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OD REDAKTCII

Redakcja Postepéw Mikrobiologii z przyjemnoscia przedstawia zeszyt specjalny, dedykowany
Ludwikowi Pasteurowi, z okazji 200. jubileuszu urodzin tego wybitnego badacza. Przyczyn-
kiem do niniejszej dedykacji jest konferencja ,,The last word belongs to microbes” organi-
zowana przez Wydzial Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, ktéra odbedzie si¢ w dniach
29-30 listopada biezacego roku. Z tej okazji, oprocz regularnych artykuldw, prezentujemy
publikacje Autoréw zaproszonych do udzialu w tym specjalnym wydaniu naszego kwartalnika.
Sekeje konferencyjng otwiera znakomity artykul historyczny opisujacy rozne oblicza Ludwika
Pasteura przygotowany przez Dominike Salamon oraz Tomasza Jagielskiego — pomystodawce
konferencji. Tak jak wszechstronna i zréznicowana byla dziatalnos¢ tego wielkiego naukowca,
tak samo zréznicowane tematycznie sg prezentowane publikacje przegladowe. Nie moglo natu-
ralnie zabrakna¢ pracy poswigconej wakcynologii, dziedziny ktdrej Pasteur byt pionierem.
Polecamy Panstwa uwadze przeglad autorstwa Rafala Jabluszewskiego i Agnieszki Wyszynskiej,
dotyczacy wspolczesnych metod poszukiwania potencjalnych antygenowych kandydatow na
szczepionki. Zapewne wigkszo$¢ z nas uwaza Pasteura przede wszystkim za mikrobiologa,
znanego z odkrywania bogactwa mikrokosmosu i zasad nim rzadzacych. Tej aktywnosci dedy-
kowana jest praca Beaty Tokarz-Deptuta i wsp. na temat mikrobiomu czlowieka. Moze mniej
kojarzymy stynnego mikrobiologa z tematyka enologiczna, ale przeciez jedne z wazniejszych
badan L. Pasteura to wlasnie badania nad procesem fermentacji. Kamila Pachnowska i wsp.
przybliza nam historie winiarstwa oraz wprowadza nas w tajniki stabilizacji wina. W ostat-
nim z prezentowanych artykutéw Mariusz Dylag przekazuje nam przeglad wiedzy na temat
oportunistycznych, grzybiczych patogenéw. Tematyka aktualna zaréwno w czasach Pasteura,
jak i wspolczesnych.

Zyczymy P.T. Czytelnikom milej lektury oraz udanej konferencji.
Redakcja
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Abstract: Bdellovibrio bacteriovorus is a predatory gram-negative delta-proteobacteria that preys on other gram-negative bacterial spe-
cies. With the surge in the cases of Anti-Microbial Resistance and the demand to replace conventional antibiotics, this predatory attribute
of B. bacteriovorus has led to a vast number of studies in the last decade alone. These studies demonstrated various aspects of predation
and proposed using B. bacteriovorus as an alternative new approach to conventional antibiotics in humans. Here we review the current
progress made in this promising new area of research to develop novel antibacterial approaches.

1. Introduction. 2. Characterizing B. bacteriovorus. 2.1. Requirements for survival. 2.2. Predation overview. 2.3. Attack phase. 2.4. Prey
entry and invasion. 2.5. Growth phase. 2.6. Survival of attack phase cells. 2.7. Synergistic effect of B. bacteriovorus and conventional
antibacterials. 3. B. bacteriovorus: a possible “live antibacterial”. 3.1. In-vitro evidence. 3.2. In-vivo evidence. 3.3. Obstacles. 4. Industrial

applications of B. bacteriovorus. 5. Summary

Keywords: antimicrobial, Bdellovibrio bacteriovorus, gram-negative, live antibiotic, predatory species

1. Introduction

Bdellovibrio bacteriovorus belongs to a large family
of tiny vibrioid-shaped predatory organisms known as
Bdellovibrio-and-like-organisms (BALO). BALO spe-
cies possess a single flagellum and an average size of
0.2-0.5um x 1.2-1.5 um. These species are divided into
two major categories of a- and §-proteobacteria. Pre-
dation is the only way for BALOs (including B. bacte-
riovorus) to reproduce and they choose gram-negative
bacteria as their prey for replication [3, 36, 48, 74].
Specifically, B. bacteriovorus is a gram-negative obli-
gate aerobe and a highly motile §-proteobacteria (size:
approximately 1 pum x 0.2 um). Its ability to feast on
microbes makes it ubiquitous and leads to its presence
ranging from salt and freshwater to the human gut [3].

Since its discovery in 1962 Bdellovibrio bacteriovorus
has not been studied extensively compared to other bac-
terial species. It may be because a dire need for an alter-
native to antibiotics did not exist either until the start of
the twentieth century. Nevertheless, as the cases of anti-
microbial resistance (AMR) started to, more frequently,
make headlines in newspapers and scientific journals
alike, the scientific community diverted their attention
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to a more formidable threat in the form of AMR. To
further substantiate the situation, World Health Organi-
zation, as a warning, provided an estimate of 10 million
deaths globally, by 2050, at the hands of antibiotic resist-
ance [59]. This marked an increase in the number of
studies, especially in the last decade, proposing Bdello-
vibrio bacteriovorus as a “live antibiotic” in humans to
primarily treat gram-negative infections; however, the
first-ever human trials are yet to be conducted.

In this review, we place special emphasis on research
from the last decade that supports the potential use of
B. bacteriovorus as a possible replacement for presently
available antibiotics in treating gram-negative bacte-
rial infections (Fig. 1). Next, we will discuss the preda-
tory lifestyle of B. bacteriovorus and the critical studies
conducted to illuminate its various features (Fig. 2). We
then review the efficacy of B. bacteriovorus and cer-
tain significant obstacles to its use as a “live antibiotic”
in humans. Essential findings regarding treatment of
gram-negative infections, interaction with the immune
system, efficiency in removing bacterial colonies, tox-
icity towards human cell lines, will be discussed in the
proceeding paragraphs. Finally, we will also emphasize
the predatory ability of B. bacteriovorus by discussing
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Fig. 1. (Adapted from “The Role of ILC2s in Asthma Pathogenesis”, by BioRender.com (2022). Retrieved from https://app.biorender.com/
biorender-templates)

Description: A visual representation of the type of research conducted in the last decade concerning B. bacteriovorus. The review uses studies
from the following areas to establish the antibacterial properties of the predator. 1a) The features of predation highlighted by the studies from
the last decade provide new insight into the predation process. Followed by the 1b) In-vitro testing of the species to establish B. bacteriovorus
as non-cytotoxic toward human cell lines and effective in preying on known gram-negative pathogens. Moreover, using this information
to conduct 1c) In-vivo animal studies to test whether the knowledge gained from in-vitro studies translates well in animals. But also, to use
a mammalian model in mice to study the predator’s safety to gain some idea of its efficacy in humans. Lastly, 1d) Industrial applications
provide a different perspective on B. bacteriovorus. As its ability to prey on gram-negative species is put to use in various commercial set-
tings. Ranging from its role in the food industry, it can prevent spoilage from gram-negative species like E. coli. To a more sophisticated field
like Biotechnology, using its hydrolytic enzymes, it can obtain hard-to-extract biopolymers like polyhydroxyalkanoates (PHAs) from the
cytoplasm of gram-negative bacteria. Adding to the reputation of B. bacteriovorus for being efficacious against gram-negative bacteria and
being multifaceted. With most of the reviewed studies suggesting the use of this species as an antibiotic replacement, substantial evidence
to merit the safety of this predator as an antimicrobial agent in humans is still missing. There are other areas of B. bacteriovorus, including
its genome, that have received considerable attention in the last decade but lie beyond the scope of this review.

studies exploring the commercial applications of B. bac-
teriovorus as a possible solution to various industrial
dilemmas caused by gram-negative species, such as
wastewater treatment, protecting food items by pro-
longing their shelf-life, and so forth. Thus, the review
consolidates the reputation of B. bacteriovorus as a valu-
able addition to the list of proposed replacements for
antibiotics. And a good asset in the fight against AMR.

2. Characterizing B. bacteriovorus
2.1. Requirements for survival
B. bacteriovorus is an oligotroph that tends to favor

nutritionally deficient media for colony formation.
Under non-symbiotic conditions B. bacteriovorus acts

as a strict aerobe but reports of survival under anoxic
conditions also exist once the predator enters the peri-
plasm [62]. In terms of optimal growth conditions,
a temperature of 30°C and a pH ranging between
7.5 and 8 helps the predator grow [63]. Furthermore,
B. bacteriovorus can be separated into host-dependent
(HD) and host-independent (HI) strains, although the
HI strain can revert to an HD lifestyle if introduced to
prey cells [27]. For an HD strain to locate prey cells it
must swim (Fig. 2). However, a lack of prey has been
proposed to involve the use cyclic-di-GMP (CdG)
effectors and two flagellar-brake proteins by the preda-
tor to help reactivate the swim-arrest, which affects the
predator’s swimming pattern and energy metabolism,
and the predator survives as a result. B. bacteriovorus
starts swimming again in search of prey once the prey
is re-introduced [60].
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Fig. 2. (Adapted from “Lytic and Lysogenic Cycle”, by BioRender.com (2022). Retrieved from https://app.biorender.com/biorender-templates)

Description: The life cycle of the predatory, gram-negative bacterial species B. bacteriovorus. The life cycle is divided into an Attack Phase

(AP) and a Growth Phase (GP). AP: (1. Predator searches for and locates its prey (a gram-negative bacterial host) using chemotaxis followed

by swimming towards the prey using its flagellum. 2. B. bacteriovorus, upon finding its prey, attaches to its cell wall). GP: (3. Predator uses

its massive arsenal of hydrolytic enzymes to enter the prey cell and feed on the prey cell cytoplasm using hydrolases. The host cell is now

called a bdelloplast. 4. The predator grows and forms a polynucleoid filament, almost the size of the prey cell itself. 5. Filament undergoes

septation. 6. A new line of AP cells is released. 7. The bdelloplast peptidoglycan undergoes deacetylation by the newly formed AP cells.
Thus, they are released. And the cycle repeats itself [14, 23, 36, 40, 53, 63, 67, 68].

2.2. Predation overview

HD strain has four life stages (Fig.1 represents
the complete life cycle of B. bacteriovorus) [63]. First
stage consists of locating and recognizing the prey cell
(a gram-negative species) [68]. Upon locating the prey
cell, the predator then invades the cell’s periplasm by
penetrating its peptidoglycan cell wall [63]. Following
invasion, the B.bacteriovorus-containing prey turns
into a round-shaped cell called a bdelloplast [67], and
growth phase initiates. The growth phase strategy of
B. bacteriovorus relies on periplasmic predation, instead
of epibiotic predation [40, 53]. Although, it's been sug-
gested by Deeg et al. that Bdellovibrio, as a genus, might
be ancestrally epibiotic [14]. During growth, predator
utilizes the prey cell contents as a source of nutrition.
However, there is evidence of rebuttal by the prey cells
in certain cases, in the form of transcriptional products
released to repair the damage caused by the predator,
especially to the cell wall. B. bacteriovorus, regardless of
the minor defense put up by the affected organism, fin-

ished off its prey [36]. Once the prey has no more nutri-
tion to offer, B. bacteriovorus septates and new progeny
is formed. The new attack phase cells then burst out
after the prey cell has undergone lysis [23, 63, 67]. The
AP cells then search for other prey cells and the afore-
mentioned process repeats itself.

2.3. Attack Phase

During attack phase B. bacteriovorus uses its flagel-
lum [35], to propel it towards the prey cell, followed by
a reversible attachment of the two [67, 68]. Due to the
temporary nature of this attachment the predator also
has the option to detach itself from the prey if the prey
is considered unsuitable [6, 67]. In case detachment
happens, there are reports of this leaving the prey cell
wall discontinuous [1]. On the other hand, the process
of attachment that is currently agreed-upon is mediated
by Type IV pili, present on the pole across the flagellum
in the form of tiny retractile filaments made of protein
[55]. Furthermore, the involvement of Type IV pili is



172 TAYYAB SALEEM, MUHAMMAD ISHFAQ, MUHAMMAD FAHEEM, SYED BABAR JAMAL

reported to be restricted to the predator-prey attach-
ment only [22]. Multiple factors including PilE, Tfp and
PilG have been reported to be essential in the assembly
of Type IV pili [9]. However, the specific role of pili in
B. bacteriovorus life cycle relies on a few important ele-
ments. These elements include the PilA protein, which
has been reported as essential in recognizing the prey
[22]. Moreover, a high level of PilA expression has been
observed in both the attack and growth phase, which
hints at its participation in the early stages of predation
[41]. Other examples of assembly proteins for Type IV
pili include PilT2, which has been observed to assist in
biofilm predation [10].

2.4. Prey entry and invasion

For the predator to enter and invade the prey cell
the formation of pore in the Bdelloplast peptidoglycan
is deemed the most crucial step. It was initially thought
that certain enzymatic reactions were behind this step
[67]. Subsequently, glycanases were proposed to be the
main component in hydrolysing the bdelloplast pepti-
doglycan [70]. In terms of bdelloplast formation, both
glycanases and peptidases were at one point considered
to be heavily involved in the process. However, later in
a study by Tudo et al. it was peptidases, instead of gly-
canases, that were highlighted as the reason for pepti-
doglycan hydrolysis [71]. On the other hand, in the last
decade this area was further explored by Lerner etal.
(2012) who reported that a couple of penicillin-binding
proteins (PBP) could be the reason for the rounding
of the prey cell [38]. These proteins are expressed at an
earlier stage of predation and perform the functions
of DD-endopeptidase and DD-carboxypeptidase [38].
In addition, the bdelloplast formation might be a strat-
egy used by the two enzymes to ward off any further
attacks by other B.bacteriovorus cells, while at the
same time allowing entry of the attached predator cell
through the peptidoglycan layer with its entire structure
intact. Furthermore, the authors of the same study did
not associate the two enzymes to any important role
during prey invasion.

Genomic sequencing of the predator has also revea-
led some other components that are important for pore
formation and predator entry [16, 55]. In one such
study by Lambert et al., multiple enzymes were identi-
fied to facilitate the entry of B. bactreiovorus into the
prey cell [37]. These enzymes included deacetylases,
proteases and glycanases, specifically, deacetylase weak-
ened the peptidoglycan layer of the prey [37]. This find-
ing disagrees with previous studies where peptidogly-
can deacetylation was thought to protect the bdelloplast
from premature lysis by glycanase. The same study fur-
ther considered the initial formation of the pore to be
assisted by deacetylation and not hampered by it [37].

2.5. Growth Phase

After prey invasion, the pore in the outer membrane
of the prey cell, used by the predator for entry, is sealed.
Shortly after, morphological changes are triggered in the
prey cell resulting in the formation of a round shaped
cell (bdelloplast) [38]. Furthermore, transpeptidases
are released by the predator to aid the peptidoglycan
layer of the bdelloplast in building intracellular resist-
ance against osmotic pressure [34]. Next, the predator
rapidly depletes the nutrient stores of the bdelloplast to
aid its replication. Moreover, recent findings have illu-
minated the role of B. bacteriovorus nucleases (Bd0934
and Bd3507) in the digestion of nucleic acids inside the
bdelloplast [5]. The predator grows in the form of a fila-
ment (69), along with duplication of its chromosomes.
Also, the genetic material of the B. bacteriovorus HD
strain has been observed to only replicate inside the
bdelloplast [42]. In the case of B. bacterivorous, a delay
has been reported between chromosome replication
and cell division which causes a filament to form tem-
porarily, similar events have been observed during the
replication of Streptomyces [42, 58].

In a study by Fenton et al. the final stages of B. bacte-
riovorus replication inside the bdelloplast were observed
[23]. The predator cell simultaneously elongates from
both poles. After that, once the elongation reaches max-
imum length the predator cell produces new progeny
cells and septation is complete. For septation to initiate
it is imperative for the predator to completely deplete
the nutrients of the prey cell. Still, the exact mecha-
nisms deployed by the predator to duplicate its chro-
mosomes and divide into new AP cells are unknown.
The newly formed AP cells then lyse what remains of
the bdelloplast to exit the prey cell. An inverse propor-
tionality has also been reported between the number
of new AP cells and the amount of time it takes them
to exit the bdelloplast [23]. In the end, the progeny cells
use the pores created in the remains of the bdelloplast
to exit the prey. Furthermore, Harding et al. suggested
the involvement of lysozyme DslA (acts on peptido-
glycans that are GIcNAc-deacetylated) to facilitate prey
exit [26]. Following their exit, the new B. bacterivorus
cells devote a small period to elongate a bit further, and
once they are set to initiate a new attack phase the elon-
gation ends [23].

2.6. Survival of attack phase cells

A bacterial predator like B. bacteriovorus is not com-
pletely protected against extracellular environmental
threats. While searching for prey the predator must first
deal with its environment which is usually limited in
nutrients and contains harmful secondary metabolites
secreted by other organisms. These metabolites play
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an important role in the ecology and regulation of the
extracellular environment, and hence in the interaction
between the predator and other bacterial species [72].
No such reports currently exist that highlight specific
molecules targeting B. bacteriovorus. However, a few
observations have been made regarding molecules like
cyanide that has been observed to safeguard its source
(a bacterial species) from predation [47]. Also, pH
and particular carbohydrates have been shown to have
a deterrent effect on predation [13].

2.7. Synergistic effect of B. bacteriovorus
and conventional antibacterials

Under normal conditions, B. bacteriovorus shares its
habitat and source of nutrients with other organisms.
This not only leads to competition amongst different
species but also prevents B. bacteriovorus from feed-
ing on the entire population of prey [20]. So, to com-
pensate for this type of predator-prey dynamic a pos-
sible alternative like combination therapy with other
antimicrobials might prove useful. However, prior to
pairing the predator with an antibiotic, to increase its
preying capacity, it is essential to evaluate the sensitivity
of B. bacteriovorus towards different antibiotics. With
regards to this topic multiple studies have been pub-
lished in the last decade that expand on this subject. In
one such study by Marine et al., the susceptibility of the
predator towards several antibiotics was investigated.
This was achieved by assaying a liquid co-culture of
E. coli and B. bacteriovorus. The study highlighted Tri-
methoprim as the antibiotic toward which the predator
showed resistance. This was attributed to natural resist-
ance, by the authors, since dihydrofolate reductase of
B. bacteriovorus displays no affinity [43].

Furthermore, there are reports of a synergistic effect
produced by combining B. bacteriovorus and Violacein
(a bisindole antibiotic that targets gram-positive bac-
teria) to control the growth of gram-positive species,
which otherwise lie outside the spectrum of bacte-
rial classes that B. bacteriovorus can negatively impact
[18]. Im et al. further tested B. bacterivorous and Vio-
lacein against a polymicrobial population comprising
of gram-negative A.baumannii and K. pneumoniae,
and gram-positive S. aureus and Bacillus cereus. Both
B. bacteriovorus and Violacein, when tested separately,
effectively reduced the viability of gram-negative and
positive strains, respectively. Surprisingly, when used
together, both showed an enhanced efficacy in reducing
the viability of their respective strains. Furthermore,
the antibacterial activity of B. bacteriovorus was not
negatively impacted in any way by Violacein and vice
versa [30]. These findings encourage consideration of
combination therapy involving live antibacterials like
B. bacteriovorus and conventional antibiotics such as
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Violacein to treat polymicrobial infections. Further-
more, this type of combination therapy could reduce
prevalence of antibiotic resistance genes by preventing
horizontal gene transfer. This is so as using conven-
tional antibiotics concurrently with B. bacteriovorus
might induce bacterial resistance and the predator
provenly digests the genetic material of gram-negative
pathogens besides feeding on the rest of the prey cell
contents [46].

Lastly, aside from antibiotics, studies from the past
decade have also focused on the use of bacteriophages
in combination with B. bacteriovorus for pathogen
removal. Hobley etal. investigated this concept and
observed a mutual tolerance between B. bacteriovo-
rus and bacteriophages. The same study showed the
predator having a supplementary effect on the ability
of phages to control gram-negative species like E. coli
[28]. This example of predator-bacteriophage coopera-
tion is a promising solution to not only phage resistance
but also the predator’s inability to destroy the entire
prey population.

