM w Putawach nie widzi mozliwosci funkcjonowania Oddziatu
zgodnie ze Statutem PTM i przekazal pismo, z prosba o likwidacje Oddziatu. Cztonkowie Oddziatu w Puta-
wach, zgodnie z pismem Zarzagdu OT PTM, zostang wlaczeni do Oddzialu w Lublinie.

Podjeto Uchwale 14-2020 o rozwigzaniu Oddziatu Terenowego w Putawach.

Mamy takze bardzo pozytywna informacje. Pan dr Mariusz Worek z Klinicznego Szpitala Wojewodzkiego
Nr 1 im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie, Podkarpackie Centrum Choréb Pluc, Kliniczny Zaktad Diag-
nostyki Laboratoryjnej, Regionalne Referencyjne Laboratorium Pratka Gruzlicy w wojewddztwie podkar-
packim, zwrdcil sie do ZG PTM z prosba o powolanie Oddzialu Terenowego PTM w Rzeszowie. Pan doktor
przekazal deklaracje czlonkowskie okoto 50 0sob, ktore wyrazity che¢ przystapienia do nowego Oddzialu
Terenowego PTM. Z bardzo duzym zadowoleniem witamy ta cenng inicjatywe i Zyczymy powodzenia
i sukcesow w dzialalnosci nowego Oddzialu Terenowego PTM w Rzeszowie. Przyjeto Uchwale 15-2020
o powolaniu Oddzialu Terenowego PTM w Rzeszowie.

Przedstawiono sprawozdania Zarzadéw Oddziatéw Terenowych za okres od 25.03.2019 r. do 27.03.2020 r.
oraz informacje o czynionych staraniach w celu pozyskania §rodkéw finansowych na XXIX Zjazd PTM,
a takze o planach Oddziatéw na przysziosc.

Przedstawiono sprawe organizacji XXIX Zjazdu PTM w Warszawie, 15-18 wrzesien 2020 r. Zostata otwarta
strona Zjazdu: www.zjazdptm2020.pl. Uruchomiony zostal réwniez system rejestracyjny i system zglasza-
nia wykladéw, doniesien ustnych, plakatéw. Utworzono plan ramowy Zjazdu i okreslono sesje tematyczne
z przyporzadkowanymi osobami odpowiedzialnymi za organizacje tych sesji. Wszyscy czlonkowie ZG
PTM oraz kilka 0séb zaproszonych, cztonkéw PTM, bedzie petnito funkcje przewodniczacych i wiceprze-
wodniczacych Sesji. Oczekujemy aktywnego wlaczenia si¢ Oddzialéw zaréwno w organizacje Sesji, jak
i poszukiwanie sponsoréw i wystawcow na Zjazd. Planujemy wykladowcow do sesji plenarnych, ktérymi
chcielibysmy, aby byli Cztonkowie Honorowi PTM oraz laureaci dwoch konkurséw o Nagrode Naukowa
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw im. prof. Edmunda Mikulaszka, edycje 2018 i 2020. Zwracamy
uwage na fakt, ze Ogolnopolski Zjazd PTM jest organizowany co 4 lata i jest to najwieksze wydarzenie
w tym okresie zwigzane z mikrobiologia. Obecny Zjazd organizowany jest po raz pierwszy przez czlonkow
ZG PTM i wszyscy powinni by¢ zaangazowani w to wydarzenie. Prosimy si¢ zastanowi¢, nad ewentual-
nymi kandydatami na nowych Czlonkéw Honorowych PTM. Najlepiej aby kandydatury cztonkéw PTM
zastuzonych dla mikrobiologii i naszego Towarzystwa ustali¢ przed Zjazdem. Mozna bedzie wtedy przy-
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gotowa¢ dyplomy i wreczy¢ je na Zjezdzie. Na razie zakladamy, ze nasz Zjazd odbedzie si¢ w okreslonym
miejscu i terminie, dlatego tez dziatamy przy jego organizacji. Nie wiemy jednak jak rozwinie si¢ pandemia
COVID-19 i czy Zjazd si¢ odbedzie. Wiele 0s6b zwlaszcza diagnostéw laboratoryjnych i 0séb pracujacych
w laboratoriach medycznych zaangazowanych jest obecnie w walke z koronawirusem SARS-CoV-2 i nie
ma czasu, aby zajmowac si¢ Zjazdem - prowadzi¢ badania, przygotowywac streszczenia zjazdowe. Mamy
tez powazne trudno$ci z pozyskaniem srodkéw finansowych na Zjazd, bo wiele firm walczy o przetrwanie
w tym trudnym dla siebie okresie.

Bierzemy pod uwage mozliwo$¢ przelozenia Zjazdu na wrzesien 2021 r., a takze odpowiednie przedtuzenie
kadencji obecnych wladz PTM zaréwno ZG jak i Oddziatéw oraz kadencji wybranych Delegatéw PTM na
WZD PTM.

Rzeczywistos¢ przekroczylta nasze wyobrazenie jakie mieliSmy przygotowujac Statut PTM i nie przewi-
dziano takiej nadzwyczajnej sytuacji jak pandemia COVID-19.

Bedziemy Panstwa informowa¢ o ewentualnej decyzji o przesunigciu daty organizacji Ogdlnopolskiego
XXIX Zjazdu PTM.

Przekazano informacje z FEMS i [IUMS. Federacja FEMS przyznala dofinansowanie do: XXIX Zjazdu PTM

2020 w wysokosci 3 000 Euro oraz do I Polish Yeast Conference w wysokosci 2 000 Euro. Ponadto FEMS

przyznala granty na realizacje projektow
* ,Siderophores and biosurfactants produced by Antarctic psychrotolerant bacteria as new bioproducts
for cold-active biotechnologies - identification and characterisation of novel secondary metabolites”
zlozonego przez Pana Michata Styczynskiego z Wydziatu Biologii UW;

*,Susceptibility profiling of Mycobacterium tuberculosis isolates from Poland and Lithuania”, ztozonego
przez Panig Zofi¢ Bakule z Wydzialu Biologii UW.
W przysztym roku FEMS organizuje 9" Congress of European Microbiologists w dniach 11-15 lipca
2021 w Hamburgu, Niemcy (https://fems2021.org/).

* Federacja IUMS organizuje kongres IUMS w dniach 12-16 pazdziernika 2020 r. w Daejon w Korei
Potudniowej (https://www.iums2020.org/).

Omoéwiono sprawe nadawania punktéw edukacyjnych na zebraniach Oddzialéw PTM w stanowisku
Komisji PTM, do okreslania zasad przyznawania punktow edukacyjnych za uczestnictwo w zebraniach
i seminariach organizowanych przez Oddzialy PTM, powotanej Uchwala 10-2019. Polskie Towarzystwo
Mikrobiologéw, jako Towarzystwo Naukowe, zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 24 lipca
2017, moze przyzna¢ diagnostom laboratoryjnym za udzial w spotkaniach naukowo-szkoleniowych co
najwyzej 2 miekkie punkty edukacyjne, za wygloszenie wyktadu - 10 punktéw edukacyjnych (migkkich).
Mozliwo$¢ przyznania tzw. punktéw twardych za udzial w spotkaniach organizowanych przez Towarzy-
stwo wymaga nawiazania wspotpracy PTM z akredytowanymi jednostkami szkolacymi oraz poniesienia
przez diagnostow laboratoryjnych dodatkowych kosztow wskazanych przez te jednostki. Zarzad Gléwny
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw sposéb przydzielania punktéw edukacyjnych pozostawia w gestii
Oddzialéw Terenowych.