3. B. bacteriovorus: a possible “live antibacterial”
3.1. in-vitro evidence

In the last decade, in-vitro testing has been a recur-
ring theme and has provided vital evidence regarding
a few aspects of B. bacteriovorus. These aspects can be
divided into two main categories of prime interest:
toxicity and predatory ability/mechanism. Recently,
in-vitro studies have tested the cytotoxicity of B. bacte-
riovorus on human cells lines like Human Corneal Lim-
bal Epithelium (HCLE) cells [64], keratinocytes, kidney
epithelial cells, liver epithelial cells, and monocytes both
from blood and spleen [25]. In these cells, cytotoxic-
ity assays showed that B. bacteriovorus was unable to
generate any inflammatory response and did not affect
the viability of these cells [25]. Monnappa etal. (2016)
studied Lung epithelial (NuLi-1) and Intestinal epithe-
lial cells, which can produce cytokines against foreign
pathogenic bacteria but showed no signs of cytokine
induction by B. bacteriovorus. The same study also sup-
ported the predator’s potential to be considered non-
cytotoxic to mammalian cells [45].

In terms of its predatory ability/mechanism, recent
studies have also focused on the ability of B. bacterio-
vorus to prey upon/reduce host cell viability of Multi-
drug Resistant (MDR) bacteria, including nosocomial
pathogens that produce beta-lactamases [12, 33]. For
instance, B. bacteriovorus can eradicate gram-negative
strains that are resistant to previously discontinued
antibiotics like colistin [15]. Moreover, B. bacterio-
vorus has shown a protective ability toward human
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cells. For example, the predator protects epithelial cells
from pathogens like Pseudomonas sp. while protect-
ing the viability of the epithelial cells or maintaining
the microbial balance in the human gut of pediatric
patients preventing Dysbacteriosis-induced diseases
like celiac disease, inflammatory bowel disease, and
cystic fibrosis [29, 19, 32].

3.2. in-vivo evidence

One of the concerns with administering B. bacterio-
vorus as a “live antibiotic” is the possibility of abnor-
mally triggering the immune system. However, multiple
studies have reported the non-toxicity of B. bacterio-
vorus in animal models [64-66]. In one such study by
Shatzkes et al. a slight increase in specific proinflamma-
tory cytokines was observed in response to B. bacterio-
vorus in mice models, but the level returned to normal
after almost 24 hours [65]. One possible explanation
behind this lack of sustained immune response in
mice against B. bacterivorous is the presence of neu-
trally-charged-Lipopolysaccharides (LPS) structure
of B. bacteriovorus as opposed to negatively charged
LPS in other gram-negative bacteria [66]. Furthermore,
in terms of cytotoxicity in animal models, B. bacte-
riovorus is reported to show no cytotoxicity towards
the ocular surface of mice [57]. However, its contribu-
tion is insubstantial in clearing the pathogens from the
corneal epithelium [56].

B. bacteriovorus has proven to be highly benefi-
cial, even in removing plaque-causing gram-negative
pathogens like Yersinia pestis, which devastates small
animals like mice and can also inflict massive harm on
humans by its transmission through flea vectors [24,
59]. Also, there is evidence of B. bacteriovorus pro-
tecting C57BL/6/SKH-1 mice from Y. pestis in-vivo
[24, 59]; however, the exact mechanism of action is
unknown. On the other hand, the predator does not
protect Balb/c mice from Y. pestis [24]. Furthermore,
in terms of deadly human pathogens, Shigella flexneri,
especially the carbenicillin-and-streptomycin-resistant
strain, claims around one million human lives annually
[39]. The efficacy of B. bacteriovorus has been tested
against this strain in animal models like zebrafish
larvae. It was reported that B. bacteriovorus kills the
pathogen without inducing any adverse immune system
effects. On the contrary, the activity of the immune sys-
tem is enhanced when working alongside B. bacterio-
vorus, and towards the end of predation B. bacteriovorus
is removed by the host immune system [75]. Moreo-
ver, Shatzkes et al. observed B. bacteriovorus finding it
challenging to prey upon species in the vasculature
compared to a specific immune-privileged organ due
to difficulty in locating the prey and removing the pre-
dator itself [66].
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3.3. Obstacles

A considerable amount of literature has been pub-
lished establishing the therapeutic ability of B. bacterio-
vorus [12, 15, 19, 24, 25, 29, 32, 45, 59, 64-66, 75], and
proposing its use in in-vivo human studies. However,
certain findings contradict this concept [2, 21, 17, 31].
In a study by Duncan etal. prey motility was identi-
fied as a hurdle to predation by B. bacteriovorus. The
predator finds it challenging to attach to motile prey
like Vibrio cholerae compared to non-motile prey due
to the drag force that it experiences [17]. Among other
obstacles to predation, Baker et al. reported a disparity,
in terms of pathogen removal by B. bacteriovorus, in
the human serum and buffer. The authors investigated
the interaction between B. bacteriovorus and one of
the nosocomial pathogens: Carbapenemase-producing
Klebsiella pneumoniae [2]. The interaction was tested
both in human serum and in the buffer. The predator
eradicated K. pneumoniae initially but took 19 h longer
to attach to the prey in the human serum model com-
pared to the buffer. Upon microscopic observation,
contact with the serum changed the shape of the preda-
tor from vibroid, which indicates predation, to a round
shape. More importantly, after predation, K. pneu-
moniae grew back in buffer and serum, but further
research is required to substantiate these findings. The
same authors speculated that it was due to plastic resist-
ance, but no further attempts were made to explore the
reasons for re-growth [2]. Furthermore, Im etal.
reported a similar impact of human serum on B. bacte-
riovorus [31]. The study involved the cells of K. pneumo-
niae, E. coli, and Salmonella enterica that were subjected
to predation in human serum. The osmolality of human
serum and serum albumin inhibited predation. As the
osmolality of the serum rose the activity of B. bacte-
riovorus declined. Furthermore, the serum albumin
caused inhibition by binding and coating the cells of
the B. bacteriovorus [31]. Finally, predation is hindered
by indole, which is a metabolite in many gram-posi-
tive and gram-negative bacteria and is released during
the stationary phase [21]. Indole reduces the motility
of B. bacteriovorus during the attack phase, which is
integral for the predator to locate its prey and slows
down the exit of the predator from inside the bdel-
loplast [21]. Addressing these hurdles will therefore
be essential before performing any in-vivo studies on
human subjects.

4. Industrial applications of B. bacteriovorus
In the last decade, numerous studies have surfaced

that investigated the unorthodox use of B. bacterio-
vorus as a biocontrol agent in the food, environmental,
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healthcare industries, and its biotechnological appli-
cations. This indicates that the use of B. bacteriovorus
is not solely restricted to public health but probably
extends further. In the food industry, the predator has
been mainly tested against food spoilage, like its use
in controlling the growth of bacterial species of genus
Dickeya and Pectobacterium. These species are patho-
genic towards plants, specifically potatoes, as they
tend to damage the roots, as a result, the agricultural
production suffers [77]. Furthermore, B. bacteriovorus
displayed activity which was dependent on its concen-
tration, and the presence of glucose was observed to
provide protection from predation. Among other stud-
ies on prevention of food spoilage by B. bacteriovorus,
the predator suppresses the growth of Pseudomonas
tolasii, thereby protecting the post-harvest mushroom
(Agricus bisporus) from the toxin, Tolaasin, it produces.
Thus, the predator reduces the appearance of brown
lesions on the mushroom pileus, making it more
appealing to buyers [61]. Similarly, other post-harvest
food products such as lettuce and carrots have also been
shown to be protected from E. coli or Salmonella using
B. bacteriovorus [50]. In addition, the shelf life of pre-
packaged meat products has been reported to signifi-
cantly increase when B. bacteriovorus is used to medi-
ate the removal of spoilage bacteria like E. coli [51].
Finally, as a biocontrol agent, B. bacteriovorus (SOIR-1
strain) also provides protection against phytopathogens
such as Xanthomonas campestris and Pantoea sp. strain
BCCS responsible for causing rotting of potato tubers
and onion bulbs, respectively [49].

As a biocontrol agent B. bacteriovorus has been
tested in the fishing industry as well. In one such study
by Cao etal. the predator was used against shrimp
pathogens as a bio-disinfectant [7]. Later, the authors of
the same study were, for the first time, able to encapsu-
late the predator which prolonged its stability and via-
bility at room temperature for approximately 120 days
[8]. Furthermore, B. bacteriovorus has also shown the
ability to alter the feeding behavior of the Mandarin
tish: Siniperca chuatsi, from live baitfish (costly) to pel-
let feed (more economically viable), as well as enhance
its growth and survival rate. The predator does that
by enhancing the expression of genes responsible for
regulating appetite: Neuropeptide Y(Npy) and Agouti-
related peptide (Agrp), and by controlling the growth
of Aeromonas (pathogenic bacteria) in the intestinal
microflora of the fish [11]. Among environmental
applications of B. bacteriovorus, it can be used in pre-
treatment of rainwater, as a lead-in to solar disinfec-
tion and solar photocatalytic treatment, to control
the growth of bacterial pathogens such as Klebsiella
pneumoniae [73]. Like rainwater treatment, B. bacte-
riovorus has also been used in the Wastewater treatment
(WWT) plants as a cleaning agent as it can prey upon
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the sludge microorganisms and prevent the membrane
from blocking in membrane bioreactors [52].

With regards to the healthcare industry, B. bacte-
riovorus has shown the ability to target oral pathogens.
With the oral microbiota being highly diverse the pred-
ator has been reported to prey on certain periodontal
pathogens [54]. It has been observed that B. bacrerio-
vorus is able to prey on aerobic bacterial species but not
the anaerobic ones (such as Fusobacterium nucleatum
and Porphyromonas gingivitis) inside the oral cavity.
Moreover, it has also been suggested that B. bacterio-
vorus can help control the microbial growth of antibi-
otic-resistant gram-negative Enterobacter cloacae JK-2,
in knee wear simulators (used to design improved Total
Knee Replacement (TKR) implants) [3].

Lastly, B. bacteriovorus also has applications as a bio-
technological tool. In a study by Martinez et al. B. bac-
teriovorus was successfully used in extracting the hard-
to-extract biopolymers like polyhydroxyalkanoates
(PHAs) (found in the cytoplasm of both gram-nega-
tive and positive bacteria), using its enormous range of
hydrolytic enzymes. The predator produced up to 80%
yield without any breakage of the product [44]. Moreo-
ver, the same study also proposed the use of B. bacterio-
vorus instead of conventional extraction techniques like
high-pressure homogenization, which have high costs
and a low vyield [44]. Furthermore, there are reports
of new biotechnological tools like BspK (a protease K
derived from B. bacteriovorus) that can help speed
up the quality control and evaluation process of new
therapeutic antibodies. Usually, the quality control pro-
cess involves cleaving antibodies to their more minor
constituents to facilitate their analysis. However, the
currently in-use tools like Trypsin are inefficient and
ineffective in producing high quality products. This
prolongs the approval process for therapeutic antibod-
ies, thus depriving patients in urgent need of these anti-
bodies. Therefore, proteases like BspK can be a valuable
addition to the quality control process [4].

5. Summary

In summary, B. bacteriovorus has shown potential
as a therapeutic agent across various fields and can be
considered a possible antibiotic replacement. How-
ever, the substantial evidence to merit the safety of this
predator as an antimicrobial agent in humans is still
missing. The in-vitro studies have given some prom-
ising results, but issues like prey motility, when used
along with indole and the scientific gaps in the knowl-
edge about the function of each gene in the bacterial
genome, pose severe hurdles in the route to develop this
species as a replacement to traditional antibiotics. The
future research should therefore focus on accumulating
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conclusive evidence regarding the safety of this preda-
tory species in humans alongside exploring the genome
of B. bacteriovorus.
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Abstract: Minerals have been important throughout history, but nowadays, their use has increased, as well as their extraction needs.
Therefore, due to the growing demand for metals, and both the depletion of high-grade ores and their related environmental concerns,
the mining industry has been forced to leave behind the past traditional techniques of metal recovery (use of inorganic acids), and adopt
eco-friendlier alternatives, such as the utilization of weaker leaching agents, such as organic acids. Thus, the present review is focused on
the use of microbially-produced organic acids as a promising alternative to conventional techniques in the mining industry, with emphasis
on the following topics: a) the advantages and disadvantages of the use of organic acids for leaching purposes, b) the main microorganisms
studied for the production of these organic acids, c) a summary of the latest reports on bioleaching as well as a comparison of the existent
techniques; d) the explanation of leaching mechanisms where organic acids may be involved, to fulfill metal recovery; and, ) interactions
between metallic ions and organic acids. The review of the current knowledge regarding the use of organic acids for leaching purposes
seeks the visualization of relevant strategies that may be improved for metal-recovery processes, intending to develop circular economy
practices that may have the potential to be implemented at an industrial scale.

1. Introduction. 2. Generalities of organic acids (OA). 2.1. Advantages and constraints of using organic acids (OA) for leaching purposes.
2.2. Obtention methods of organic acids. 3. Comparison between bioleaching techniques. 4. Recommendations to establish successful
bioleaching process using microbial produced OA. 4.1. pH and temperature. 4.2. Pulp density. 4.3. Matrix. 5. Bioleaching mechanisms using
organic acids. 5.1. Acidolysis and complexolysis. 5.2. Redoxolysis. 5.3. Interactions between organic acids (OA) and metals. 6. Summary

Keywords: bioleaching, biological synthesis, metal recovery, microbial processes, organic acids

1. Introduction

The use of minerals is of common relevance in daily
life, which can go from eating foods rich in some spe-
cific elements or compounds to powering every sin-
gle electronic device at home, considering in between
a high number of applications [61]. Indeed, ancient
civilizations realized the importance of minerals, giv-
ing birth to many mining techniques that have been
modified, improved, and explored until nowadays;
mining represents an important economic activity
for many countries. In 2016, 903 billion United States
Dollars (USD) were earned by the top 20 metal-pro-
ducing countries, which are: China, Australia, United
States, India, Russian Federation, South Africa, Indo-
nesia, Brazil, Canada, Chile, Peru, Kazakhstan, Mexico,
Germany, Poland, Turkey, Colombia, Congo Demo-
cratic Republic, Ukraine, and Ghana [25]. Being mining
industry of enormous importance for socio-economical
concerns, the processes for mineral extraction have put
aside the environmental impact over the years, as most
of the anthropogenic actions have done [80].

Both environmental and social impacts of mining
activities may vary depending on the characteristics of
the mining site and the type of ore therein [83], and
such environmental consequences can be reflected at all
the trophic levels, causing: a) loss of ecosystems, even
preservation areas (fauna and flora); b) soil acidifica-
tion, which ends up in the loss of agricultural fields;
¢) pollution problematics related to water and atmos-
phere, due to contamination by metals; and finally,
d) health problems in humans [33, 64, 83].

Besides these environmental issues, mining is fac-
ing other challenges, like the depletion of high-grade
mineral deposits [7, 98], which makes harder (or even
useless) the metal extraction processes commonly
employed. Thus, the future of the mining industry, as
we know it, seems troublesome. Currently, it is vital
to employ greener processes to help the achievement
of results while diminishing environmental and health
impacts [60, 67]. Therefore, sustainable actions in
different fields, such as extraction processes, are evi-
dently supported in various countries like Australia and
Canada [53], where biomining is gaining force, being
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successfully used for the extraction of several metals
(Co, Cu, Ni, and Zn). In this respect, it has been
reported that the 20% of Cu world production comes
from the heap or the stockpile bioleaching [31].

Additionally, the main way to obtain mineral resour-
ces over the years, until now, has been through mining
extraction activities. However, such activities seem to be
attached to a clock due to new regulations around the
world, which are demanding to diminish environmen-
tal impacts; consequently, ways to obtain metals are no
longer focused exclusively on mining, but also in their
recoveries through other sources, like e-wastes [9, 26,
27,37, 54, 57, 60] or industrial residues, such as spent
catalysts [8, 20, 40, 50, 59, 71, 81]. Regarding traditional
mining techniques, pyrometallurgy is mainly used in
high-grade ores [14, 42], leaving aside the low-grade
deposits due to cost issues. These latter ores represent
a new challenge, inciting the appearance of novel pro-
cesses, such as hydrometallurgy, which can be employed
even if the mineral amounts are low [14]. Therefore,
hydrometallurgy represents an opportunity not only for
low-grade ores but also for recycling processes.

Leaching processes in extractive metallurgy have
usually employed inorganic acids (IA) due to their rela-
tively low costs [16, 52]; however, these are not the only
leaching agents. Chelating agents like diethylenetri-
amine pentaacetate (DTPA), ethylendiamine tetraacetate
(EDTA), and nitrilotriacetic acid (NTA) have shown good
efficiencies. Regrettably, they are not considered biodeg-
radable, due to the environmental effects they may cause,
especially when there are leakages into the ecosystems
[34, 47, 86]. If well, there are other alternatives like alka-
line leaching [9, 39, 54], this technique needs additional
leaching steps using other acidic lixiviants in order to
extract metals like Cd and Cu, making the processes
more complicated and expensive [47]. In the look of
more sustainable options, there has been studied the use
of organic acids (OA) for leaching purposes, like oxalic,
citric, malic, and succinic acids, among others [60, 86],
and are reported to be less toxic to many biological com-
munities than IA, apparently, because of the complexing
capability they present. This complexing characteristic
allows the reduction of metal concentrations that may
be considered toxic. Also, OA are much easier to dis-
pose and are biologically degradable [10]. Therefore, this
review is focused on the use of microbially-produced
OA as a promising alternative to conventional tech-
niques for metal extraction in the mining industry and
the recovery of metals from industrial residues.

2. Generalities of organic acids (OA)
OA are low-molecular-weight carbon compounds

capable to form complexes with various elements
[10]. Their structure is composed of carboxylic groups
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(-COOH). They consist of aliphatic monobasic carbox-
ylic acids, from formic acid up to the C18 acids [43]. It
is known that they are thermally stable, leave no nega-
tive impacts on the environment, and usually form
strong chelates [22]. It has been reported that there are
two forms to classify OA, and this classification can
be according to their molecular weight or the num-
ber of carboxylic groups. In the first case, they can be
of low-molecular-weight OA (LMWOA), if they have
five carbons or less, or high-molecular-weight OA
(HMWOA) if they have more than five carbons [6].
Examples of LMWOA include acetic, fumaric, oxalic,
citric, and tartaric acids; they are found in milimole
concentrations in soil, and those amounts are higher
in the rhizosphere than in bulk soil [86]. Regarding
HMWOA, it is known that they are also present in the
soil; however, their content is still undefined. Most
HMWOA are referred to as humic and fulvic acids.
Both LMWOA and HMWOA possess the capability to
form complexes [15]. Therefore, OA have been widely
used as additives in foods, and for metal detoxification,
which refers to the ability to control the solubility of
heavy metals by complex reactions or chelation [72].

2.1. Advantages and constraints of using organic
acids (OA) for leaching purposes

The use of OA is versatile due to their characteristics.
One of them is their ability to inhibit microbial growth
[12]; OA like acetic, lactic, and propionic acids, and their
mixtures, have shown bacteriostatic and bactericidal
properties [79]. These properties have been exploited by
the food industry, by incorporating them as food addi-
tives or preservatives. Nowadays, bactericidal activity
has been implemented in polymeric films used as food
packaging [12]. Besides their antimicrobial activity,
some of the OA are also known for their chelating prop-
erties and their biodegradability. These characteristics
boosted the implementation of them as leaching agents.
Table I shows the main differences between OA and IA.