Na zeszlorocznym zebraniu ZG PTM przedstawiono sprawe nieetycznego postepowania, cztonka zwy-
czajnego PTM, samodzielnego pracownika nauki i nauczyciela akademickiego, kierownika Zaktadu na
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym, polegajacego na przepisywaniu materialéw z 11 prac magi-
sterskich do 21 publikacji wspétautorstwa opiekunki tych prac magisterskich, bez jakiegokolwiek zazna-
czenia udzialu magistranta w publikacjach. Najwyzsza rangg w naszym kraju Komisja ds. Etyki w Nauce
PAN, uznala takie postepowanie za niedopuszczalne i naganne. Zgodnie z zapisem w Statucie PTM
par. 15, ust. 1, p. 4, za ,,czyny nie licujace z godnoscia czlonka Towarzystwa” mozna wykluczy¢ czlonka
PTM z Towarzystwa. Po dyskusji na ubiegtorocznym zebraniu ZG PTM, zdecydowano, aby wobec braku
Komisji Dyscyplinarnej w Statucie PTM, powola¢ Uchwalg 12-2019 specjalng Komisje ds. etyki czlonkow
PTM, ktoéra bedzie wydawata opinie do podejmowanych Uchwal przez ZG PTM w zgltaszanych spra-
wach. Z Komisji zostal wyloniony zesp6! do oceny obecnej sprawy, ktéry pod przewodnictwem Pani
prof. dr hab. Stefanii Giedrys-Kalemby ze Szczecina przygotowal opini¢ w oparciu o dostarczone materiaty.
Na podstawie przygotowanej opinii Komisji ds. etyki cztonkéw PTM oraz 13 zalacznikéw w tym opinii
prawnej, Uchwalg 16-2020 wykluczono czlonka zwyczajnego Oddzialu Terenowego PTM w Warszawie
z Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw za czyny nie licujace z godnoscia cztonka Towarzystwa”
Skala nieetycznego postepowania pracownika naukowego i nauczyciela akademickiego, cztonka PTM, jak
i podjeta Uchwala 16-2020 majg charakter bezprecedensowy.



184

16.

17.

18.

KOMUNIKATY I INFORMACJE

Sprawa zmiany sekretarki w biurze ZG PTM. Ze wzgledu na zaawansowang juz cigze i zwolnienie lekar-
skie Pani Karoliny Pawlowskiej, dotychczasowej sekretarki biura PTM, zaproponowano, aby od kwietnia
br. obowigzki sekretarki przejeta Pani Monika Kucharska, ktéra juz pelnita t¢ funkcje na poczatku naszej
kadencji w latach 2016-2017. Przyjeto Uchwale 17-2020 w tej sprawie.

Przedstawiono pomyst Przewodniczacego Zarzadu Oddzialu PTM w Warszawie dotyczacy tworzenia
logotypow i osobnych stron internetowych Oddziatéw Terenowych PTM. Zbieramy opinie w tej sprawie.

Zamieszczono informacje Redakeji o wydawanych czasopismach PTM - Advancements of Microbiology
— Postepy Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology.

Prosili$my o zastanowienie si¢ cztonkéw ZG PTM nad kierunkiem rozwoju i sposobem wydawania kwar-
talnika PTM Postepy Mikrobiologii w przysztosci i przedstawienie swoich opinii.

Naswietlenie sytuacji

Jak informowano na zebraniach ZG PTM w 2017 i 2018 ., a takze w 2019 1., wydawanie czasopism PM
i PJM przynosi Towarzystwu istotne straty finansowe.

Aby temu zaradzi¢ w pierwszym etapie zdecydowano znacznie ograniczy¢ wydawanie papierowej edycji
zeszytow czasopism oraz ich wysytke do cztonkéw PTM.

W drugim etapie rozwazano mozliwoéci upublicznienia i umigedzynarodowienia obu czasopism, co miato
zaowocowa¢ zwiekszeniem cytowalnosci (przez autoréw zagranicznych), tym samym zwigkszeniem war-
to$ci wspolczynnikow IF i MNiISW (opartych na cytowalnosci), a w konnicowym efekcie mozliwosci podnie-
sienia oplat za publikacje artykuléw w czasopismach, tak aby osiagna¢ samofinansowanie si¢ czasopism.
Ta polityka wydaje sie sprawdza¢ w przypadku czasopisma PJM.