2.2. Obtention methods of organic acids

Naturally, LMWOA are released by root exudation,
organic matter decomposition in soils, and the produc-
tion of microbial metabolites. Oxidative stress, high lev-
els of Pb and Fe, as well as low concentrations of Ca and P,
promote higher rates of OA from roots [86]. OA can be
also chemically synthesized by oxidation of alcohols, car-
boxylation of alkenes, or hydrolysis of esters [19]; how-
ever, their synthesis has not been suitable for large-scale
production because the raw material needed for their
obtention is expensive and yields are low. Hence, micro-
biological production becomes an important economic
alternative for the chemical production of OA [10].
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Table I

Comparison of the reported characteristics of organic and inorganic acids in leaching processes

Organic acids (OA) Inorganic acids (IA) References
Less emission of hazardous gases High emission of sulfur, chloride, and nitrous oxides [35]
Serve for soil nutrient acquisition, mineral weathering Can lead to high consumption either of water or chemicals [29]
Less risky manipulation during the process. Risky manipulation during the process. [82]
Biodegradable Non-biodegradable [20, 35]
Delay the corrosion of equipment Cause prompt corrosion of equipment [82]
Can be used more than once in metal recovery processes | Cannot be reused in metal recovery processes [35]
Are costlie.r than IA, but the.process is c9nsidered Have low c.ost, but the pr.ocess is not. considered (37]
cost-effective due to the environmental impact cost-effective due to environmental impact
Solely e}ct as leaching' agents; hence, separation Solely ac.t'as léaching a.gents; hence, separation (35]
nd purification are still needed and purification are still needed

2.2.1. Biological synthesis of organic acids

OA are building-block chemicals that can be pro-
duced by microbial processes, besides chemical syn-
thesis. Biological synthesis of OA is possible because
most of them are natural products of microorganisms
or intermediates in major metabolic pathways [85]. OA
are formed mostly through microbial fermentation, and
to do so, either carbohydrates or related substrates are
used; many anaerobic and facultative microorganisms
can produce OA during fermentation processes [68]. In
general, the biological production of OA for bioleach-
ing purposes has been focused on citric, malic, oxalic,
and gluconic acids.

Important contributions have been made on this
subject by studying OA-producing microorganisms
such as Aspergillus species [11, 28, 45, 66, 75, 89, 91];
Penicillium species [3, 22, 46, 73, 76, 94, 100]; fungal
consortia [44, 62, 69, 77, 93]; and bacteria like Entero-
bacter aerogenes [30].

Although it is known that several microorganisms
possess the ability to produce this kind of compounds,
like the 64 strains of Ascomycota and Basidiomycota
reported by Liaud etal., [56], authors like Deepatana
& Valix [21] report that Aspergillus and Penicillium have
been preferred as OA bio-fabrics, mainly because of
their ability to produce high amounts of these metabo-
lites [58], which makes them microorganisms of rel-
evance for this purpose.

3. Comparison between bioleaching techniques

Bioleaching using OA is still considered a new sub-
ject. According to Clarivate Analytics, during the last
5 years the total amount of articles published, includ-
ing early access articles related to this subject, were 18
(Fig. 1), and doing a broader search from 1980 to 2021,
a total of 42 publications were found.

Bioleaching studies reported to date employed
diverse techniques for the production of relevant
metabolites related to these processes, including OA.
These analyses, performed under different conditions,
assessed how this metabolite production affects the
recovery of metals, in both one-step [4, 5, 58, 65] and
two-step [95] direct bioleaching processes (microor-
ganisms and matrix together); and in indirect methodo-
logies (produced metabolites and matrix) [4, 5, 58, 65].

Considering the reports found, it seems that two-
step bioleaching (where the microorganism is incu-
bated a few days before being in contact with the
matrix) reduces the toxic effects produced by spore
germination and fungal growth, and accelerates the
bioleaching process in comparison to the one-step
methodology (where both microorganism and matrix
are incubated at the same time) [95]. Additionally, it has
been stated that an increasing pulp density, with both
one-step and two-step techniques, results in a decrease
of efficiency, which can be attributed to growth inhi-
bition by metal toxicity, affecting metabolite produc-
tion [74]. Finally, spent-medium techniques (indirect
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Fig. 1. Published articles from 2017 to 2021 related to bioleaching
with OA

Data was taken from Clarivate Analytics in 2021; keywords used for this
search were organic acids, bioleaching, metal recovery, and fungi.
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Table II
Bioleaching at laboratory scale for metal recovery from industrial wastes using OA-producing microorganisms
Leaching agent Temperature | Time Pulp Recover Refer-
Microorganisms 838 I:l RPM | density % Y
(mg/L) (°C) (days) (%) ences
(w/v)
Mixed fungal cultures:
Purpureocillium lilacinum (71.9%)
and Aspergillus niger (27.9%) were
dominant species. Others (0.2%) 56.1 Cu
include: Pseudallescheria sp., Oxalic 1022.4 15.7 Al
Malassezia obtuse, Tomentella sp., Citric 5533.2 30 30 27 300 8 20.5 Pb [93]
Davidiellaceae sp., Talaromyces sp., Gluconic 894.6 49.57n
Fungi sp., Herpotrichiellaceae sp., 8.1 Sn
Meyerozyma guilliermondii
Wickerhamomyces anomalus,
and Malassezia furfur.
e |
Aspergillus niger xate 7 oom 21 | 120 | 0.092 43.95Ni | [94]
Malic 1212, 1086 temperature 64.03 Cu
Gluconic 2065, 2153 '
100 Li
Less than 14000 of 94 Cu
. . luconic acid, less than 4000 72 Mn
Aspergill & ’ 30 30 130 1 11
spergifius mger of citric and oxalic acid, 62 Al (1]
less than 3000 of malic acid 45 Ni
38 Co
Citric 5237
Penicillium simplicissimum GluCO{llC 3666 30 15 130 1 100 V [76]
Oxalic 1287 40 Ni
Malic 188
(stationary
Kombucha-consortium bioleaching)
(the bacterium Komagataeibacter Gluconic 25500 Room 5.2 of REE*
< , 14 300 2.8 [44]
hansenii, and the yeast Acetic 9608 temperature (shaken-mode
Zygosaccharomyces lentus) bioleaching)
7.9 of REE
Oxalic 17185
Gluconic 4539 83V
A i i 1
spergillus niger Citric 1042 60 7 30 9 30 Ni [75]
Malic 502
Gﬁ“ﬁmi 2251126 69.8 Al
Aspergillus niger A 30 30 | 130 2 60.0 Ti (89]
Oxalic 1170
L 25.4 Fe
Citric 8078

*REE, Rare Earth Elements.

biolixiviation) are limited by the content of metabolites
produced in relation to pulp density; therefore, opti-
mization of metabolite production is a key factor for
increasing efficiencies [17].

More specific results from the last 5 years of direct
and indirect bioleaching with OA, at a laboratory scale
(mainly fungi), are shown below. Studies about indus-
trial wastes (Table II), ores (Table III), and catalysts
(Table IV) were included in these results; consider-
ing all of them, the following points can be observed:
a) most of the work related to metal recovery has been
performed regarding residues, rather than ores; b) con-

centrations of the OA obtained from the microorgan-
isms (mainly fungi) were low, mostly milimole, com-
paring with concentrations normally used in leaching
with commercial reagents; ¢) depending on the matrix
composition, the percentage of elements recovered var-
ied; however, matrices with Cu, Zn, Li, Ni, and V con-
tent reached recovering percentages from 50-100%
(w/v) of each element. Overall, it can be concluded
from these studies that, besides getting low OA con-
centrations, positive results can be achieved when using
OA for bioleaching purposes, making it a promising
technology, especially for recycling processes.
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Table III
Bioleaching at laboratory scale for metal recovery from ores using OA-producing microorganisms

Leaching agent

Microorganisms (mM)

Temperature
(O

Pulp
density
(% w/v)

Time
(days)

Recovery Refer-

RPM (%) ences

Mixture of malic, gluconic
and acetic acids < 18 for both direct
and indirect bioleaching

Enterobacter Aerogenes

(direct bioleaching)
2.55Ce
0.57 La
0.36 Nd

30 18 120 [30]

(indirect bioleaching)
0.66 Ce
0.16 La
0.12 Nd

Aspergillus sp. Non-characterized supernatant

37 20 150 2

79 Mn [65]

Table IV
Bioleaching at laboratory scale for metal recovery from catalysts using OA-producing microorganisms

Leaching agent

Microorganisms (mM)

Temperature
o)

Pulp
density
(% w/v)

Time
(days)

Recovery Refer-

RPM (%) ences

Gluconobacter oxydans Gluconic <30 30

RPP*

maximum 2% of REE**
1 150 15 [77]

FCC*** catalyst 49%
of total REE

Alternaria alternata Not reported 30

8285.3 mg/kg V
6662.0 mg/kg Al
4973.8 mg/kg Si
3990.2 mg/kg Mo
177.7 mg/kg Mg

118.2 mg/kg Fe

2 150 29.9 mg/kg As (81]

9872.7 mg/kg Al
5 6839.0 mg/kg Si
2115.8 mg/kg Mo
1903.0 mg/kg V
279.6 mg/kg Mg

Aspergillus niger Citric and Gluconic <98 30

1 3% La
60 130 3 52% La [66]
5 33% La

* RPP, Retorted phosphor powder; ** REE, Rare earth elements; *** FCC, Spent fluid catalytic cracking

4. Recommendations to establish successful
bioleaching process using microbial produced OA

Bioleaching processes involving OA can be done
using either bacteria or fungi; however, as mentioned
before, most of the studies to date are focused on
A. niger or Penicillium spp. [21], mainly because of the
following advantages that fungi present: a) fungi like
A. niger can grow under alkaline pH, so alkaline resi-
dues can be treated; b) fungi-leaching processes are
considered to be faster than bacterial ones due to the
shorter lag phase presented by fungi; and, ¢) most fungi
have the ability to excrete lixiviants, like OA, through

Krebs Cycle. Nonetheless, fungal leaching is costlier
than bacterial leaching [92].

Concerning OA bioleaching there can be found
studies focused either on exploring the ability of some
microorganisms for metal recovery (mainly fungi)
through different bioleaching techniques or optimizing
metal recovery processes. Regarding optimization, it
can be done by finding the right parameters to operate
the bioleaching processes, like temperature, agitation,
pulp density, among others, or even by using genetically
modified microorganisms. From the authors that have
explored optimization, Amiri etal. [4] achieved the
recovery of 99.5% Mo, 45.8% Ni, and 13.9% Al; Biswas
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& Bhattacharjee [17] obtained 70.49% Ni and 66.93%
Co, while Mafi Gholami et al. [58] reported the recov-
ery of 71% Co, 69% Mo, and 46% Ni. Unfortunately, the
results obtained in many bioleaching studies are hard
to compare, due to the differences in the techniques
employed (direct or indirect bioleaching); the diver-
sity in the evaluation of the parameters, like matrices
(ore, industrial residues, etc.) used; and growth con-
ditions for the microorganisms; which all may influ-
ence metabolite production. In this regard, Amiri et al.
[4] and Amiri etal. [5] stated that the ability of some
microorganisms to produce OA as metabolites is not
enough to use them for bioleaching purposes, because
it is necessary to consider that their metabolite produc-
tion will be influenced by the pH, the temperature of
incubation, the balance amounts of C, PO, and N
(which are essential compounds of the medium), the
pre-culture period, the concentration of the inoculum
used, the pulp density, the bioleaching period, etc.,
besides the metallic charge of the matrix and the intrin-
sic metal resistance of the microorganisms used (in case
of direct bioleaching) [96]; each one of these points will
be explained below in a deeper way.

Medrano etal. [36] mentioned that to establish a suc-
cessful bioleaching process, it is basic to understand the
specific characteristics of the pre-culture medium, inoc-
ulum, growth of the microorganism used, and its resist-
ance to metal ions; specifically, this latter property will
allow deciding whether direct or indirect bioleaching
is the most appropriate. For example, some pre-culture
conditions may help to increase the efficiency of the
process due to the cell density, so metabolite production
may begin before being in contact with the matrix. This
is profitable for the microorganism, as it could result in
a decrease of the toxicity caused by the metal charge [96].

4.1. pH and temperature

The pH of the medium will provide conditions for
the mechanisms of acidolysis (acid) and complexolysis
(alkaline). As to temperature, evaluated by Musariri
[67], and Zhou [99], it can be observed that specifically
for indirect bioleaching or leaching (no microorganism
involved), an increase in temperature helps to improve
metal recovery and may diminish the time of the pro-
cesses. For direct bioleaching, the temperature must be
inside the optimum range for microbial growth [36].

4.2. Pulp density

The use of high pulp densities is feasible for indi-
rect bioleaching, also known as spent media, where the
matrix is in the presence of the metabolites without
the microorganism. If bioleaching is direct, the metal-
lic charge in the system may lead to toxicity that affects
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culture growth and, hence, metabolite production may
be inhibited [96], as has been mentioned before. Authors
like Ning et al. [55] and Li etal. [70] evaluated the effect
of pulp densities for spent Li-ion batteries, while Zhou
etal. [99] used light-emitting diodes (LEDs) for the
same purpose. All of them reported that high pulp den-
sities affected metal-recovery efficiencies. Additionally,
they stated that low pulp densities reduce the contact
area between the matrix and the lixiviant, facilitating
bonds between them [99].

4.3. Matrix

The bioleaching process will always be influenced by
the matrix. The content of the matrix can be in insolu-
ble phases, and minerals could be completely encased,
causing incomplete digestion [48]. Rene etal. [78]
mentioned that, for bioleaching purposes, it is neces-
sary that the bonds between metal ions and ligands are
stronger than the bonds between metal ions and solid
particles. Besides, the particle size of the material is
also important, as Mazurek et al. [59] found that reduc-
tions of the particle size, ~ 180-250 pum, increased V
recovery, and sizes under that range did not signifi-
cantly affect V leaching but produced better results for
K and Fe. Moreover, Gu etal. [41] reported that large
surface-to-volume ratios accelerated the reaction rate,
where 45 um was found as the optimum particle size to
improve metal recovery.

5. Bioleaching mechanisms using organic acids

Several authors, like Ilyas etal. [49], Mishra etal.
[63], Rene etal. [78], Srichandan etal. [87], Vakilchap
etal. [89], and Wu & Ting [92] reported the existence of
four different mechanisms during bioleaching processes,
which help to solubilize metals: acidolysis, complexoly-
sis, redoxolysis, and bioaccumulation [49, 63, 78, 87,
89, 92]. Qu etal. [74], Qu & Lian [73], and Rasoulnia
etal. [76] indicated that acidolysis is the most impor-
tant and main mechanism for bioleaching [73, 74, 76].
Rasoulnia etal. [76] highlighted that the OA produced
by microorganisms are part of both complexolysis and
redoxolysis mechanisms, while the amino acids present
in the spent medium will perform complexolysis [76].
Regarding metal bioaccumulation in fungj, it is known
that the mycelium takes an important part in it, by act-
ing as a sink for the metal ions present in the medium.

5.1. Acidolysis and complexolysis
The OA produced by fungi are metabolites of rel-

evant interest for diverse processes in the food industry,
cosmetic industry as well as recovery of metals. When
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Fig. 2. Acidolysis and complexolysis mechanisms during metal extraction processes

these microorganisms excrete OA in metal-recovery
processes, the hydrogen ions of the OA start to decrease
the pH (acidolysis), occurring later the formation of
metal complexes (complexolysis), until the OA are
consumed, causing then a pH increment [11]. There-
fore, protons participate in acidolysis while anions in
complexolysis [66, 89], allowing to get almost a com-
plete dissociation of the OA. Consequently, it can be
presumed that if one mole of OA dissociates, like of
gluconic, oxalic, or citric acids, there will be produced
1, 2, and 3 moles of protons, respectively [4]. Rasoul-
nia & Mousavi [75] complemented this information
by emphasizing that, during all the direct bioleaching
processes, the number of protons will vary depend-
ing on the ability of each microorganism to produce
metabolites under specific stress conditions.

It has also been mentioned that acidolysis and com-
plexolysis may be considered as the foremost mecha-
nisms involved in fungal leaching processes, especially
with solid wastes, being both processes highly depend-
ent on the pH value of the system [75]. Regarding the
reaction speed of both mechanisms, Rasoulnia etal.
[76] reported that acidolysis is faster than complex-
olysis. Moreover, there has been stated that metal ions
solubilized during acidolysis will be stabilized in com-
plexolysis [11]. Figure 2 illustrates both acidolysis and
complexolysis mechanisms.

As it can be observed, the acidolysis mechanism acts
by liberating protons to the medium, around the sur-
face of the metallic compound, once they are in contact
with water. Later, metals are separated from the surface
of the compound [7, 74]. Rene etal. [78] explained that
protons excreted during acidolysis weak the metal-ion
bonds, causing the metal to go into solution, and that

to guarantee successful leaching, it is necessary that the
bonds metal ions-OA are stronger than those of metal
ions and solid particles from the matrix, to achieve
either bioleaching or leaching processes [78].

Regarding complexolysis mechanism or ligand-
induced metal solubilization, Amiri et al. [4] mentioned
that it comprises the solubilization of metal ions, due to
the complexing capabilities of molecules, by complex
formation or chelates [45]. Complexation depends on
the concentration of metals and anions in the solution,
as well as the pH and the stability constants of com-
plexes [11]. OA are bound to complexolysis mechanism
by their carboxylic groups; thus, chelating agents can
form soluble complexes with certain metallic ions such
as Cu, Fe, Pb, Mn, and Ca [32]. Horeh etal. [45] gave
examples of some OA complexes, including oxalic acid
with Al, Fe, and Mg; citric acid with Mg and Ca, and
tartaric acid with Fe, Ca, Si, Mg, and AL

Chelate formation occurs due to an equilibrium
reaction that can proceed in forward and backward
directions; besides, it will depend on both the dissocia-
tion constants (acid strength in solution) and the stabil-
ity constants (the relation between the chelated metallic
ion and the free metallic ion), which will change along
with pH variations in the medium. Regarding pH, it
is known that chelates can lose stability in mediums
with low pH (2-3) or high pH (10-12) [2]. Stability
constants play a key role to understand the chelation
order in complex matrixes, where the first chelate to
be formed will only be the one with the highest tabil-
ity constant; thus, the highest stability constant will
always displace the lowest. Moreover, if there exists
an excess of a chelated agent, other chelates with dif-
ferent elements can be formed, too. Otherwise, the
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Table V
Reactions involved in acidolysis and complexolysis mechanisms for metal recovery
Organic acid Acidolysis reactions pK, Complexolysis reactions
Gluconic O OH OH CH,O, - CH, O +H'| 386 n[CH, 0" ]+M™ - M[CH,0,]
OH
HO
OH OH
Oxalic 0 a) CHO, - CHO +H* | 125 |a) n[CHO]+M" - M[CHO,]
HO b) CHO, - CO>+H* 414 | b) n[COX]+M™ - M,[CO,]
OH
O
Malic 0 a) CHO. - CHO_ +H* | 340 |a) n[CHO ]+M* - M[CHO,]
o b) CHO, —» CHOX+H" | 511 |b) n[CHOZX]+M™ > M[CHO]
OH
o OH
Citric 1) OH a) CHO, - CHO, +H" 3.09 a) n[CH O ]+M"™ - M[CH.O,]
o 0 b) CHO - CHO>+H"| 475 |b) n[CHO]+M" > M[CHO,]
o CHO* > CHO>+H" | 640 |c) n[CHO*]+M" - M[CHO,]
HO OH
OH

metallic ion-chelate agent with the highest stability
constant will precipitate, while the other metallic ion-
chelate agent will dissolve [90]. Besides, some metals
are more sensitive to the formation of chelates than
others, which is relevant for metal recovery. A prefer-
ence to form chelates has been observed on elements
that have a biogeochemical meaning, like Fe, Co, Mn,
Cu, and Zn [84]. In addition, Rasoulnia etal. [76]
recommend that, for the complexolysis to occur, the
metal ion needs to be previously solubilized (acidolysis
mechanism) [75].

Below (Table V) are shown the reactions of the most
studied OA (gluconic, oxalic, malic, and citric acids) in
bioleaching processes, including both acidolysis (lib-
eration of protons and pKa values) and complexolysis
(OA™ metallic complex formation) mechanisms, previ-
ously reported, where Mn* and M represent the metal
ions [28, 74].

5.2. Redoxolysis

In redoxolysis, metals are mobilized from the matrix
through oxidation and reduction reactions [11], by gen-
erating a direct electron transfer from metallic ions to
microorganisms through the oxidation of Fe** to Fe**.
This process depends directly on the redox potential
present in the medium [24]. In microorganisms, part of
this mechanism acts by shifting the oxidation-reduction
potential of the growth medium [23]. The reduction
of metal ions occurs in acidic environments [7]. As

to metal mobility, this will augment according to the
metallic ion and its oxidation state [87].

As it can be inferred from the information above,
many possible bioleaching mechanisms may work
simultaneously during direct bioleaching, and this fact
is in agreement with the information presented by
Bahaloo-Horeh et al. [11], who mentioned that the three
mechanisms: acidolysis, complexolysis, and redoxolysis
can occur concurrently. In the case of indirect bioleach-
ing, which only involves metabolite production, it does
not entail bioaccumulation due to biomass, because it
is not present during the process.

5.3. Interactions between organic acids (OA)
and metals

Most of the explanations given by researchers about
OA and metals rely on the function of a broad range
of mechanisms, and they also point out the variability
of the extraction efficiencies, like in the case of Geng
etal. [38], who found that high amounts of OA influ-
ence the diversity and concentrations of metals that can
be recovered. However, little is known about the specific
behaviors of OA with specific metal ions. The difficulty
to understand these behaviors can be caused by the
inherent complexity of the processes, which depend on
many factors, such as the antagonistic effects between
elements, the chemical form of metals, the properties
of the matrix where metals are embedded, the appli-
cation of pretreatment methodologies [18], and the
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leaching time (some OA require more time to dissoci-
ate hydrogen ions) [51].

In general, OA are known to get complexed with
heavy metals, and their extraction ability is related to
the number of hydroxyl and carboxyl groups, as it is
known that OA with two or three carboxylic groups
can form chelates with structures of 5 or 6 rings [38].
Ji etal. [51] emphasized that, theoretically, OA would
be expected to have better results than IA, due to both
their acidity and complexing abilities; besides, these
characteristics could affect the saturation of leaching
solutions or could change the speciation of metal ions,
meaning that metals could become less toxic. However,
OA are still weak acids and, in practice, their efficien-
cies are lower than the ones obtained with IA.

Regarding matrix behaviors, Banerjee etal. [13]
mentioned that, in matrices such as coal ashes, elements
such as Al, Si, Fe, Ca, and Mg are present in the form
of aluminosilicates, and the recovery of the metals con-
tained therein is strongly related to the type of leaching
agent used; that is, the leaching behaviors of IA and OA
are different. In the first scenario, IA either destroy or
dissolve mineral phases almost completely, contrary to
OA, which can barely break them. Therefore, mineral
phases are rarely leached in the latter case, and greater
selectivity is achieved with the use of OA.

Citric and malic acids have been reported to promote
high leaching efficiencies, especially for the mobilization
of Cu, which can be attributed to the complex formation
[38, 88, 97]. Additionally, positive results have been also
obtained with Cd, Cu, and Pb using citric and malic
acids [1], where Cu was the metal most highly recov-
ered, being this recovery of around 36% with citric acid
and 39% with malic acid; there was also achieved almost
65% of Cd recovery with oxalic acid.

Malic and citric acids achieved heavy Rare Earth
Elements (REE) recoveries of around 30 to 37.5%.
However, contrasting results have also been obtained
in some cases, like the ones reported by Banerjee etal.
(2021), who evaluated the leaching capabilities of five
OA: tartaric, citric, lactic, malonic, and succinic acids
(commercial reagents), for the recovery of REE, and for
Al, Si, Fe, Na, Ca, and Mg, as well [13]. In this study,
results showed that the highest leaching efficiency was
found when tartaric acid was used, followed by the one
obtained with lactic acid. As to the other OA evaluated
(succinic and malonic acids), they achieved the lowest
recoveries of REE. It was not expected that both tartaric
and lactic acids could present better results than citric
acid, because citric acid has usually been reported with
the best metal-removal efficiencies, and the common
way to explain the potential for metal removal of cit-
ric acid relays on the total number of carboxylic groups
present in the structure of this organic acid (three car-
boxylic groups). So, this has been one of the explanations

187

given to understand why citric acid has got the highest
efficiencies among other OA (with less than three car-
boxylic groups). Therefore, the results of the latter study
described raised more questions and set the precedent
that the use of OA for bioleaching processes still needs
further study. Thus, under the right conditions, OA
could be a potential alternative to IA use at an industrial
scale for metal-recovery processes, either when they are
used as individual leaching agents or as a complex mix-
ture of various OA when they are biologically produced.

On the other hand, oxalic acid strongly acidifies the
leaching medium; therefore, it can facilitate the mobi-
lization of some metals, like Zn, through an acidolysis
mechanism [28], or of other metals present in matrices
as waste printed circuit boards (WPCB). Additionally,
it is known that oxalic acid can help the formation of
oxalates in most bio-leaching cases that involved a vari-
ety of metals in the matrix. In this regard, authors have
reported the formation of oxalates with metals like Cd,
Cu, and Pb from soil polluted with metals [1], Ni, and
Cu from WPCB [28], and REE from calcination prod-
uct of a coal coarse [51]. The study published by Ji et al.
2020 also evaluated the potential of some OA to leach
REE, where malonic and oxalic acids were evaluated
as lixiviants, among other OA; it was found that both
OA produced low metal recoveries. Thus, it was sug-
gested by the authors that the low recoveries obtained
by malonic and oxalic acids could be due to similari-
ties in their molecular structure; however, this was not
studied in deeper detail [51].

As it was mentioned through this document, the
mechanisms involved in the recovery of metals will
vary depending, first, on the bio-leaching process, and
second, on the lixiviant used. Mechanisms as acidoly-
sis, complexolysis, and redoxolysis are expected to hap-
pen in both direct and indirect bioleaching with OA,
where acidolysis will occur first, and then complex-
olysis. Regarding the lixiviant, results have shown that
all OA will have a different impact on metal-recovery
efficiencies and will show some preferences for certain
metallic ions, like in the case of citric and malic acids,
which appear to have a preference for Cu. However,
further studies are necessary to understand in which
cases (depending on the matrix and metallic content)
a specific OA or a mixture of OA is more appropriate
for metal recovery. This could improve efficiencies or
even help with metal selectivity, and furthermore, the
use of OA would be eco-friendlier.

6. Summary
To the knowledge of the authors, there are not cur-

rently available deeper studies that explain the synergistic
reactions among microbially-produced OA. Therefore,
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research about OA mixtures and how their propor-
tions may influence metal-recovery, results is an area of
opportunity. As to reaching high efficiencies that could
compete with IA, the following steps are suggested:
a) first, the selection of the microorganism to use is cru-
cial, being the ideal microorganism the one that natu-
rally possesses high yields of OA production; b) later, the
microorganism could even be genetically modified, to
boost OA production of interest; ¢) subsequently, inves-
tigations should focus on adequate growth media (less
costly), that does not affect the yields of OA, to enhance
the potential to be implemented at an industrial scale;
d) finally, bioleaching conditions should be optimized.

Throughout this review, there has been established
the potential of OA for metal-recovery processes,
whether they are commercial reagents or microbially-
produced OA, mainly because of their advantage, as
being an eco-friendlier option, compared to IA. As to
which type of OA is more appropriate to employ, the
information compiled here indicates that the synergis-
tic activity of various microbially-produced OA, even
in milimole concentrations, is as effective or even may
have a greater potential compared to a single OA (com-
mercial reagent) in M concentrations, which makes
them a promising alternative for bioleaching processes,
that should be further studied and optimized.
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Streszczenie: Male, regulatorowe RNA (sRNA) wraz z dwuskladnikowymi systemami transdukgji sygnatu (TCS) wchodzg w sklad rozbudo-
wanych sieci kontroli ekspresji gendéw bakteryjnych. Oddzialujac ze soba wzajemnie, zapewniaja niezwykle szybka, jak réwniez precyzyjna
odpowiedZ bakterii na zmieniajace si¢ warunki bytowania. Kontrolujac wiele proceséw wplywaja na stan fizjologiczny komorki, sktad
proteomu oston komérkowych czy zdolnos¢ do wzrostu w postaci biofilmu. Niezwykle czesto SRNA stanowig brakujace ogniwa, w odpo-
wiedzi na zlozone bodZce srodowiskowe, pomigdzy dwusktadnikowymi systemami transdukeji sygnatu, a genami docelowymi czy innymi
systemami regulatorowymi. Wsp6ltdziatanie TCS-sRNA wydaje si¢ globalng cecha regulacyjng u wielu organizméw prokariotycznych. Zdo-
bywanie wiedzy na temat tych mechanizméw kontroli toruje droge do opracowania nowych strategii walki z drobnoustrojami patogennymi.

1. Wprowadzenie. 2. Wptyw matych, niekodujacych RNA na ekspresje genoéw u bakterii. 3. Dwuskladnikowe systemy transdukcji sygnatu
(TCS). 4. Charakterystyka oddzialywan pomig¢dzy dwusktadnikowymi systemami transdukeji sygnatu, a SRNA. 4.1. Regulacja ekspresji
gendw bialek blony zewnetrznej z udziatem TCS i SRNA. 4.2. Wplyw dwuskladnikowych systeméw transdukgji sygnatu i sSRNA na proces
tworzenia biofilmu. 4.3. Udziat TCS i sSRNA w regulacji procesu quorum sensing. 5. Podsumowanie

INTERACTIONS BETWEEN SMALL REGULATORY RNAs
AND TWO-COMPONENT SIGNAL TRANSDUCTION SYSTEMS IN GRAM-NEGATIVE BACTERIA

Summary: Small, regulatory RNA molecules (sRNAs) together with two-component signal transduction systems (TCSs) are part of exten-
sive networks for controlling bacterial gene expression. By interacting with each other, they ensure a swift and precise response of bacteria
to changing living conditions. They control many processes, including the composition of the bacterial cell envelope and biofilm forma-
tion. Very often, sSRNAs are the missing links between TCSs and their target genes or other regulatory systems in response to complex
environmental stimuli. TCS-sRNA interaction is now considered a global regulatory feature in many prokaryotes. Learning about these
control mechanisms paves the way to developing new strategies to combat pathogens.

1. Introduction. 2. The influence of small, regulatory RNA on gene expression in bacteria. 3. Two-component signal transduction systems
(TCSs). 4. Characteristics of interactions between two-component signal transduction systems and sRNA. 4.1. Regulation of the expres-
sion of essential outer membrane proteins by TCSs and sRNA. 4.2. The influence of two-component signal transduction systems and sSRNA
on the process of biofilm formation. 4.3. Participation of TCSs and sRNA in the regulation of the quorum sensing. 5. Summary

Stowa kluczowe: dwuskladnikowe systemy transdukgji sygnatu (TCS), male regulatorowe RNA (sRNA), oddzialywania TCS-sRNA

Keywords:

two-component signal transduction systems (TCS), small regulatory RNA (sRNA), TCS-sRNA interactions

1. Wprowadzenie

Zdolno$¢ do szybkiego reagowania na zmieniajace
sie warunki $rodowiska wynikajaca z regulacji eks-
presji genéw jest konieczna dla przetrwania wszyst-
kich zywych organizmoéw. Istnienie zréznicowanych
mechanizmoéw regulatorowych pozwala na doktadna
i natychmiastowa odpowiedz na sygnaty ptynace ze $ro-
dowiska, co znaczaco zwieksza szanse na przetrwanie.
Regulacja moze zachodzi¢ poprzez wyciszenie lub akty-

wacje ekspresji wybranych genéw i biosynteze wyspe-
cjalizowanych biatek. U Prokaryota kontrola ekspresji
genow zwykle nie odbywa sie dla pojedynczych genow,
lecz dla calych grup genéw tworzacych operony. Eks-
presja gendw jest podstawowym procesem pozwalaja-
cym na odczytywanie informacji genetycznej danego
organizmu, a regulacja ekspresji gendw jest podstawo-
wym mechanizmem stuzacym adaptacji do zmiennych
warunkow $rodowiska, zapewnieniu wzrostu i zroz-
nicowania oraz utrzymaniu homeostazy organizmu.
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Ekspresja gendw to proces wieloetapowy, a kazdy etap
moze podlega¢ regulacji. U Prokaryota produktami
ekspresji gendw mogg by¢ biatka i RNA, tj.: ryboso-
mowy (rRNA), transportujacy (tRNA), informacyjny
(mRNA), transportujgco-informacyjny (tmRNA) czy
maly, niekodujgcy RNA (sRNA) [57].

2. Wplyw malych, niekodujacych RNA na ekspresje
genow u bakterii

Male, niekodujace czasteczki RNA (sRNA, small
non-coding RNA), okre$lane réwniez jako male, regu-
latorowe RNA, zostaly po raz pierwszy odkryte u bak-
terii w 1967 roku, ale ich znaczenie i powszechnosé
wystepowania byty dlugo niedoceniane [86]. Jeszcze
do niedawna uwazano, ze regulacja ekspresji genow jest
kontrolowana prawie catkowicie przez biatka wiazace sie
z kwasami nukleinowymi. W ostatnich latach okazato
sie, ze SRNA pelnig znaczacg funkeje na prawie kazdym
etapie regulacji ekspresji genow, a kontrola przez sSRNA
jest okreslana mianem ryboregulacji [33, 105, 109].

Nadal nie jest znana doktadna liczba SRNA u bak-
terii. W przypadku modelowej bakterii Escherichia coli
wytypowano ~ 100 czasteczek SRNA (w poréwnaniu
z 4300 biatkami), podczas gdy liczby dwa lub trzy razy
wyzsze zostaly zaproponowane dla innych gatunkdéw
bakterii. Jesli w wyliczeniach nie pominigto duzej klasy
sRNA pochodzacego z mRNA, wydaje si¢ wysoce praw-
dopodobne, ze u bakterii liczba tego rodzaju RNA oscy-
luje na poziomie kilkuset czgsteczek. Trudnos¢ z ustale-
niem dokladnej liczby wynika z faktu, ze wiele krétkich
transkryptéw zostalo wykrytych tylko w ramach jed-
nego eksperymentu i nie wykazano ich funkgji [33].
Wydaje si¢ rowniez, ze SRNA pelnigce okreslone funk-
cje regulacyjne sg czesto pomijane w badaniach, ponie-
waz ulegaja ekspresji tylko w bardzo specyficznych
warunkach. Ponadto ich budowa i forma sprawiaja, ze
nie sg latwo wykrywalne [9, 33].

Mozliwe, ze czasteczki sSRNA wyewoluowaty bar-
dzo wczednie, aby uczyni¢ genom bardziej stabilnym.
Geny kodujace sSRNA wykazuja cechy $wiadczace o ich
duplikacji oraz niewatpliwie podlegaja horyzontalnemu
transferowi. Niewykluczone, ze sSRNA mogly rowniez
ewoluowac z tRNA, mRNA lub podczas losowej trans-
krypcji, aby poméc w modulowaniu metabolizmu
komoérkowego, optymalizacji dostepnosci dla komorki
sktadnikow odzywczych, czy zwiekszeniu prawdopodo-
bienstwa przezycia mikroorganizmu [33]. Wykazano,
ze sSRNA mogag modulowa¢ wirulencje, réznicowanie
komorkowe, szlaki metaboliczne oraz wptywac na adap-
tacje bakterii do warunkéw srodowiskowych [69].

Maly, regulatorowy RNA kodowany jest zazwy-
czaj przez oddzielna, autonomiczng jednostke trans-
krypcyjna o dtugosci okoto 40-500 nukleotydow [55].
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Przewazajaca czes¢ sSRNA posiada strukture spinki oraz
regiony nieustrukturyzowane. Czgsto sama sekwencja
ujawnia niewiele, za$ funkcjonalnos¢ sSRNA badz jego
role mozna pozna¢ dopiero podczas glebszych analiz.
Pomimo braku wyodr¢bnienia jednolitych klas bakte-
ryjnych sRNA, istnieja pewne wspolne reguly dotyczace
kontroli potranskrypcyjnej, w ktorych biorg one udziat
[44]. Na tym poziomie kontroli, sSRNA nalezg do naj-
liczniejszej grupy regulatoréw u bakterii. Celami dla
sRNA sg czasteczki mRNA i biatka (Ryc. 1). Czasteczki
sRNA moga decydowa¢ o tym, czy mRNA bedzie pod-
lega¢ translacji badz tez zmienia¢ aktywnos¢ bialek
regulatorowych (czynnikéw transkrypcyjnych) lub
czynnikéw sigma na drodze tzw. mimikry moleku-
larnej. W drugim przypadku sRNA nasladuje cel dla
danego biatka, przez co ulega ono wymiareczkowaniu
ijego aktywnos¢ jest hamowana [29].

sRNA moga pozytywnie, jak i negatywnie regulo-
wac ekspresje genow. Zazwyczaj dzieje si¢ to poprzez
tworzenie komplementarnych par zasad z docelowymi
mRNA, z ktérymi dzielg wigkszg bagdz mniejszg kom-
plementarnos$¢ sekwencji, co prowadzi do zaburze-
nia stabilno$ci mRNA, a czasem jego degradacji [32].
Mozna rozrézni¢ sSRNA kodowane in cis oraz in trans.
Pierwsze z nich transkrybowane sg z nici komplemen-
tarnej do nici kodujacej pojedyncze docelowe mRNA
i w rezultacie wigzg sie z nim tworzac dupleks na calej
diugosci sekwencji (Ryc. 1A, lewy panel). W wigk-
szo$ci przypadkow efektem regulatorowym jest inhi-
bicja translacji. Poniewaz zaréwno sRNA, jak i doce-
lowy mRNA, sa transkrybowane w bliskim sgsiedztwie
ze wzgledu na polozenie in cis, dochodzi do wysokiej
lokalnej koncentracji obu typdw czasteczek. Zjawisko
to wraz z ograniczona dyfuzja transkryptéw prowa-
dzi do wydajnej interakcji pomiedzy antysensowym
a docelowym RNA, ktora jest biologicznie efektywna.
Przestrzenna blisko$¢ miejsc promotorowych antysen-
sowego i docelowego RNA powoduje takze interferen-
cje transkrypcyjng [10, 86]. Bardzo istotnym jest fakt,
iz w tym typie regulacji okreslony sSRNA kontroluje eks-
presje tylko jednego genu. Wickszo$¢ sSRNA kodowa-
nych in cis zlokalizowana jest na plazmidach lub innych
mobilnych elementach genetycznych, wtedy tez ich rola
zwigzania jest z utrzymaniem odpowiedniej liczby kopii
tychze elementow genetycznych [10, 107].

W przypadku sRNA kodowanych in trans, SRNA
i regulowany gen znajdujg si¢ w réznych miejscach na
chromosomie bakteryjnym, czasem nawet w bardzo
duzej odleglosci od siebie. Co wiecej, taki regulatorowy
RNA moze zawiadowac ekspresjg nie jednego genu, lecz
nawet bardzo wielu genéw, poniewaz parowanie nie jest
w pelni komplementarne i zachodzi na krétkim odcinku
sekwencji (Ryc. 1A, prawy panel). Te SRNA sg podobne
do eukariotycznych mikroRNA pod wzgledem zdol-
noséci do modulowania aktywnosci i stabilnosci wielu
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Ryc. 1. Podzial prokariotycznych sRNA w oparciu o sposob dziatania

W oparciu o sposob dziatania mozna wyrézni¢ dwa rodzaje sSRNA: sSRNA oddziatujace z czgéciowo lub w petni komplementarnymi regionami w innych

czasteczkach RNA (A) oraz wigzace sie z biatkami (B) Antysensowe RNA moze by¢ kodowane in cis, tworzy wtedy pelne dupleksy z docelowym

mRNA, lub in trans i tworzy wéwczas czgsciowe, krotkie dupleksy z mRNA. sRNA wigzace biatka moga dziata¢ poprzez sekwestracje polimerazy RNA

lub sekwestracje regulatoréw translacji. We wszystkich przypadkach wigzanie SRNA moze aktywowa¢ lub hamowac¢ translacje docelowego mRNA
lub funkgje bialka, z ktérym oddzialuje. Na podstawie [30 i 108].

mRNA. Jesli chodzi o efekt regulatorowy, to moze nim
by¢, zaréwno inhibicja, jak i indukcja translacji. Prawie
wszystkie SRNA nalezace do tej klasy ulegaja ekspresji
w okreslonych warunkach wzrostu, poczawszy od gtodu
zelazowego, stresu oksydacyjnego i warunkéw beztle-
nowych, do stresu wywotanego zaburzeniem struktury
oston, niskiego stezenia magnezu lub wysokiego steze-
nia glukozo-6-fosforanu i glodu glukozowego [33].
Waznym biatkiem biorgcym czesto udzial w wigza-
niu mRNA z sRNA kodowanym in trans jest biatko
Hfq, ktore pelni role molekularnego ,,opiekuna” (ang.
chaperone). Biatko to moze jednoczes$nie wigza¢ SRNA
i mRNA, tym samym ulatwiajac efektywne parowanie
zasad azotowych pomiedzy dwoma tancuchami. Hfq
réwniez chroni sRNA przed degradacja nim dojdzie
do sparowania obu czgsteczek RNA oraz moze rekru-
towa¢ czynniki pomocnicze proceséw regulacyjnych
(przyktadem jest rybonukleaza RNaza E) [44]. W bada-
niach wykazano, ze RNA wigzace Hfq posiadaja cha-
rakterystyczny motyw w sekwencji nukleotydowej, tj.
5-AAYAAYA-3’ [56]. Region ten znajduje si¢ na kon-
cu 5 czasteczki sSRNA 1 jest miejscem wigzania dla
biatka Hfq, niezbednego do funkcjonowania i stabili-
zacji sSRNA [87, 93]. Na koncu 5 wystepuje réwniez
krotki, czesto wysoce konserwowany i zwykle jednoni-
ciowy region wykorzystywany do parowania zasad z do-
celowym mRNA. Z kolei w obrebie konca 3’ ni¢ przy-
biera strukture spinki do wloséw, po ktorej wystepuje
ogon poli(U). Obecnos¢ ogona poli(U) sprzyja termi-
nacji transkrypcji niezaleznej od biatka Rho i chroni

sRNA przed egzonukleazami degradujacymi ten koniec.
Jest to powszechnie wystepujacy element w transkryp-
tach bakteryjnego RNA, a taka budowa konca 3’ utatwia
rozpoznanie SRNA przez biatko opiekuncze Hfq [87].