Poczynajac od 2017 r. gdy wygasta umowa z firmg wydawnicza Index Copernicus, czlonkowie Prezydium
ZG PTM z Warszawy wraz z cztonkami redakcji PM i PJM starali si¢ wypracowa¢ optymalne rozwigzanie
dla poprawienia sytuacji finansowej czasopism. W ciggu dwodch lat nastapily zmiany czlonkéw redakcji
PJM. Obecnie w celu ograniczenia kosztow redakcja PJM pracuje w dwu osobowym skladzie. Nawiazano
kontakt z firmg Exeley z Nowego Jorku, ktéra obiecywata duze wsparcie w wydawaniu i upublicznianiu
czasopism, co mialo podnies¢ ich pozycje w rankingach. Podpisano umowy trzyletnie dotyczace wydawania
PJM od 2018 r. oraz wydawania PM od 2019 r. na platformie Exeley. Wdrozenie nowej formy wydawniczej
wigzalo si¢ z bardzo duzg pracy zespotéw redakcyjnych. Zwlaszcza opanowanie systemu wydawniczego
Editorial Manager i przygotowanie go do obecnej funkcjonalnosci przez dwu osobowy zespét PJM, wyma-
galo duzego zaangazowania i czasu. Rowniez wspolpraca z firma Exeley nie jest idealna i nie spelnila
wszystkich naszych oczekiwan.

Towarzystwo realizujac zamiar podniesienia rangi czasopism wydawanych przez PTM wystapito w 2017 r.
do MNiSW z wnioskiem o dofinansowanie wydawania obydwu czasopism i ttumaczenia artykutéw na jezyk
angielski w PM. Otrzymalismy dwuletnie dofinansowanie (2018-2019), ktére skonczylo sie w ubieglym
roku, ale zaowocowato wydaniem kilku zeszytéw PM w dwoch wersjach jezykowych polskiej i angielskiej.
Skorygowano tytul PM, tak aby byl rozpoznawalny za granica — Advancements of Microbiology. Byto to
spowodowane przekonaniem, ze zaden autor zagraniczny nie bedzie wysyltal manuskryptu do czasopisma
o polskim tytule. Rozpropagowywano informacje o mozliwosci publikowania artykuléw przez autorow
zagranicznych w PM, a takze starano sie pozyskiwa¢ recenzentéw zagranicznych. Taki proces jest dlugo-
trwaly, zanim zacznie przynosi¢ efekty. Jak podaje Redakcja PM dopiero teraz zaczety docieraé artykuly
zagranicznych autoréw. Zréznicowano oplaty za publikowanie manuskryptéw w PM tylko w jezyku pol-
skim (wyzsza cena) i angielskim lub w wersji dwujezycznej (nizsza cena), co ma zdopingowac autoréw do
tekstow angielskojezycznych. Tylko zwiekszajac krag czytelnikéw mozna zwigkszy¢ cytowalno$¢ artykutow,
a to przeklada sie na ocene czasopisma.

Ze wzgledu na wydawanie artykutéw w jezyku polskim i niska cytowalnos¢ PM w ubiegltym roku zostat
wykluczony z bazy Scopus. Zmniejszenie liczby artykuléw w jezyku angielskim moze w koncowym efekcie
spowodowa¢ obnizenie oceny PM i utrate wspdltczynnika IF, co skonczy si¢ fatalnie, bo niewiele osob bedzie
wtedy chcialo publikowa¢ w PM. Z taka sytuacja obecnie boryka sie kwartalnik Medycyna Doswiadczalna
i Mikrobiologia, ktory cho¢ przyjmuje artykuly eksperymentalne i przegladowe w jezyku angielskim, to
niewiele 0s6b chce w nim publikowa¢ ze wzgledu na brak wspdétczynnika IF, chociaz czasopismo ma
20 punktéw MNiSW. W ubiegtym roku ukazaly si¢ tylko 2 zeszyty MDiM.
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Niezle sobie chyba radzi kwartalnik Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, publikujacy w podobny
sposob jak MDiM, ale bedac wyzej notowanym w rankingach i posiadajac wspotczynnik IF, moze pozwoli¢
sobie na pobieranie oplaty 1100 z + VAT. Podobna oplata dla cztonkéw PTM (350 USD + VAT) dotyczy
artykulow zamieszczanych w PJM. Ale dla autoréw nie nalezacych do PTM, publikujacych w PJM to juz
700 USD + VAT, co pozwala na znaczne obnizenie kosztow wydawania czasopisma. Na brak manuskryptow
redakcja PJM nie narzeka. Mamy nadzieje, ze w przysztym roku PJM bedzie juz czasopismem samo-
finansujacym sie.