Tworzenie komplementarnych par zasad pomiedzy
sRNA i mRNA moze mie¢ szereg skutkéw regulacyj-
nych. Parowanie zasad w miejscu wigzania rybosomu
na mRNA blokuje proces translacji. Co ciekawe, sys-
tematyczne przesuwanie regionu zaangazowanego
w oddzialywanie SRNA RybB z mRNA ompN u Sal-
monella enterica wykazalo, ze RybB moze blokowa¢
translacje nawet wtedy, gdy region parowania znajduje
sie daleko, bo w obrebie piatego kodonu w otwartej
ramce odczytu (ORF) [9]. Translacja moze by¢ row-
niez zablokowana, gdy region parowania znajduje si¢
50 lub wigcej nukleotydéw powyzej miejsca wigzania
rybosomu [88]. W wigkszosci przypadkow, gdy wigza-
nie rybosomu jest zablokowane, obserwuje si¢ réwniez
zwiazany z tym spadek stabilno$ci mRNA. Dla innych
docelowych mRNA, tworzenie komplementarnych
par zasad z SRNA zachodzi ponizej sekwencji Shine-
-Dalgarno (SD), tak ze wigzanie rybosomu nie zostaje
zablokowane. Na przyktad parowanie zasad pomiedzy
mala czasteczkg RNA MicC i mRNA ompD S. enterica
w obrebie kodonéw 23-26 przyspiesza rozpad mRNA
zalezny od RNazy E bez blokowania wigzania rybo-
somu [73]. Oprécz hamowania SRNA moga réwniez
aktywowac proces translacji, w wielu przypadkach zapo-
biegajac tworzeniu struktury drugorzedowej w mRNA
hamujacej wigzanie rybosomu [58, 66, 77].
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3. Dwuskladnikowe systemy transdukcji sygnalu

Proces adaptacji bakterii do dynamicznie zmieniaja-
cych sie parametréw fizycznochemicznych srodowiska
jest mozliwy dzigki obecnosci zréznicowanych syste-
mow regulacyjnych. Specyficznymi sygnatami srodowi-
ska prowadzacymi do odpowiedzi komdrki bakteryjnej
sg zmiany: pH, osmolarnosci, gestosci komorek, tempe-
ratury czy dostepnosci tlenu i sktadnikéw odzywcezych.
Bakterie nieustanie odbierajg sygnaly z otoczenia, ktére
przekladajg si¢ na zmiang¢ wzoru ekspresji gendw, aby
sprawnie zaadoptowac¢ sie do nowych warunkéw [43, 70].

Systemy transdukeji sygnalu, powszechnie okre-
$§lane mianem ,,dwusktadnikowych” (TCS, two-compo-
nent system), w swojej najprostszej postaci skladaja sie
z pary bialek, miedzy ktérymi dochodzi do transdukeji
sygnalu, tj. transferu grupy fosforanowej. Bardzo czesto
TCS stanowig ztozony szlak fosfotransferu, w ktérym
bierze udzial wigksza liczba komponentéw. Systemy te,
powszechne u bakterii, obecne sa réwniez u niektorych
roélin, nizszych eukariontéw i archeonéw [71]. Uczest-
nicza w regulacji wielu proceséw fizjologicznych, do
ktorych zaliczamy kompetencje, koniugacje, sporula-
cje, bioluminescencje, wirulencje, synteze antybiotykow,
ruchliwos¢, tworzenie biofilmu, czy transport jonow
(np. Fe**, Mg?*, Ca*") i substancji odzywczych niezbed-
nych dla funkcjonowania bakterii [47]. TCS odbieraja
sygnaly chemiczne i fizyczne, takie jak: temperatura, pH,
osmolarno$¢, potencjat redoks, stezenie jonow i zwigz-
kow odzywczych, jak rowniez zawartosci tlenu [47, 92].

Dziatanie dwusktadnikowego systemu regulacyjne-
go jest oparte na transferze grupy fosforanowej pomie-
dzy kinazg histydynowa (HK, histidine kinase), a regu-
latorem odpowiedzi (RR, response regulator) [28].
Kinazy to jedna z najwickszych i najbardziej znaczacych
rodzin wérdd wszystkich biatek. Rozpoznajg sygnaly
pochodzace ze srodowiska zewnetrznego, a mecha-
nizm ich dzialania polega na oddzialywaniu z innymi
biatkami, co prowadzi do ich przejsciowe;j fosforylacji
[1]. Kinaza histydynowa w TCS jest biatkiem zakotwi-
czonym w blonie cytoplazmatycznej, zbudowanym
z dwdch domen: N-konicowej pelnigcej role sensora
oraz C-koncowej o funkcji przekaznika sygnatu. Ode-
branie sygnatu powoduje autofosforylacje konserwowa-
nej reszty histydynowej w domenie C-konicowej kinazy,
z kolei ufosforylowana kinaza pelni role donora grupy
fosforanowej dla cytoplazmatycznego bialka regulato-
rowego. Podobnie jak kinazy, bialka regulatorowe sa
ztozone z domeny N-koncowej, ktora tutaj pelni role
odbiornika (fosforylacji ulega konserwowana reszta
asparaginianowa) i efektorowej domeny C-koncowej.
Przekazanie sygnalu polega na przeniesieniu grupy fos-
foranowej z kinazy histydynowej na domene N-kon-
cowg regulatora odpowiedzi, ktéry w ten sposéb ulega
aktywacji i najczesciej pelni role regulatora transkryp-
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Ryc. 2. Budowa typowego dwuskladnikowego systemu
transdukcji sygnatu

Najprostszy dwuskladnikowy system transdukcji sygnatu, sklada sie
z kinazy histydynowej (HK) oraz regulatora odpowiedzi (RR), ktéry naj-
czesciej wigzac sie z DNA pelni role aktywatora lub represora transkrypcji
regulowanych genéw. Po odebraniu sygnatu ze srodowiska kinaza histydy-
nowa ulega autofosforylacji. Przekazanie sygnatu, czyli transfer grupy fos-
foranowej zachodzi pomiedzy reszta histydyny w kinazie, a asparaginianem
w biatku regulatorowym. CM - blona cytoplazmatyczna. Na podstawie [12].

cji wigzac si¢ z promotorami regulowanych genéw za
pomoca swojej domeny C-koncowej (Ryc.2) [11, 28].

Prototypem TCS jest system EnvZ/OmpR. Jest to
jeden z najlepiej poznanych i scharakteryzowanych sys-
temow regulacyjnych, wystepujacy u niepatogennego
szczepu E. coli K-12. Jego funkcje poznano badajac
mechanizm regulacji syntezy poryn dyfuzji ogolnej
w odpowiedzi na zmiany osmolarnosci $rodowiska
[91]. Ekspresja genu envZ jest nizsza niz genu ompR,
pomimo lokalizacji obu genéw w operonie ompB, beda-
cych pod kontrola wspdlnego promotora oraz ulegaja-
cych transkrypcji w postaci pojedynczego policistrono-
wego mRNA. Kinaza EnvZ jest zbudowana z 450 reszt
aminokwasowych (aa) i zlokalizowana w bfonie cytopla-
zmatycznej w postaci homodimeru. Sklada sie z pery-
plazmatycznej domeny receptora (48-162 aa), dwdch
regionéw transbtonowych (TM1, 16-47 aa oraz TM2,
163-179 aa), regionu tgcznika (180-222 aa), jak row-
niez cytoplazmatycznej domeny kinazy (223-450 aa).
Domena kinazy pelni funkcje, zaréwno kinazy, jak
i fosfatazy. Wykazano, ze jest ona zbudowana z dwdoch
odrebnych domen funkcjonalnych: A (223-289 aa) i B
(290-450 aa). Domena A, zawierajaca miejsce auto-
fosforylacji His-243, tworzy stabilny dimer i moze by¢
fosforylowana w obecnos$ci ATP przez domeng B, ktora
wystepuje jako monomer. Fosforylowana domena A
nastepnie przenosi wysokoenergetyczng grupe fosfo-
ranowy na regulator OmpR. Ze wzgledu na swoje uni-
kalne cechy, domeny A i B okreslane s3 odpowiednio
jako domena DHp (dimeryzacja i fosfotransfer) oraz
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domena CA (katalityczna i wigzaca ATP) [14]. Z kolei
regulator OmpR, aktywowany w wyniku fosforylacji
z udziatem kinazy histydynowej, petni funkcje czyn-
nika transkrypcyjnego. W jego N-koncowej domenie
znajduje si¢ konserwowana reszta aminokwasowa,
kwas asparaginowy (Asp-55), na ktory przenoszona
jest grupa fosforanowa. Zmiana allosteryczna zacho-
dzaca w biatku pod wplywem tego procesu skutkuje
wzmocnieniem wigzania si¢ regulatora z DNA. Fosfo-
rylacja zwieksza dimeryzacje OmpR i to wzmocnienie
tego procesu jest energetyczng sita napedowa regulacji
wigzania OmpR-DNA [28].

4. Charakterystyka oddzialywan pomiedzy
dwuskladnikowymi systemami transdukgji
sygnalu a sSRNA

Dwuskladnikowe systemy transdukeji sygnatu tak
samo jak male, regulatorowe RNA s3 szeroko roz-
powszechnionymi bakteryjnymi regulatorami ekspre-
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sji genow. W wiekszosci przypadkow TCS kontrolujg
transkrypcje, zas duza klasa SRNA dziata jako potran-
skrypcyjne regulatory ekspresji genow, ktore moduluja
translacje lub stabilno$¢ docelowego mRNA. Miedzy
tymi dwoma typami regulatoréw wiele oddzialywan
zostalo ostatnio zbadanych, w wyniku czego powstaja
mieszane $ciezki regulacyjne TCS-sRNA [14]. Nie-
zwykle czesto SRNA stanowig brakujace ogniwa pomie-
dzy TCS a genami docelowymi, a takze biora udzial
w angazowaniu TCS i ich regulonéw do innych syste-
moéw regulacyjnych w odpowiedzi na rézne bodzce sro-
dowiskowe. Wydaje si¢, ze wspodldziatanie TCS-sRNA
jest globalna cecha regulacyjna u wielu organizméw
prokariotycznych [30, 74].

Oddziatywania pomiedzy TCS a sSRNA wystepuja
powszechnie u bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-
-ujemnych i zachodzg na rdézne sposoby (Ryc.3).
W takiej sieci regulatorowej ekspresja sSRNA moze by¢
kontrolowana przez TCS i odwrotnie sSRNA moga regu-
lowa¢ ekspresje genéw wchodzacych w sklad danego
systemu dwuskladnikowego [74].
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Ryc. 3. Sposoby oddzialywan sRNA z TCS

W odpowiedzi na sygnaly srodowiskowe dwuskladnikowe systemy transdukeji sygnatu wptywaja na poziom ekspresji wybranych sRNA, a te z kolei
kontroluja ekspresje okreslonych genéw w wieloraki sposéb: (A) Kilka homologicznych sSRNA dziata na jeden cel, przy czym kazdy sSRNA ma zasadniczo
taki sam wplyw na cel, jak wszystkie razem. Utrata jednego lub kilku sSRNA jest kompensowana przez podwyzszony poziom pozostatych sSRNA (dziatanie
zastepcze). (B) W przypadku addytywnie dziatajacych sRNA, kazdy sRNA przyczynia si¢ do zahamowania ekspresji docelowego genu, a najwyzszy poziom
hamowania osiaga sie wtedy, gdy wszystkie SRNA dzialaja razem. (C) Homologiczne sSRNA moga dziata¢ zastepczo na jeden gen, ale addytywnie na inny,
ekspresja obu sRNA jest regulowana przez wspdlny TCS, ale wylacznie SRNA1 jest regulowane dzialaniem drugiego, jego aktywacja z kolei ma wptyw na
cel 2, ale nie na cel 1. (D) sSRNA1 dziala posrednio poprzez zapobieganie degradacji SRNA2, ten za$ reguluje ekspresje okreslonego genu. Na podstawie [31].
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Zalety regulacji z udzialem sRNA jest mniejszy
koszt energetyczny potrzebny do ich wytworzenia oraz
rozkladu, w poréwnaniu z bialkami. Czgsto obserwuje
sie nadmiarowo$¢ genéw sRNA. Oznacza to, Ze utrata
jednego konkretnego genu sSRNA moze by¢ czesto kom-
pensowana przez pozostale, funkcjonalnie réwnowazne
sRNA. Zréznicowana transkrypcja funkcjonalnie po-
wigzanych sRNA umozliwia precyzyjne ,,dostrojenie”
ekspresji genéw docelowych, dzigki czemu wiele sygna-
téw moze by¢ ze sobg zintegrowanych (Ryc. 3) [30, 102].

4.1. Regulacja ekspresji genéw bialek blony
zewnetrznej z udziatem dwuskladnikowych
systemow transdukcji sygnalu i sSRNA

Btona zewnetrzna (OM, outer membrane) chroni
bakterie Gram-ujemne przed szkodliwymi czynnikami
$rodowiska. Stanowi réwniez pierwszg warstwe, ktora
muszg pokonac¢ sktadniki odzywcze, aby dostac si¢ do
wnetrza komorki. Ulatwiaja to odpowiednie kanaly
ogolnej lub specyticznej dyfuzji zbudowane z bialek,
zwanych porynami. Modelowy organizm E. coli ma

faza
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ubogie podtoze
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bogate podtoze
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kilka poryn, wsrod ktérych istotng funkcje pelnia
poryny dyfuzji ogélnej OmpC i OmpE OmpF to trime-
ryczne bialko tworzace kanat o $rednicy 1,2 nm, ktore
umozliwia pasaz duzych (~350Da) hydrofilowych
i hydrofobowych czastek, natomiast OmpC to trimer
tworzacy kanatl o mniejszej $rednicy, a wigec wykorzy-
stywany do pobierania mniejszych czastek [42].
Biorgc pod uwage znaczenie OM, nie dziwi fakt,
ze ekspresja poryn podlega ztozonej regulacji na wielu
poziomach (Ryc.4). W osmoregulacji ekspresji ompC
i ompF zaangazowany jest TCS EnvZ/OmpR. Warunki
wysokiej osmolarnosci prowadzg do autofosforyla-
cji osmosensora EnvZ, co z kolei skutkuje fosforyla-
cja regulatora odpowiedzi OmpR (OmpR-P). Wysoki
poziom ufosforylowanego OmpR aktywuje transkryp-
cje ompC, réwnoczesnie hamujac ompF. Poniewaz
poryna OmpC jest stosunkowo nieprzepuszczalna dla
soli z6lci, uwaza sig, ze ta regulacja nadaje E. coli tole-
rancje na sole zolci w wysokiej osmolarnosci, a wiec
w warunkach panujacych w jelicie zwierzat i ludzi.
Przy niskiej osmolarnosci poziom OmpR-P spada, co
hamuje ekspresje ompC, ale aktywuje ompF. Sprzyja

stres osmotyczny

3

wysoka temperatura,
bogate podtoze

Ryc. 4. Kontrola ekspresji biatek blony zewnetrznej u E. coli za pomoca sSRNA i TCS EnvZ/OmpR
Potranskrypcyjna modulacja ekspresji poryn jest precyzyjnie kontrolowana przez zestaw sSRNA w wyniku dziatania réznych bodzcéw odbieranych przez
TCS EnvZ/OmpR. Ponadto inne czynniki, takie jak faza wzrostu, dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych i temperatura réwniez wplywaja na ekspresje
gendw kodujacych sRNA (czarne strzatki). Pozytywna kontrole ekspresji genéw zaznaczono niebieskimi strzalkami, natomiast negatywng czerwonymi
liniami tepo zakonczonymi, linia kropkowana wskazuje na fosfotransfer. Na podstawie [103].



ODDZIALYWANIA POMIEDZY sRNA, A TCS U BAKTERII GRAM-UJEMNYCH

to pobieraniu sktadnikéw odzywczych przez poryne
OmpF w $rodowisku ubogim w skladniki odzywcze,
a wiec poza organizmem gospodarza [68].

Na poziomie potranskrypcyjnym w ekspresje poryn
zaangazowane sg antysensowe RNA, MicC (109 nt) oraz
MicF (93 nt). MicC wiaze si¢ komplementarnie z lide-
rowym mRNA ompC w obecnosci Hfq i tym samym
blokuje wigzanie rybosomu. W mutancie ompR zaob-
serwowano wyzszy poziom MicC niz w typie dzikim, co
sugeruje, ze OmpR bezposrednio lub posrednio hamuje
ekspresje micC [18]. W podobny sposéb sRNA MicF
reguluje potranskrypcyjnie ekspresje ompF. Réwno-
legle z ompC, ekspresja micF jest indukowana wysoka
osmolarnoscia z udzialem systemu EnvZ/OmpR. MicF
jest komplementarny do miejsca wigzania rybosomu
i kodonu start AUG w mRNA ompF, a to oddzialywa-
nie prowadzi do zahamowania translacji. Podobnie jak
MicC, MicF wigze bialko Hfq. Rézne czynniki srodowi-
skowe, oprdcz stresu osmotycznego, moga indukowac
ekspresje micF, tj. stres oksydacyjny, wzrost temperatury,
bogactwo sktadnikéw odzywczych, obecnos¢ soli zdlci,
stabych kwasow czy niektorych antybiotykow [117].

Oprocz MicC i MicF system transdukcji sygnalu
EnvZ/OmpR kontroluje ekspresje SRNA OmrA (88 nt)
i OmrB (82nt) [31]. Sa to dwa homologiczne sRNA,
ktére roznia si¢ ok. 30 nukleotydami w $rodkowej
czedci sekwencji nukleotydowej [35]. Obydwa wiaza
Hfq i wigzac si¢ komplementarnie z docelowym mRNA
obnizaja jego stabilno$¢ lub potencjal translacyjny.
Transkrypcja tych sRNA jest pozytywnie regulowana
przez TCS EnvZ/OmpR w warunkach wysokiej osmo-
larno$ci. Stabg ekspresje genéw kodujacych sRNA
OmrA i OmrB zaobserwowano w podtozu minimal-
nym, natomiast maksymalng w podtozu bogatym,
w fazie stacjonarnej dla OmrA oraz w fazie logarytmicz-
nej i stacjonarnej dla OmrB [3, 108]. Ponadto, poziom
ekspresji OmrB obniza si¢ w p6znej fazie stacjonarnej,
natomiast OmrA w tych warunkach ulega akumulacji
[106]. Z drugiej strony OmrA/B kontrolujg ekspresje
gendw systemu EnvZ/OmpR [37, 14]. Dziatanie OmrA
i OmrB u E. coli polega na hamowaniu ekspresji genow
bialek blonowych, CirA i OmpT. Bialko CirA bierze
udziat w procesie transportu zelaza, natomiast OmpT
to proteaza zlokalizowana w blonie cytoplazmatyczne;.
Obydwa sRNA reguluja réwniez ekspresje genéw bia-
tek receptorowych FepA i FecA, ktore rozpoznaja kom-
pleksy zelaza z sideroforami i uczestnicza w transporcie
zelaza do komorki. Kompleks TonB-ExbB-ExbD zloka-
lizowany w ostonach dostarcza energii do transportu
[74, 76]. Receptory, ktore sg celem dzialania OmrA/B,
sg rowniez wykorzystywane przez bakteriofagi lub koli-
cyny w celu wnikniecia do komoérki bakteryjnej. Wydaje
sie wiec, Ze obnizanie poziomu bialek OM w warunkach
podwyzszonej osmolarnosci, czyli w warunkach jakie
panuja w organizmie gospodarza, moze by¢ korzystne
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poniewaz pozwala to na ochrone bakterii przed szkodli-
wym dzialaniem toksyn czy bakteriofagow [78].

Kolejnym biatkiem OM odgrywajacym istotna role,
przede wszystkim strukturalna, jest OmpA. Biatko to
wystepuje w okoto 100 000 kopii na komérke, co czyni
je jednym z gtéwnych biatek blony zewnetrznej E. coli,
ktére przyczynia si¢ do utrzymania integralnosci oston.
Biatko to ulega translacji z niezwykle stabilnego mRNA
o okresie poltrwania ~ 15 min w fazie logarytmicznego
wzrostu. W fazie stacjonarnej okres poéltrwania jest
skrocony do ~4 min. Stabilno$¢ tego mRNA zalezy od
konca 5’-UTR, z ktérym wigze si¢ SRNA MicA (75 nt)
w obecnosci Hfq. Sama ekspresja micA zachodzi sil-
nie w bogatym podtozu, gdy komoérki wchodza w faze
stacjonarng wzrostu. Wysoki poziom MicA blokuje
wigzanie rybosomu z mRNA ompA, co ulatwia ciecie
przez RNaze¢ E, a nastepnie rozpad tego mRNA [80,
100]. Wydaje si¢, ze OmpA moze odgrywac zaréwno
pozytywna, jak i negatywna role podczas infekcji.
Mutanty E. coli pozbawione OmpA s3 mniej zjadliwe
w modelach embrionalnych kurczat i noworodkéw
szczurzych [111]. Ponadto, OmpA jest specyficznie
wigzane przez gtéwne bialko surowicy ssakow, amy-
loid A, zaangazowane w odpowiedz immunologiczna
[40] i jest wymagane do zabijania bakterii przez elastaze
neutrofili w trakcie zakazenia [5]. Zatem zréznicowana
ekspresja ompA na réznych etapach wzrostu bakterii in
vivo moze by¢ kluczowa dla zjadliwosci. Zmniejszenie
bowiem jego ekspresji w odpowiednim czasie moze
ograniczy¢ odpowiedz immunologiczng gospodarza.

Wiréd innych sRNA, ktdre uczestnicza w regula-
cji ekspresji poryn znalazty si¢ RybB, IpeX oraz RseX
[34]. RybB (sRNA o diugosci 81 nt) jest syntetyzowany
w sposob zalezny od oF i oddziatuje z biatkiem Hfq
[106]. Okazalo si¢, ze wérdd celow dzialania tego SRNA
sa mRNA genéw ompC i ompW. Gen ompW koduje
poryne wykazujaca duza homologie do OmpC [46].
Kolejny sRNA, IpeX dziala potranskrypcyjnie i wpltywa
na obnizenie ekspresji ompC oraz ompF, ale prawdopo-
dobnie inaczej niz MicC i MicE. Wykazano, ze destabi-
lizacja mRNA ompC odbywajaca si¢ za posrednictwem
IpeX jest niezalezna od Hfq. Ponadto nie stwierdzono
wystepowania komplementarnosci sekwencji pomiedzy
tym sRNA a mRNA ompC, co sugeruje, ze hamowa-
nie ekspresji moze nie obejmowac prostego parowania
zasad miedzy dwiema czgsteczkami RNA [17]. Inny
SsRNA, RseX uczestniczy w obnizaniu ekspresji ompA
i ompC, dzigki zdolnosci do doé¢ rozleglego parowa-
nia zasad w miejscach wigzania rybosomoéw zaréwno
w mRNA ompA, jak i ompC [23].

Ciekawg obserwacja jest to, ze dany gen regulatoro-
wego sRNA czesto znajduje si¢ w poblizu genu poryny
innej niz ta, ktdrej ekspresja zalezy od tego sRNA.
Mianowicie micF i micC znajduja si¢ w chromosomie
odpowiednio powyzej gendw ompC i ompN, rseX jest
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polozony powyzej genu ompS1, podczas gdy ipeX jest
zlokalizowany ponizej nmpC. To bliskie polozenie
genow poryny i sSRNA, ktore z kolei przyczyniajg sie
do obnizenia syntezy innych poryn, moze sugerowac, ze
komorka potrzebuje mechanizméw do utrzymywania
pod $cislg kontrolg catkowitego fadunku poryn w OM.
Badania ilosciowe wskazuja, ze chociaz wzgledne
poziomy OmpC i OmpF zmieniajg si¢ w zaleznosci
od warunkdéw wzrostu, sumaryczna ilos¢ tych dwdch
poryn jest ogolnie stata [34].

4.2. Wplyw dwuskladnikowych systemow transdukcji
sygnalu i SRNA na proces tworzenia biofilmu

Biofilm jest strukturg tworzong przez skupiska
mikroorganizméw, ktére przylegaja do powierzchni
biotycznych i abiotycznych, jak réwniez do siebie
nawzajem, a zanurzone s3 w macierzy zewnatrzkomor-
kowych polimeréw, ktére chronig mikroorganizmy
przed wysychaniem i dzialaniem substancji toksycz-
nych [22, 38, 104]. Biofilmy moga by¢ ztozone z jed-
nego badz wielu gatunkéw bakterii. Charakteryzuje
je trojwymiarowos¢ struktury i przestrzenna hetero-
geniczno$¢, co powoduje powstawanie gradientow
odzywczych i chemicznych. Wynikiem tego jest two-
rzeniem si¢ mikroniszy w obrebie calej spotecznosci
drobnoustrojow, w ktorych dochodzi do zréznicowanej
w czasie i przestrzeni ekspresji gendw. Biofilmy odgry-
wajg istotna role w patogenezie wielu choréb bakte-
ryjnych. Patogeny rosngc w postaci biofilmu stajg sie
niewrazliwe na odpowiedz ukladu immunologicznego
czy oporne na dzialanie antybiotykow [104].

Bakterie E. coli oraz S. enterica zmieniaja swoj styl
zycia w odpowiedzi na dostepnos¢ sktadnikow odzyw-
czych, tj. moga tworzy¢ biofilm lub zy¢ w postaci plank-
tonicznej. Stany te s3 ogélnie uwazane za wzajemnie
wykluczajace sig, co znajduje odzwierciedlenie w zto-
zonych systemach kontroli transkrypcji, ktére promuja
jeden stan, jednocze$nie hamujgc drugi. W tych decy-
zjach kluczowa role odgrywaja aktywatory transkrypcji
FIhDC i CsgD, kontrolujgce odpowiednio biosynteze
rzeski lub tworzenie biofilmu (synteza fimbrii spiral-
nych/celulozy) [60, 84]. Rzeska to ztozone organellum,
ktére aby powsta¢ wymaga skoordynowanej ekspresji
ponad 60 gendéw zgrupowanych w wielu operonach
[25]. Na szczycie tej hierarchicznej kaskady regula-
cyjnej u E. coli znajduje sie aktywator FIhDC, ktory
kontroluje transkrypcje genéw klasy II, zalezna od
gléwnego czynnika sigma polimerazy RNA (070)
[20]. W sklad tej klasy wchodza geny kodujace biatka
strukturalne i pomocnicze konieczne do utworzenia
ciala podstawowego i haka, elementéw skladowych
rzeski oraz dwa geny kodujace biatka regulatorowe, tj.
FlgM i 028 (FliA). FliA jest pozytywnym regulatorem
ekspresji genow klasy III, zwigksza takze transkrypcje
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genéw klasy II zaleznych od FIhDC. Z kolei FIgM to
tzw. czynnik anty-sigma. We wczesnej fazie sktadania
rzeski aktywnos¢ FliA jest hamowana przez FIgM, ktory
$cisle wigze si¢ z FliA. Po ztozeniu podstawowego kor-
pusu haka powstaje system sekrecji typu III, ktory jest
zdolny do wydzielania zaréwno biatkowych podjedno-
stek rzeski, jak i FlgM. Powoduje to uwolnienie FliA,
ktoéry wiazac si¢ z rdzeniem polimerazy RNA (RNAP)
aktywuje transkrypcje genow klasy III [49].

W przypadku wzrostu bakterii w postaci biofilmu
kluczowym regulatorem tego procesu jest CsgD. Biatko
to moduluje ekspresje, nie tylko operonu csg kodujgcego
komponenty fimbrii spiralnych i procesu ich skladania
[37], ale takze zestawu gendw, ktérych produkty umoz-
liwiajg adaptacj¢ bakterii do osiadlego stylu zycia [12,
21]. Cyklaza diguanylowa DgcM ma wplyw na poziom
ekspresji csgD. Ten enzym bezposrednio stymuluje
aktywnos$¢ biatka MIrA, uczestniczacego w pozytyw-
nej regulacji transkrypcji csgD (Ryc. 5) [88]. Kontrola
ekspresji genow fIhDC i csgD kodujacych dwa kluczowe
regulatory, jest ztozonym procesem. Na poziomie trans-
krypcji istotne funkcje pelnia regulatory MlrA, OmpR
i sigma RpoS oraz cykliczny di-GMP [79, 84].

W regulacji potranskrypcyjnej flhDC lub csg uczest-
nicza rézne sRNA, tj. OmrA/B, McaS, RprA, GevB,
RydC, ArcZ oraz OxyS [59, 60, 63, 84]. Wazng role pet-
nig OmrA/B, ktére hamuja ekspresje genow flhDC, csgD,
jak réwniez ompR, flgM oraz dgcM. System EnvZ/OmpR
jest aktywatorem ekspresji csgD, jak rdwniez omrA
i omrB, tworzgc w ten sposob petle ujemnego sprzezenia
zwrotnego [14]. Chociaz ten sam motyw sekwencji zlo-
kalizowany w regionie 5 sSRNA jest uzywany do tworze-
nia komplementarnych par zasad ze wszystkimi celami
mRNA, to molekularne mechanizmy kontroli z ich
udzialem rdznia sie. W przypadku mRNA ompR, sSRNA
OmrA/B blokuja miejsce wigzania rybosomu, podczas
gdy wiaza sie daleko powyzej miejsca SD w mRNA c¢sgD,
co prowadzi do zahamowania translacji. Natomiast
potranskrypcyjna regulacja ekspresji dgcM polega na
zaleznej od Hfq przebudowie struktury mRNA w celu
ulatwienia wigzania OmrA/B. Najnowsze badania wska-
zuja, ze OmrA/B hamuja ekspresje flgM, czyli posrednio
wzmacniajg ekspresje gendéw rzgskowych klasy I1I [84].
Mozna wigc stwierdzi¢, ze OmrA i OmrB hamujg pro-
cesy prowadzace do tworzenia biofilmu, ale z drugiej
strony moga hamowac¢ réwniez ruchliwo$¢. Sugeruje to
istnienie zlozonego potranskrypcyjnego mechanizmu
regulacji, ktory moze mie¢ wptyw, zaréwno na osiadly,
jak i ruchliwy tryb zycia (Ryc. 5). Tak wiec regulacja eks-
presji genow zalezna od OmrA/B taczy ze sobg rézne
sieci regulatorowe, aby precyzyjnie koordynowa¢ stan
tizjologiczny bakterii [35, 84].

Jedna z kolejnych bakterii chorobotwdrczych,
u ktorej zaobserwowano oddzialywania TCS z sRNA
w kontroli procesu formowania biofilmu jest Vibrio
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Ryc. 5. Wplyw bialka OmpR oraz sSRNA OmrA/OmrB na ruchliwos¢ i tworzenie biofilmu u Enterobacteriaceae

Wplyw kluczowych regulatoréw na ekspresje gendw, ktérych produkty zwigzane sg z ruchliwoscig i tworzeniem biofilmu przedstawiono za pomocg czar-
nych linii. Czerwone linie przedstawiaja potranskrypcyjna inhibicje z udzialem sRNA. Niebieskie linie przedstawiajg aktywacje z udzialem biatka OmpR.
Na podstawie [80 i 85].

cholerae. Jest to patogen ukladu pokarmowego czlo-
wieka, czynnik etiologiczny cholery. Za jego wysoka
patogenno$¢ odpowiada gléwnie toksyna cholery
(CT, Cholera toxin) oraz pilusy typu IV (TCP, toxin
co-regulated pilus), ktére taczac bakterie w mikroko-
lonie, chronig je przed uktadem immunologicznym
gospodarza i pozwalaja na koncentracje wydzielanej
toksyny [96]. W regionach endemicznych, V. cholerae
zwykle wystepuje w zbiornikach wodnych i tam tworzy
struktury biofilmu [110]. Na tym etapie istotna jest eks-
presja genow vps kodujacych egzopolisacharyd (VPS,
Vibrio polysaccharide), ktdry uczestniczy w tworze-
niu biofilmu. Patogen ten posiada w swoim genomie
osiemnascie genéw vps, ktdre zgrupowane sag w dwoch
klastrach. Wykazano, iz mutanty w genach vpsD, vpsI,
vpsK i vpsL, charakteryzuja si¢ brakiem zdolnosci do
wytwarzania VPS oraz znacznym obnizeniem zdolnosci
do tworzenia biofilmu [26]. V. cholerae wykorzystuje
TCS, aby za ich pomocg regulowac proces tworzenia
biofilmu w odpowiedzi na bodzce pochodzgce ze $ro-
dowiska [26, 97]. W genomie V. cholerae zidentyfiko-
wano geny kodujgce potencjalne 43 kinazy histydynowe
(HK) i 53 regulatory odpowiedzi (RR) [97]. Wsrod
nich, biatka VpsR, VpsT i LuxO sg aktywatorami two-
rzenia biofilmu, natomiast PhoB, VarA, VieA i CarR sg
represorami tego procesu [6, 7, 15, 38, 54, 94, 98, 116].

TCS, ktory hamuje posrednio tworzenie biofilmu
u V. cholerae jest system VarS/A. Bierze on udzial
w aktywacji ekspresji cstBCD, kodujacych sRNA, ktore

z kolei hamuja ekspresje globalnego regulatora CsrA
[53]. Jest to potranskrypcyjny regulator réznych pro-
cesow, w tym metabolizmu wegla i tworzenia biofilmu
[82, 83]. Obnizony poziom CsrA przeklada si¢ m.in.
na niski poziom Qrr1-4, co prowadzi do odblokowania
translacji hapR, a w efekcie do zmniejszonej ekspre-
sji genoéw vps [53]. Innymi TCS, ktére hamuja proces
tworzenia biofilmu sg systemy VieS/A, CarS/R oraz
NtrB/C. Regulator VieA dziala niezaleznie od swo-
jej pokrewnej kinazy histydynowej, bowiem domena
EAL tego bialka, o aktywnosci fosfodiesterazy digu-
anylowej, odpowiada za degradacje wtdrnego przekaz-
nika c-di-GMBP, ktory jest waznym pozytywnym regu-
latorem tworzenia biofilmu [95]. Natomiast system
CarS/R negatywnie reguluje ekspresje vps, a transkryp-
cja gendw tego TCS obniza s¢ w odpowiedzi na wzrost
jonow wapnia w srodowisku zewnetrznym [7].

Kolejny system TCS, VxrA/B indukuje powstawa-
nie biofilmu [97, 99]. Geny vxrAB wchodza w sklad
operonu, ktéry zawiera jeszcze trzy geny o nieznanej
funkeji. Mutanty V. cholerae AvxrA i AvxrB wykazuja
obnizong zdolno§¢ do tworzenia biofilmu, podczas
gdy w mutancie AvxrC zaobserwowano zwiekszenie
tworzenia biofilmu. Z kolei, nadekspresja vxrB prowa-
dzi do zahamowania ruchliwosci. Wykazano réwniez
pozytywny wplyw systemu VxrA/B na poziom cyklicz-
nego di-GMP (c-di-GMP) oraz ekspresj¢ vpsR i vpsT,
kodujacych dwa gltéwne regulatory procesu tworze-
nia biofilmu [97].
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Oddziatywania pomigdzy sSRNA a TCS zostaly réw-
niez dobrze poznane u Pseudomonas aeruginosa. Jest
to bakteria Gram-ujemna, znana pod nazwa paleczki
ropy blekitnej, bedaca czestym patogenem izolowa-
nym w $rodowisku szpitalnym. Powoduje ona infekcje
o wysokim wskazniku §miertelnosci, co jest zwigzane
z wysoka opornoscig patogenu na wiele srodkow prze-
ciwdrobnoustrojowych, ktéra cz¢sto powoduje opor-
no$¢ wielolekowg [75]. P.aeruginosa posiada ponad
400 czynnikéw transkrypcyjnych, 34 sSRNA oraz ponad
60 funkcjonalnych TCS. Wszystkie razem te kompo-
nenty budujg skomplikowang i rozlegly sie¢ regulato-
rowa [101]. Jednym z istotniejszych TCS u tego pato-
genu jest system GacS/A [115]. Kinaza histydynowa
GacS przenosi grupe fosforanowa na regulator odpo-
wiedzi GacA, ktéry ufosforylowany reguluje ekspresje
m.in. rsmY i rsmZ, kodujacych sRNA. Te za§ moga
zapobiega¢ wigzaniu si¢ rybosomu z sekwencja SD
i hamowa¢ translacje mRNA rsmA, kodujacego regu-
lator transkrypcji, ktory jest homologiem CsrA [51].
RsmA kontroluje ekspresje gendéw systemu sekrecji
II typu (T3SS), wytwarzania pili IV typu, ruchliwosci
oraz wytwarzania biofilmu [115]. RetS i LadS to hybry-
dowe kinazy sensorowe, ktore uczestniczg w kontroli
ekspresji systemu T3SS oraz tworzenia biofilmu [8].
Pomimo intensywnych badan systemu GacS/A, nie
zidentyfikowano sygnalow srodowiskowych wyzwala-
jacych fosforylacje kinaz GacS, LadS i RetS [45].

4.3. Udzial TCS i sSRNA w regulacji procesu
quorum sensing

Gestos¢ komorek wptywa na ekspresje gendw wiru-
lencji u wielu patogennych bakterii, a odbywa si¢ to
za posrednictwem zjawiska quorum sensing (QS)
[65]. Chociaz wiele z tych systeméw aktywuje ekspre-
sje genow wirulencji przy wysokiej gestosci komorek,
u V. cholerae jest odwrotnie, gdyz QS wplywa na obni-
zenie ekspresji genow wirulencji w tych warunkach [64,
118]. System ten jest niezwykle ztozony, poniewaz obej-
muje co najmniej trzy obwody sensoryczne, ktore akty-
wuja regulator odpowiedzi LuxO. V. cholerae posiada
dwa gléwne autoinduktory: CAI-1, specyficzny dla
danego rodzaju bakterii [41, 50, 64] oraz AI-2, wyko-
rzystywany do komunikacji miedzygatunkowej [19, 76].
Receptorami dla CAI-1 i AI-2 sg odpowiednio CgsS
i LuxPQ [4, 64, 67]. W przypadku braku autoinduk-
tora CqsS i LuxPQ dzialaja jako kinazy, ktére fosfory-
luja biatko LuxU, a nastepnie grupa fosforanowa jest
przekazywana na regulator LuxO [27]. Ufosforylowany
LuxO aktywuje transkrypcje genéw kodujacych cztery
sRNA: Qrrl-4 [53, 85]. Te sRNA aktywuja ekspre-
sje aphA oraz hamuja ekspresje hapR, gendéw koduja-
cych nadrzedne regulatory QS, ktére dzialaja w spo-
sob zalezny od gestosci komorek [53, 85]. Przy niskiej
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gestosci komorek syntetyzowany jest regulator AphA,
ale nie HapR. W warunkach wysokiej gestosci, CqsS
i LuxPQ po zwigzaniu ze swoimi autoinduktorami,
przelaczajg si¢ z aktywnosci kinazy na aktywnos¢ fos-
fatazy i defosforyluja LuxO za posrednictwem LuxU.
Z kolei, defosforylowany LuxO jest nieaktywny, wiec
transkrypcja grrl-4 nie zachodzi. W przypadku braku
Qrr sRNA, nie ma aktywacji translacji aphA, nato-
miast translacja hapR nie jest juz ttumiona, a nagro-
madzony HapR dziala jako represor ekspresji genow
vps. Dwa inne receptory QS, CqsR i VpsS, w odpowie-
dzi na niezidentyfikowane dotychczas ligandy, rowniez
przekazujg informacje do systemu QS za posrednic-
twem LuxU [49, 91]

Powszechnie wiadomo, ze odpowiednie stezenie
zelaza jest wymagane do przezycia bakterii [81, 114].
Niemniej jednak Zelazo nie jest pierwiastkiem atwo
dostepnym w $rodowisku naturalnym ze wzgledu na
jego niska rozpuszczalno$¢ w neutralnym pH [72].
Ponadto, bakteriom chorobotworczym bardzo trudno
jest konkurowaé o zelazo z komoérkami gospodarza,
dlatego sa one wyposazone w rézne mechanizmy sku-
tecznego wychwytu zelaza w $rodowisku gospodarza
[16]. Okazalo si¢, ze poziom Zelaza wplywa na szlak
QS, bowiem pierwiastek ten hamuje wytwarzanie auto-
induktora AI-2 [112, 113]. Wydaje si¢, Ze jedna z naj-
wazniejszych funkcji QS jest kontrolowanie ekspre-
sji genow kodujacych czynniki wirulencji patogenu,
ktory atakujac komorki gospodarza pozyskuje sktad-
niki odzywcze, m.in. zelazo.