Redakcja PM oraz Zarzad Oddziatu Warszawskiego PTM skierowaly pisma do ZG PTM w trosce o przy-
sztos¢ PM i rozwazenia ,wiodgcej, jesli nie wylacznej roli jezyka polskiego w publikacjach czasopisma
Postepy Mikrobiologii”. Cztonkowie PTM musza si¢ nad tg sprawg zastanowi¢. Bedziemy zbiera¢ opinie
na ten temat, ale wydaje sie jednak, ze konieczne jest czynienie duzych wysitkéw w celu upublicznienia
i umiedzynarodowienia czasopisma, co mogloby w pewnej perspektywie przynie$¢ korzysci w postaci
podniesienia pozycji PM w rankingach i zmniejszenia strat ponoszonych przez PTM.

W zwigzku z trwajacg pandemig COVID-19, brakiem mozliwosci przewidzenia jej przebiegu w tym roku
oraz niebezpieczenstwem zakazenia, zwigzanym ze zgromadzeniem duzej liczby oséb, a takze zaangazo-
waniem osob pracujacych w laboratoriach diagnostycznych, mikrobiologicznych, zespotach naukowych
oraz firmach dzialajacych w obszarze mikrobiologicznym na walke z SARS-CoV-2, niezbedne wydaje si¢
podjecie decyzji o przesunieciu terminu naszego Ogélnopolskiego XXIX Zjazdu PTM na wrzesien 2021 r.
Zmiana terminu dotyczy réwniez Walnego Zgromadzenia Delegatéw PTM oraz wyboréw nowych Wiadz
PTM. W zwigzku z powyzszym przedluzeniu do wrzesnia 2021 r. ulega kadencja Wladz PTM na wszyst-
kich szczeblach, tj. Prezesa PTM razem z Prezydium PTM i Zarzagdem Gléwnym PTM, Gléwnej Komisji
Rewizyjnej PTM, Zarzadéw Oddzialéw Terenowych PTM, Komisji Rewizyjnych OT PTM, oraz Delegatow
poszczegdlnych OT PTM wybranych na kadencje 2016-2020.

W dniu 20.04.2020 r w drodze elektronicznej Zarzad Gtéwny PTM podjal Uchwale 18-2020 w sprawie
przesunigcia terminu Ogolnopolskiego XXIX Zjazdu PTM na wrzesien 2021 r. oraz przedtuzenia o rok
kadencji Wiadz PTM na wszystkich szczeblach, a takze kadencji Delegatéw PTM na Walne Zgromadzenie
Delegatow PTM.

Prezydium ZG PTM podjelo Uchwale 19-2020 w sprawie przyznania Nagréd Naukowych PTM
im. Prof. Edmunda Mikulaszka za prace opublikowane w latach 2018-2019. Do Nagrody Naukowej PTM
im. prof. Edmunda Mikulaszka zgtosilo sie dwoje kandydatow. Komisja Konkursowa pod przewodnictwem
Pani prof. dr hab. Stefanii Giedrys-Kalemby postanowita przyzna¢:

- nagrode I stopnia (5.000 zI) dla mgr biot. Karoliny Furtak za cykl 3 prac: (1). Furtak K., Grzadziel J.,
Galazka A., Niedzwiecki J. (2020): Prevalence of unclassified bacteria in the soil bacterial community from
floodplain meadows (fluvisols) under simulated flood conditions revealed by a metataxonomic approach.
Catena, 188, 104448; doi: 10.1016/j.catena.2019.104448 (IF=3,851; 140 pkt. MNiSW); (2). Furtak K.,
Grzadziel J., Galazka A., Niedzwiecki J. (2019): Analysis of soil properties, bacterial community compo-
sition, and metabolic diversity in fluvisols of a floodplain area. Sustainability, 11, 14, 3929; doi:10.3390/
sul1143929 (IF=2,592; 70 pkt. MNiSW); (3). Furtak K., Galazka A., Niedzwiecki J. (2020): Changes
in soil enzymatic activity caused by hydric stress. Polish Journal of Environmental Studies, 29, 4, 1-8;
ISSN 1230-1485; doi: https://doi.org/10.15244/pjoes/112896 (IF =1,186; 40 pkt. MNiSW);

- nagrode II stopnia (3.000 z1) dla dr inz. Lukasza Lopusiewicza za prace: L. Lopusiewicz, E. Droztowska,
P. Siedlecka, M. Mezynska, A. Bartkowiak, M. Sienkiewicz, H. Zielinska-Blizniewska, P. Kwiatkowski
(2019) Development, characterization, and bioactivity of non-dairy kefir-like fermented beverage based
on flaxseed oil cake. Food, 8, 554 (IF=3,011; 70 pkt. MNiSW).

Gratulujemy laureatom, ktorzy przedstawia swoje prace na XXIX Zjezdzie PTM.

Zachecamy mlodych adeptéw nauki do bardziej licznego starania si¢ o Nagrod¢ Naukowg PTM

im. Prof. Edmunda Mikulaszka za prace opublikowane w latach 2020-2021.

Prezydium ZG PTM w dniu 08.05.2020r. podjelo Uchwale 20-2020 o organizacji Ogélnopolskiego
XXIX Zjazdu PTM w terminie 14-17 wrzesnia 2021 r. w Sangate Airport Hotel w Warszawie. Mamy
nadzieje, ze do tak odleglego terminu, pandemia COVID-19 zostanie opanowana i bedzie wystarczajaco
czasu aby przygotowa¢ prezentacje na Zjazd oraz pozyskac srodki finansowe na jego organizacje.
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PTM podpisalo umowe ,, Agreeement for Full Participation of Polish Journal of Microbiology in NIH
PubMed Central Archive” dotyczacg indeksowania PJM w bazie PubMed, co jest bardzo wazne dla wizu-
alizacji i indeksacji naszego kwartalnika.

Dnia 05.06.2020 r. otrzymalismy wiadomos¢, ze Polish Journal of Microbiology znalazt sie w bazie PubMed
Central po adresem: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/3847/

Czlonkowie ZG PTM w stanowisku z dnia 22.04.2020 r. nie zaakceptowali pomystu Przewodniczacego
Oddziatu Terenowego PTM w Warszawie, aby Oddzialy utworzyly swoje osobne strony internetowe i opra-
cowaly swoje logotypy, wychodzac z zatozenia, ze PTM jest jednolitym stowarzyszeniem posiadajagcym
swoja strone internetowg i podstrony dla wszystkich Oddziatéw oraz logotyp PTM wytoniony w konkursie
zorganizowanym Kkilka lat temu.

Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw wyrazalo swoje opinie dla Krajowej Rady Diagnostéw Laboratoryjnych
w sprawie testow genetycznych stuzacych do wykrywania wirusa SARS CoV-2 i testow serologicznych do
wykrywania przeciwcial dla tego wirusa.

Organizatorzy kongresu IUMS, 12-16 pazdziernika 2020 r. w Daejon w Korei Potudniowej przesuneli ter-
miny: przestania abstraktéw — do 30.06.2020 r. oraz wczesnej rejestracji — do 31.07.2020r.