Nadrzednym regulatorem kontrolujacych homeo-
staz¢ zelaza u bakterii, zarowno Gram-ujemnych, jak
i Gram-dodatnich jest represor Fur [24, 39]. U V.vul-
nificus, Fur w obecnosci zelaza hamuje ekspresje genow
luxO, smcR oraz gendéw grr. Jednakze wprowadzona
delecja w genie fur nie znosila w pelni obserwowa-
nej represji [113]. Okazalo sie, ze istnieja dodatkowe
czynniki kontrolujgce system QS. Przeprowadzone ana-
lizy wykazaly udzial sSRNA RyhB w kontroli ekspresji
genu [uxS, ktorego produkt uczestniczy w biosyntezie
AI-2 [52]. Ten rodzaj regulacji zapwenia ciagly pod-
stawowy poziom syntezy AI-2, nawet w obecnosci
zelaza, zamiast gwaltownego hamowania ekspresji przy
udziale regulatora Fur. Po raz pierwszy RyhB (90 nt)
zostal zidentyfikowany u E. coli. W toku badan wyka-
zano, ze ten SRNA hamuje ekspresje genow, ktorych
produkty uczestnicza w magazynowaniu i wykorzy-
staniu zelaza, kiedy stezenie tego pierwiastka w $ro-
dowisku jest niskie [63]. Ponadto, ekspresja samego
ryhB u E. coli jest hamowana przez Fur w odpowiedzi
na wysoki poziom zelaza w $rodowisku [103]. RyhB
zmniejsza stabilnos¢ specyficznych transkryptow, gdy
wraz z Hfq przytacza sie do komplementarnej sekwen-
cji w docelowej czasteczce mRNA [63, 103]. W dalszej
degradacji, zaréwno docelowego mRNA, jak i RyhB,
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posrednicza RNaza E i RNaza III [2, 61]. RyhB regu-
luje ekspresje co najmniej 18 operondw, ktore zawieraja
acznie 56 genow [62]. Moze to $wiadczy¢ o zlozonej
roli tego sSRNA, nie tylko w metabolizmie, ale réwniez
patogenezie wielu enterobakterii.

5. Podsumowanie

Regulatorowe sRNA, bedace od niedawna obiek-
tem intensywnych badan u bakterii, stanowig wazny
element kontroli ekspresji genéw w zlozonych sie-
ciach regulacyjnych. Nowe osiagniecia technologiczne
dostarczyly poteznych narzedzi do badania tych pro-
ceséw. Ujawniono liczne wzajemne polaczenia sSRNA
ze $ciezkami transdukcji sygnatu, co zapewnia pato-
genom odpowiednio szybka reakcje na zmieniajace si¢
warunki srodowiska i przetrwanie wewngtrz organizmu
zywiciela. Zdobywanie wiedzy na temat molekular-
nych mechanizméw zaangazowanych w te odpowiedzi
adaptacyjne i interakcje patogenéw z ich gospoda-
rzami toruje droge do opracowania nowych strategii
przeciwdrobnoustrojowych, co stanowi wyzwanie na
nadchodzace lata.
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from different sides, Pasteur fully deserves to be called a “benefactor of mankind”
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1. Wprowadzenie

Nazywany ,,0jcem mikrobiologii” i ,dobroczynca
ludzkosci”, Ludwik Pasteur (1822-1895) nalezy bez
watpienia do najwybitniejszych umystéw nauki i jest
jedna z najwazniejszych postaci w historii Francji. Jego
odkrycia legly u podstaw wspolczesnej stereochemii
i medycyny. W ramach tej ostatniej daly poczatek
nowym dziedzinom, takim jak mikrobiologia i immu-
nologia, a takze przyspieszyly rozwéj innych dyscyplin
- chirurgii oraz medycyny wewnetrznej, z ktérych
wyodrebnily si¢ choroby zakazne. Swoiste kalendarium
badan, ktérym poswiecil swoje zycie francuski uczony
mozna zobaczy¢ w jego mauzoleum, ktdre miesci si¢
w Instytucie Pasteura w Paryzu:

1848 — Dyssymétrie moléculaire (asymetria czasteczkowa);
1857 — Fermentations (fermentacje);

1862 — Générations dites spontanées (tzw. samorodztwo);
1863 — Etudes sur le vin (badania nad winem);

1865 — Maladies des vers a soie (choroby jedwabnikéw);

1871 - Etudes sur la biére (badania nad piwem);

1877 — Maladies virulentes (choroby wirulentne, zjad-
liwe - chodzi o pierwsze okreslenia chordb, ktore
wspolczesnie nazywamy zakaznymi);

1880 — Virus vaccins (szczepionki wirusowe — w tym
wypadku chodzi ogélnie o drobnoustroje pato-
genne, ktore w tamtym czasie okreslano czesto
mianem ,,wiruséw”);

1885 — Prophylaxie de la rage (zapobieganie wsciekliz-
nie) [5].

Co ciekawe, na temat zaréwno samego uczonego,
jak i jego osiagnie¢, istniejg rézne, czasem sprzeczne,
a nawet zaskakujace, informacje. Cavillon i Legout
mierzacy sie w swojej pracy z legenda i prawda
o dokonaniach Pasteura, cytuja francuskiego lekarza
immunologa Patrice’a Debré, autora uwazanej za bar-
dzo wywazong biografii Pasteura. Debré przedstawia
obraz czlowieka posiadajgcego wiele negatywnych cech,
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DOMINIKA SALAMON, TOMASZ JAGIELSKI

,,..
S

W
e

0
823

NS

Ryc. 1. Ludwik Pasteur w swoim laboratorium
Drzeworyt A. Marie, 1885. Zrédto: Wellcome Collection, udostepnione na licencji CC BY 4.0.

takich jak arogancja, wyniostos$¢, chciwos¢, a nawet
bezwzgledno$¢ wobec swoich oponentdéw. We wspom-
nianej biografii pojawia sie tez chyba najpowazniejszy
zarzut, jaki mozna postawi¢ badaczowi: ,,czasami spra-
wia wrazenie, Ze po prostu sprawdza wyniki opisane
przez innych, a nastepnie czyni je wltasnymi” [2].

Zatem jaki byl naprawde Ludwik Pasteur? Jakich
odkry¢ rzeczywidcie jest autorem? Szukaniem ostatecz-
nej odpowiedzi na te pytania zajmuja sie jego biografo-
wie i historycy nauki. Jest to o tyle skomplikowane, ze
Pasteur dziatal na réznych polach podejmujac wyzwa-
nia z réznych dziedzin. Niniejszy artykul ma na celu
przywolanie, tylko po krétce, najwazniejszych doko-
nan francuskiego uczonego, ktérych waga i znaczenie
w pelni bronig jego miana ,,dobroczyncy ludzkosci”,
bez wzgledu na formutowane z réznych stron zarzuty
i okolicznosci ,,obcigzajace”.

2. Pasteur - chemik

Wiele Zrédel podaje, ze Pasteur byl przecietnym
uczniem i nic nie wskazywato na jego zainteresowanie
przedmiotami $cistymi. Odznaczal si¢ jednak zdol-
nosciami plastycznymi i mial na swoim koncie kilka

udanych prac, ktére nawet wspolczesni krytycy sztuki
oceniajg, jako zdradzajace talent [4].

Po raz pierwszy jego zdolnosci naukowe daly
zna¢ o sobie w momencie, kiedy postanowit zweryfi-
kowa¢ twierdzenie niemieckiego chemika Eilharda
Mitscherlicha o tym, ze istnieja dwie formy kwasu wino-
wego o identycznych wlasciwosciach fizykochemicz-
nych, ale jedna skreca $wiatlo spolaryzowane w prawo,
a druga jest optycznie nieaktywna. Dla Francuza byt to
impuls do wykonania szeregu do$wiadczen, za pomoca
ktorych chcial udowodnié, ze musi istnie¢ jakas roznica
chemiczna ttumaczaca to zjawisko. Dzigki swemu upo-
rowi i dociekliwo$ci, pracujac za pomocg mikroskopu
oraz zwyklej pesety, udalo mu si¢ rozdzieli¢ forme
optycznie nieczynng na dwa rodzaje krysztaléw skre-
cajacych $wiatlo - enancjomery prawoskretny i lewo-
skretny. Rownomolowa mieszanina obu form - racemat
rzeczywiscie dawala efekt znoszenia zjawiska polary-
zacji [1]. Doswiadczalny dowdd na istnienie dwoch
roznych form kwasu winowego oraz odkrycie jego
lewoskretnego izomeru przyniosto Pasteurowi rozglos
i popchneto go do dalszych badan. Kilka lat pozniej,
analizujac wzrost grzyboéw w racemacie kwasu wino-
wego i odkrywajac, ze zwiazek ten stawal si¢ optycz-
nie aktywny (bo ubywalo przyswajanej przez drozdze
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formy prawoskretnej), sformulowal teorie mowiaca
o tym, ze tylko zywe organizmy moga wytwarzaé
optycznie aktywne zwigzki asymetryczne [1].

Wyniki studiéw nad chemig winianu sklonity go
do badan procesu fermentacji. W polowie XIX w. pow-
szechnie uwazano, Ze istnieja substancje chemiczne,
ktore sg katalizatorami przemiany jednych zwiazkow
w inne. I tak, gtéwna role w powstawaniu alkoholu
z cukru przypisywano mistycznej sile zyciowej (lac.
vis vitalis) zawartej w komoérkach drozdzy. Goracym
zwolennikiem teorii witalistycznej byl niemiecki che-
mik Justus von Liebig [1, 4]. Pasteur, gléwnie dzieki
dtugotrwalym i Zzmudnym obserwacjom mikroskopo-
wym osadu z kadzi ,,zepsutego” piwa, potwierdzit to,
co podejrzewali juz wczedniej inni badacze, tacy jak
Theodor Schwann i Friedrich Kiitzing, a zrozumial na
kilka lat przed Pasteurem Antoine Béchamp: fermen-
tacje piwng (alkoholowa) powodujg okragle drobiny
(»kuleczki”), czyli mikroorganizmy (drozdze). Obser-
wowane réwniez w brzeczce piwnej, inne mikroskopijne
organizmy w ksztalcie podiuznych pateczek (bakterie)
Pasteur powiazal z niekorzystng dla produkeji piwa
fermentacjg mlekows [1, 2]. Z kolei badajac fermenta-
cje mastowg Pasteur dowidd! ,,zycia bez tlenu”, a wiec
istnienia mikroorganizméw $cisle beztlenowych. Na
podstawie swoich badan, spopularyzowal proponowang
juz wczesniej przez winiarza Alfreda de Vergnette de
Lamotte’a, metode zabezpieczenia napojow alkoholo-
wych przed ,,psuciem si¢’, czyli zanieczyszczeniem nie-
pozadanymi drobnoustrojami, poprzez odpowiednio
dobrang obrobke termiczng [2]. Pézniej zaczgto okre-
§la¢ ja mianem ,,pasteryzacji’, mimo, ze istota tej metody
nie byla dzielem francuskiego uczonego. Pasteur znalazt
dla niej naukowe potwierdzenie, zdotat przekona¢ $wiat
o jej skutecznodci i zacheci¢ do jej powszechnego sto-
sowania. Badajac role fermentujacych drobnoustrojow
Pasteur powoli stawat si¢ mikrobiologiem.

3. Pasteur - mikrobiolog

Dzi¢ki konsekwentnej i wytrwalej pracy, a takze
zdolnosci odpierania atakow sceptykow i naukowych
przeciwnikow, Pasteur doprowadzit do obalenia panu-
jacej od stuleci teorii samorddztwa, zgodnie z ktorag
zycie ma swoje zrédlo w materii nieozywionej. Mimo,
ze juz wczesniej co najmniej kilkoro uczonych, w tym
wspomniany T. Schwann, Lazzaro Spallanzani, czy Franz
Schulze, podwazalo ten poglad, wskazujac na powie-
trze jako zrédto drobnoustrojow [2], dopiero Pasteur
przeprowadzit najbardziej przekonujacy dowdd na fal-
szywo$¢ teorii abiogenezy. Pomoglo tu stale i cierpliwe
doskonalenie warsztatu eksperymentalnego, czego $wia-
dectwem sg liczne stynne kolby z tabedzimi szyjami,
ktore pozwalaly zachowa¢ jalowos¢ medium hodowla-
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nego (bulionu) i w ten sposéb kontrolowaé naptyw do
niego mikroorganizméw z powietrza (kolby te mozna
nadal podziwia¢ w Muzeum Pasteura w Paryzu). Obale-
nie dogmatu samorddztwa, stanowigcego nie tylko pro-
blem biologiczny, ale takze religijny i filozoficzny wywo-
talo niemalg wrzawe w srodowisku naukowym, a wielu
uczonych jeszcze dlugi czas atakowalo Pasteura. Wsréd
najbardziej nieprzejednanych polemistéw byli Hermann
Pidoux, Lionel Beal oraz Félix Archimede Pouchet [2, 3].
Odporno$¢ na niepowodzenia i krytyczne uwagi, goto-
wos¢ do debaty na gruncie eksperymentalnym, a nie
tylko dialektycznym, pozwolily Pasteurowi ostatecznie
przekona¢ $wiat nauki do swoich racji.

Wyniki badan nad fermentacja oraz obalenie dok-
tryny o samorodztwie staly sie dla francuskiego uczo-
nego impulsem do podjecia badan nad etiologia choréb
zwierzat i cztowieka. Pierwszy wazny problem, z jakim
Pasteur mial si¢ zmierzy¢ stanowila tajemnicza choroba
jedwabnikéw znana pod nazwa pebryny (pieprzycy,
plamicy). Sam badacz nie ustalil przyczyny choroby
(etiologie pasozytniczg sugerowal Antoine Béchamp,
co potwierdzili potem inni, m.in. Edouard-Gérard
Balbiani, czy Désiré Gernez), ale wykazal, Ze ma ona
charakter zakazny. Co wiecej, opracowal skuteczna
metode zapobiegania jej rozprzestrzenianiu poprzez
kontrole sktadanych przez doroste owady jaj [2]. Oka-
zalo sie przy tym, ze przyczyng utraty jedwabnikow byla
w tamtym czasie réwniez nieco inna choroba - flacherie
(flaccidness), za ktorej przyczyne uwaza si¢ obecnie
wirusa z towarzyszacym bakteryjnym nadkazeniem
owadzich jelit. Pasteur, ktéry poczatkowo utozsamial
chorobe z pebryna i tu wprowadzit kilka zasad profilak-
tyki, m.in. kwarantanne podejrzanych osobnikéw [1].

Kolejnym wyzwaniem dla Pasteura byla cholera
drobiu. Z sukcesem wyhodowal czynnik etiologiczny
choroby i zaobserwowal zjawisko ,,starzenia si¢” bak-
terii i stabniecia jej zjadliwosci, co wykorzystat w opra-
cowaniu szczepionek [1]. To na jego czes¢ bakterie
nazwano Pasteurella multocida, cho¢ nalezy pamie-
taé, ze jako pierwsi opisali ja dwaj Wlosi — Sebastiano
Rivolta i Edoardo Perroncito, a we Francji po raz pierw-
szy wyizolowal ja Jean-Joseph Toussaint [2].

W latach 70. XIXw. Pasteur podjat badania nad
waglikiem u zwierzat gospodarskich (gt. owiec i bydta).
Potwierdzil ustalenia poprzednikéw, w tym przede
wszystkim Roberta Kocha, wywodzace zrédlo choroby
od sporujacych bakterii, nazwanych pdzniej Bacillus
anthracis. Nie obylo sie przy tym bez, gwaltownej miejs-
cami, dyskusji migdzy Pasteurem a Kochem o palme
pierwszenstwa w odkryciu zarazka waglika. Ostatecznie
przypadla ona Niemcowi, a gtéwng zastuga Pasteura
byto opracowanie skutecznej szczepionki przeciwko
waglikowi [1, 4].

Przedmiotem zainteresowania Pasteura byly row-
niez infekcyjne choroby u ludzi, w tym goraczka poto-
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gowa, ktorej zwalczanie, jeszcze bez wiedzy mikrobiolo-
gicznej, rozpoczal w Wiedniu wiele lat wezesniej Ignacy
Semmelweis. Dzigki pracom dwoch lekarzy z Alzacji
- Victora Feltza i Léona Coze’a, Pasteur dowiedzial sie,
ze przyczyna choroby sa bakterie, nazwane potem przez
Theodora Billrotha Coccobacteria septica (ob. Strepto-
coccus pyogenes) [2]. Pasteur badal takze przyczyny
i mozliwosci zapobiegania cholerze i dzumie, wysytajac
na tereny objete epidemia, swoich wspdtpracownikéw,
ale to im oraz innym badaczom zawdziecza si¢ glowne
odkrycia dotyczace tych choréb.

Odkrycia Pasteura sg wynikiem jego wyjatkowej
dociekliwosci, pracowitosci i systematycznosci. Sg tez
efektem otwartosci i krytycznej oceny dokonan innych,
niekiedy bez nalezytej skrupulatnosci w uznaniu ich
wkladu, jak cho¢by w wypadku prac Béchampa wokot
chordb jedwabnikéw, czy Toussainta, autora pierwszej
metody atenuacji paleczki waglika. Rzadko wspomina
sie tez Charlesa Chamberlanda, asystenta Pasteura,
ktéry skonstruowal pierwszy parowy sterylizator
ci$nieniowy, a takze opracowal filtr mikrobiologiczny
do jalowienia roztwordw (tzw. filtr Chamberlanda lub
Pasteura-Chamblerlanda).

Podobnie jak Pasteur korzystal z osiggnie¢ swoich
poprzednikéw i wspolpracownikow, takze jego prace
inspirowaly i stymulowaty do dzialan innych. Wystar-
czy wspomnie¢ choc¢by Josepha Listera, ktory zapo-
znawszy si¢ z badaniami Pasteura, ukazujacymi role
mikroorganizméw w powstawaniu zakazen, wprowa-
dzil do praktyki klinicznej zasady antyspetyki [2, 3].

4. Pasteur - wakcynolog

Najbardziej znaczace dla medycyny sg prace Pasteura
nad odpornoscig w chorobach zakaznych i opracowa-
nie pierwszych szczepionek skonstruowanych na bazie
atenuowanych drobnoustrojéw’. Pierwsze obserwacje
wskazujgce na mozliwy dobroczynny skutek podania
zdrowym osobnikom ostabionych mikroorganizmoéow
wywolujacych chorobe Pasteur poczynil w trakcie
badan nad cholera drobiu. Eksperymenty z wszczepia-
niem kurom ,starych”, pozostawionych jaki$ czas na
powietrzu i w ten sposdb pozbawionych zjadliwosci
bakterii, potwierdzaly nabycie przez zwierzeta odpor-
nosci na zakazenie. Badania Pasteura pozwolily row-
niez wyjasni¢, w jaki sposob wybuchaly epidemie tej
choroby. Okazalo sie, ze czgs¢ zakazonych zwierzat po
wyzdrowieniu stawala si¢ nosicielami bakterii, stajac
sie rownocze$nie zagrozeniem dla innych osobnikdw,
ktdre nie miaty kontaktu z patogenem [1].