Zmieniono forme¢ dorocznego spotkania przedstawicieli europejskich towarzystw mikrobiologicznych FEMS
Council 2020. Odbedzie sie ono 04.09.2020 r. (13:00-15:00) on-line.

W dniu 08.06.2020 r. odbylo si¢ wirtualne spotkanie cztonkéw Komitetu Organizacyjnego XXIX Zjazdu

PTM. Omawiano sprawy:

1) pozyskiwania srodkéw finansowych (zdecydowano podpisa¢ umowe z MNiSW dotyczaca dofinansowa-
nia organizacji Zjazdu na kwote 70 000 zt - wystepowaliémy o 300 000 z1),

2) zaangazowania firm mogacych wspierac logistycznie organizacje Zjazdu,

3) zdecydowano popierac i udziela¢ patronatu konferencjom mikrobiologicznym organizowanym w 2021 .
w innym terminie niz XXIX Zjazd PTM. Jednocze$nie prosimy wszystkie Zarzady OT PTM oraz wszyst-
kich cztonkéw PTM o nieorganizowanie konferencji mikrobiologicznych w planowany terminie naszego
Zjazdu PTM, to jest 14-17.09.2021.

Zwrdcilismy sie do kancelarii prawnej w sprawie opinii na temat poprawnosci Uchwaly ZG PTM nr 18-2020
dotyczacej przesuniecia terminu Ogélnopolskiego XXIX Zjazdu PTM na wrzesien 2021 r. oraz przedtuzenia
o rok kadencji Wladz PTM na wszystkich szczeblach, a takze kadencji Delegatow PTM na Walne Zgroma-
dzenie Delegatow PTM. O ile sprawa przesuniecia terminu Zjazdu jest poprawna pod wzgledem prawnym,
to ,,przediuzenie o rok kadencji Wtadz PTM na wszystkich szczeblach, a takze kadencji Delegatéw PTM na
Walne Zgromadzenie Delegatéw PTM” wymaga innego niz Uchwala ZG PTM trybu post¢powania. Zgod-
nie z opinig prawng, kadencja wtadz wszystkich stowarzyszen w Polsce, w tym PTM, zostaje wydluzona
w drodze Ustawy z dnia 04.06.2020 r. (Czwarta Tarcza), a nie decyzja ZG PTM. Wedlug tej Ustawy wybor
wladz stowarzyszenia na nowg kadencje musi by¢ dokonany w terminie do 60 dni od dnia odwotania stanu
zagrozenia epidemicznego lub stanu epidemii.

XII. Na dzien 1 maja 2020 r. nasze Towarzystwo liczy 924 czlonkéw. Najliczniejsze oddzialy terenowe, grupujace

ponad 100 czlonkéw, to OT Warszawa i OT Krakow.

Warszawa, 10.06.2020 r.

SEKRETARZ EZES
Polskiegg Towarzystwa Mikrobiologow PU’SHEQ Owarzystwa
A leurely -

dr hab. n. farm. Agm'e/t'a E. Laudy prif- drhab.
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CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

Cztonek Wspierajacy PTM - Zioty
od 27.03.2017r.

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

Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czystosci i higieny dla klientéw
o szczegolnych wymaganiach higienicznych, m.in. kompleksowe systemy mycia, dezynfekcji,
osuszania rak dla pracownikéw stuzby zdrowia, preparaty do dezynfekeji 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 $rodowiska pracy przed patogenami
powodujacymi zakazenia podczas leczenia pacjentéw, bezpieczenstwo i wygode personelu,
funkcjonalnos$¢ posiadanego sprzetu i urzadzen.

Firma jest partnerem dla przemystéw farmaceutycznego, biotechnologicznego i kosmetycznego.

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 12.09.2017r.

PMERIRC K

Firma Merck Sp. z 0.0. jest cze$cig miedzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibag w Darmstadt, Niemcy
i dostarcza na rynek polski od roku 1992 wysokiej jakosci produkty farmaceutyczne i chemiczne,
w tym podfoza mikrobiologiczne.

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 06.06.2019 .

“bart

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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