! Jedyna znana wczesniej szczepionka przeciwko ospie, opra-
cowana przez Edwarda Jennera, zawierata limfe z pecherzy ospy
krowiej (variola vaccinia).
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Doswiadczenia wyniesione z pracy nad cholera dro-
biu, Pasteur wykorzystal w badaniach nad waglikiem.
Opracowana przez Pasteura szczepionka przeciwko tej
chorobie, ktdrej testowanie odbito sie szerokim echem,
bo zostalo zorganizowane jako swoisty rodzaj publicz-
nego pokazu w podparyskiej miejscowosci Pouilly-le-
-Fort, mialta swojg dramatyczna historie. W mysl zasady;,
jaka forsowal Pasteur, bakterie waglika miaty by¢ atenu-
owane za pomocg powietrza. Niestety, ten sposob okazal
sie niewystarczajacy i wspStpracownicy badacza (Emile
Roux i Ch. Chamberland) musieli szybko, w ostatniej
chwili przed pokazem, zaproponowa¢ nowg, skuteczna
metode atenuacji. Uzyli w tym celu dwuchromianu
potasu, wzorujac sie na metodzie opracowanej wcze-
$niej przez weterynarza Jeana-Josepha Toussainta [1, 2].
Ostatecznie pokaz byl wielkim sukcesem Pasteura, bo
dzigki spektakularnej, cho¢ dos¢ ryzykownej akeji z nie
do konca pewna szczepionkg, Francuz zyskal wielkie
uznanie nie tylko w kraju, ale tez za granica.

Jednak najwiekszy triumf przyniosta Pasteurowi
szczepionka przeciwko wsciekliznie. To wtedy zaczeto
o nim moéwi¢ jako ,dobroczyncy ludzkosci”. Do tej
pory ta, jak dzi$§ juz wiemy, wirusowa choroba jest
uznawana za najbardziej $miertelng chorobe zakazng.
Pojawienie si¢ szczepionki, ktéra mogta zapobiec roz-
wojowi choroby u 0séb pogryzionych, czasem bardzo
dotkliwie, przez wsciekle zwierzeta byto rzeczywiscie
wydarzeniem na skale $wiatowg. Dzieki Pierreowi
Victorowi Galtierowi, profesorowi weterynarii z Lyonu,
wiadomo juz bylo, ze choroba moze by¢ przeniesiona
na krolika ze $ling zakazonego psa. Natomiast Pierre-
-Henri Duboué, lekarz i czlonek Akademii Medycznej
w Paryzu, odkryt, ze przemieszczanie si¢ wirusa wécie-
klizny do o$rodkowego uktadu nerwowego odbywa sie
droga nerwéw obwodowych, a nie z krwig [2]. Pasteur
wykorzystal te informacje aby po pierwsze skroci¢
czas inkubacji choroby z kilku tygodni do kilku dni,
po drugie aby uzyska¢ oslabiony patogen nadajacy sie¢
do podania jako szczepionka. Postanowil wiec wraz ze
swoimi wspdtpracownikami, a przede wszystkim leka-
rzem E. Roux (to on byt pomystodawcg opisywanej pro-
cedury), wprowadza¢ bezposrednio do mézgu krolikow
ekstrakt mézgu padnietych na wécieklizne zwierzat.
Szybko uzyskiwatl wysoko wirulentny szczep patogenu
(tzw. virus fixé). Jego atenuacje uzyskiwal suszac, przez
rézng dlugos¢ czasu, zakazony, krdliczy rdzen kregowy
w strumieniu powietrza. Podawanie zdrowym zwierze-
tom, sukcesywnie przez 14 dni, ekstraktu rdzeniowego
o rosngcym potencjale zakaznym (co odpowiadato
coraz krotszej ekspozycji materiatu zakaznego na suche
powietrze) sprawialo, ze 15. dnia zwierzeta stawaly sig
odporne na szczep virus fixé [1, 3]%

2 Patogen wywolujacy wécieklizng nazywano wirusem (virus,
fac. jad, trucizna), bo w tamtym czasie czesto okre$lano tak bakterie
chorobotworcze.



ROZNE OBLICZA SLAWNEGO ODKRYWCY

Kontrowersyjne sa okoliczno$ci podania pierwszej
dawki szczepionki cztowiekowi. Z punktu widzenia
wspolczesnych zasad bioetycznych bylo to catkowicie
niedopuszczalne. Preparat nie byl jeszcze dopracowany,
a stopien atenuacji patogenu, a wigc bezpieczenstwo
szczepionki byly niepewne. Dodatkowo istniejg wat-
pliwosci, czy dziewiecioletni chlopiec, Joseph Meister,
ktéry mial by¢ poddany zabiegowi na rozpaczliwg
prosbe matki, zostal rzeczywiscie pogryziony przez
wscieklego psa [2]. Sytuacja byla na tyle skompliko-
wana, ze najwierniejszy wspolpracownik Pasteura
- E.Roux odmoéwil podania zastrzyku pacjentowi.
Ostatecznie szczepienie przeprowadzit Joseph Grancher
ze szpitala dziecigcego w Paryzu, ktory konsultowal
wczesniej chlopca [1]. Cala operacja zakonczyla sie
sukcesem, a Ludwik Pasteur dla wspoéltczesnych sobie
stal si¢ rzeczywiscie ,wybawcg” ludzkosci. Mimo, ze nie
zdolano unikng¢ niepowodzen i szczepionka potrafila
by¢ zawodna, ostatecznie pasteurowska metoda szcze-
pienia przeciwko wsciekliznie zyskala powszechna
akceptacje, a samemu Pasteurowi przyniosta niesmier-
telng stawe. Ciekawe, ze juz w 1886 1., szczepionka prze-
ciwko wéciekliznie dotarla na ziemie polskie. Stato sie
to za sprawg Odona Bujwida, ucznia Pasteura i pre-
kursora polskiej mikrobiologii, ktory powotal w War-
szawie, druga po Instytucie paryskim, stacje szczepien
przeciwko wsciekliznie na $wiecie [3].

4. Podsumowanie

Mimo coraz $mielej pojawiajacych si¢ krytycznych
opinii o zachowaniu i charakterze Pasteura, jego nie-
tatwym, apodyktycznym usposobieniu, skfonnosci do
megalomanii, umilowaniu $§wiatet jupiteréw i wydawa-
toby si¢ lekcewazgcym stosunku do osob, ktore jeszcze
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przed nim obserwowaly zjawiska, stanowigce podstawe
jego dalszych przedsiewzigé, to bez watpienia byl on
czlowiekiem wyjatkowym. Obdarzony niezwykla cie-
kawoscig i intuicja badawczg, wyposazony w umyst
nieprzeci¢tnie wnikliwy i analityczny, a przy tym
cechujacy sie tytaniczng pracowitoécia, niestabngcym
uporem i odwaga, graniczaca z brawurg reprezentowal
typ naukowca ,,przygotowanego” na sukces. Bo jak sam
moéwil - przypadek sprzyja umystom przygotowanym.
A fakt otaczania sie wspotpracownikami posiadajacymi
rézne umiejetnosci i specjalizacje (wsrdd nich byli che-
micy, fizycy, lekarze oraz weterynarze) swiadczy o tym,
ze pokora jednak nie byla mu obca.

Wiréd wielu aforyzméw przypisywanych Pasteu-
rowi jest takze zdanie Cest les microbes qui auront le
dernier mot (To mikroorganizmy beda mialy ostatnie
stowo). Jak bardzo profetycznie te stowa brzmig dzisiaj,
w dobie coraz szybciej pojawiajacych sie nowych cho-
réb zakaznych, w tym pandemii COVID-19.

Wspomniane slowa s mottem tegorocznej mie-
dzynarodowej konferencji naukowej poswieconej jubi-
leuszowi 200-lecia urodzin Ludwika Pasteura. Konfe-
rencja pt. ,,The last word belongs to microbes” organi-
zowana jest w dniach 29-30 listopada br. w Warszawie.
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Streszczenie: Postepy w genomice zwigzane z ustawicznym sekwencjonowaniem kompletnych genoméw drobnoustrojéw, w tym mikro-
organizméw patogennych, zrewolucjonizowaly podejécie do wyboru i projektowania antygenéw szczepionkowych nowej generacji.
Odwrécono klasyczny proces badawczy, poniewaz to zbiér danych genomowych stat si¢ Zrédlem hipotez o immunogennos$ci wytypo-
wanych antygenéw. W efekcie, mozliwe jest wydajne przeanalizowanie tysiecy genéw, niezaleznie od poziomu ich ekspresji in vivo. Na
tej podstawie typuje si¢ pule biatkowych kandydatéw, ktére mozna nastepnie podda¢ dalszym badaniom i dokladnie opisa¢ ich epitopy
powierzchniowe rozpoznawane przez elementy ukladu odpornosciowego cztowieka. Informacje o strukturze wybranego antygenu i jego
interakcjach z ukladem immunologicznym mogg postuzy¢ do syntezy nowych czasteczek, optymalizujac czas i srodki niezbedne do wpro-
wadzenia do uzytku nowego preparatu szczepionkowego.

1. Wprowadzenie. 2. Zalozenia odwrotnej wakcynologii. 3. Opracowanie szczepionki przeciwko Neisseria meningitidis ser. B, 4. Odwrotna
wakcynologia pangenomowa. 5. Odwrotna wakcynologia 2.0. 6. Wyzwania stojace przed wakcynologia

MODERN METHODS OF IDENTIFICATION OF PROTEIN VACCINE ANTIGENS

Abstract: Advancements in modern genomics driven by the continuous DNA sequencing of complete microbial genomes, including
pathogenic microorganisms, have revolutionised the approach to the process of designing new generation vaccine antigens. Genomic data
is the source of hypotheses about potential antigen immunogenicity, reversing the standard science research process. As a result, it is pos-
sible to analyse thousands of genes regardless of their in vivo expression levels. On this basis, we can choose the pool of protein candidates
to examine further, mapping their epitopes recognised by the elements of the human immune system. The acquired information on the
structure of the selected antigen and its interactions with the immune system may be used to design and synthesise new immunogenic
molecules, optimising time and resources needed to introduce new vaccines to the market.

1. Introduction. 2. Principles of reverse vaccinology. 3. Development of a vaccine against Neisseria meningitidis ser. B. 4. Pan-genome
reverse vaccinology. 5. Reverse vaccinology 2.0. 6. Challenges facing vaccinology

Stowa kluczowe: antygen, odwrotna wakcynologia, szczepionka

Keywords: antigen, reverse vaccinology, vaccine

1. Wprowadzenie

O historii wakcynologii nie mozna opowiedzie¢ bez
wspomnienia postaci Ludwika Pasteura (1822-1895).
Opracowanie metod atenuacji mikroorganizméw cho-
robotworczych i zakonczone sukcesem testy pierw-
szych preparatow szczepionkowych na zwierzetach
doprowadzily go do sformulowania zasad lezacych
u podstaw wiekszosci stosowanych dzisiaj szczepionek
(isolate, inactivate, inject). Szczepionki te, powstale
w oparciu o Zywe, atenuowane mikroorganizmy oraz
mikroorganizmy zabite, umozliwily ograniczenie wyste-
powania wielu choréb zakaznych (odra, rézyczka, tezec,

blonica, polio) [12, 42, 56, 68], a nawet ich eradykacje
(ospa prawdziwa) [18].

Szczepionki zawierajace inaktywowane drobno-
ustroje dzialajg zgodnie z zalozeniem, ze elementy
ukladu odpornosciowego czltowieka sa w stanie roz-
poznawac antygeny eksponowane przez dany patogen
pomimo zahamowania jego namnazania i metabo-
lizmu. Najczgsciej do inaktywacji stosowano wysoka
temperature, promieniowanie lub czynniki chemiczne
takie jak formalina czy formaldehyd [13, 49]. Calkowite
zahamowanie replikacji patogenu wyklucza mozliwos¢
jego przypadkowej rewersji do typu dzikiego, zwigksza-
jac bezpieczenstwo szczepionki. Z praktyki klinicznej
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wynika jednak, ze odpowiedz ukladu odpornoscio-
wego na podanie antygenéw w tej formie jest zwy-
kle stabsza i trwa krocej. Stad wynikala koniecznos¢
stosowania adiuwantéw, jak réwniez podania wigkszej
liczby dawek [61].

Atenuowane patogeny zachowujg z reguly wiele bio-
logicznych cech dzikiego szczepu, m.in. zdolno$¢ do
replikacji, ktéra w przypadku wiruséw jest niezbedna
do powstania cytotoksycznych limfocytéw T gwaran-
tujacych skuteczny poziom ochrony. Ich dtuzsza obec-
nos$¢ w szczepionym organizmie oraz ekspozycja ukladu
odpornosciowego na duzg liczbe antygenéw zwieksza
efektywnos$¢ szczepienia. W przypadku takich prepara-
tow istnieje jednak mozliwo$¢ zachowania resztkowej
zjadliwosci, ktora jest niebezpieczna dla 0séb z niedobo-
rami immunologicznymi. Zastosowanie atenuowanych
mikroorganizméw wiaze si¢ takze z ryzykiem ponow-
nego nabycia przez nie wlasciwosci patogennych [25].

Poniewaz nieliczne z antygendw, jakie niesie do-
konujacy inwazji mikroorganizm, maja znaczenie dla
powstania odporno$ci przeciwzakaznej, zwrdcono
sie w strone szczepionek podjednostkowych, a wiec
zawierajacych oczyszczony sktadnik komorki patogenu.
W latach 80. XX wieku opracowano pierwsza szcze-
pionke, w ktorej wykorzystano antygen powierzch-
niowy wirusa HBV, produkowany w komoérkach rekom-
binowanych drozdzy i oczyszczony z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa [36]. Identyfikacja
nowych antygenow biatkowych, w oparciu o laborato-
ryjng weryfikacje immunogennosci tych bialek, byla
jednak czasochlonna i kosztowna. Wymagala réwniez
oczyszczenia duzej ilosci bialka, co znacznie ograni-
czato pule potencjalnych antygenéw. Co wiecej, praw-
dopodobienstwo spelnienia przez biatko oczekiwa-
nych warunkoéw, takich jak wysoki poziom ekspresji,
ekspozycja na powierzchni komorki, niska zmiennosé
sekwencji aminokwasowej czy zdolno$¢ do wywotania
odpowiedzi immunologicznej bylo stosunkowo niskie.

W ostatnich latach przy konstrukcji szczepionek
podjednostkowych zwrdcono sie w strone genomu jako
zrodla pelnej informacji o potencjalnie immunogen-
nych biatkach. 200. rocznica urodzin Ludwika Pasteura
jest okazja do przedstawienia zalozen odwrotnej wakey-
nologii (reverse vaccinology) — dziedziny, ktora pozwoli
na pokonanie przeszkod hamujacych dalszy rozwoj kla-
sycznej wakcynologii.

2. Zalozenia odwrotnej wakcynologii

Pierwsza praca opisujaca potencjalny wptyw dostepu
do pelnych sekwencji genomowych mikroorganizméw
patogennych na rozwoj wakcynologii zostata opubli-
kowana w 1997 roku. Zwrdcono uwage, Ze genomy
patogenow niosa informacje o kompletnym zestawie
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antygenéw mozliwych do wykorzystania w prepara-
tach szczepionkowych i pozwalaja na wytypowanie
konkretnych gendéw w celu doktadnej identyfikacji pro-
duktéw ich ekspresji [43]. Standardowe metody iden-
tyfikacji antygenow — mikrobiologiczne, biochemiczne
i serologiczne — byly kosztowne, wymagaly znacznych
nakladéw pracy i czasu oraz, co najwazniejsze, zawo-
dzily w przypadku patogenéw o wysokiej zmiennosci,
trudnych w hodowli in vitro oraz tych, ktére nie miaty
jasno zdefiniowanych antygenéw ochronnych. Nowy
kierunek w rozwoju mikrobiologii i medycyny nazwano
odwrotng wakcynologia (reverse vaccinology), poniewaz
badania nie rozpoczynaja si¢ od analizowania samego
patogenu, ale od analizy in silico jego pelnej sekwencji
genomowej [54].

W pierwszej kolejnosci przy uzyciu narzedzi bioin-
formatycznych typuje sie geny kodujace biatka w rézny
sposob eksponowane na powierzchni komorki lub
wydzielane na zewnatrz, a wiec potencjalnie rozpo-
znawane przez skladniki ukladu odpornosciowego.
W kolejnym etapie, po oczyszczeniu wybranych biatek,
przeprowadzane sa wstepne analizy na modelu zwie-
rzecym, ktoérych celem jest wskazanie antygenow indu-
kujacych powstawanie odpowiedzi ochronnej. Dodat-
kowo, przeprowadzana jest ocena poziomu ekspresji
wybranych gendw w warunkach in vivo z wykorzysta-
niem technik takich jak elektroforeza dwuwymiarowa
biatek czy mikromacierze DNA. W efekcie tych dziatan
z kilku tysiecy bialek zostaje wytypowana waska grupa
potencjalnych immunogendw, ktére mozemy podda¢
dalszym szczegélowym badaniom. Taki sposob identy-
fikacji antygendw jest wiec znacznie bardziej wydajny
niz metody tradycyjne i zapewnia praktycznie nieogra-
niczone mozliwosci badawcze. Ryc. 1. Przedstawia naj-
wazniejsze zalozenia odwrotnej wakcynologii.

3. Opracowanie szczepionki
przeciw Neisseria meningitidis ser. B

Odwrotna wakcynologia po raz pierwszy zostala
z powodzeniem zastosowana przy konstrukeji szcze-
pionki skierowanej przeciw Neisseria meningitidis,
Gram-ujemnej bakterii wystepujacej w formie dwo-
inek. Bakterie te kolonizujg btony s§luzowe gdérnych
drog oddechowych ludzi. U okoto 10% wystepuje bez-
objawowe nosicielstwo [8]. Natomiast najgrozniejsze
formy zakazenia N. meningitidis, ktore wigzg si¢ z prze-
tamaniem bariery krew-mozg, przebiegaja w postaci
sepsy i/lub zapalenia opon mdzgowo-rdzeniowych [21].
Choroba moze wystepowac jako grozna w skutkach epi-
demia lub pojawiac si¢ sporadycznie, zwlaszcza u ludzi
z niedoborami immunologicznymi.

Jednym z gtéwnych czynnikéw wirulencji N. menin-
gitidis jest jej polisacharydowa otoczka [64]. Na pod-
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Ryc. 1. Schemat opisujacy zaleznosci miedzy roznymi podej$ciami poszukiwania kandydatéw na szczepionki

Oszacowanie lokalizacji komorkowej produktéw ekspresji genu pozwala na rozpoczecie badan od pelnej analizy genomu. Wstepna grupe
kandydatéw tworza biatka w rézny sposob eksponowane na powierzchni komérki. Nastepnym krokiem jest zbadanie rozpowszechnie-
nia sekwencji wéréd znanych izolatéw patogenéw oraz potwierdzenie bialek produkeji in vivo. Proteiny spelniajace oba kryteria mozna
nastepnie zbada¢ pod katem ich immunogennosci. Dodatkowo, genomika poréwnawcza pozwala na identyfikacje in silico zestawu genow
wirulencji oraz gendw szczepowo specyficznych, co mozna zastosowacé przy projektowaniu szczepionek atenuowanych. Na podstawie [57].

stawie réznic w jej budowie wyrdzniono 12 serotypow
N. meningitidis, z ktorych szes¢ (A, B, C, W-135,X,Y)
odpowiada za zakazenia zwigzane z zagrozeniem zycia.
Serotyp B (MenB) to jedyny serotyp N. meningitidis,
przeciw ktéremu nie udalo si¢ zaprojektowaé skutecz-
nej szczepionki za pomoca klasycznych metod labora-
toryjnych. W odréznieniu od polisacharydéw otocz-
kowych innych serotypdw, polisacharyd B nie induko-
wal bowiem efektywnej odpowiedzi immunologicznej.
W 1983 roku wykazano takze powinowactwo glikopro-
tein NCAM (neural cell adhesion molecule) zawieraja-
cych podjednostki kwasu polisjalowego do przeciw-
cial surowicy konskiej rozpoznajacych N. meningitidis
ser. B. Badane glikoproteiny wystepuja na powierzchni
ludzkich neuronéw, komorek glejowych oraz komérek
NK i pelnia role w procesach adhezji neuronéw m.in.
do komdrek miesniowych. NCAM jest modyfikowany
przez dofaczenie kwasu a-2,8-polisjalowego (PSA)
przez transferazy ST8Sia IV/PST oraz ST8Sia II/STX.
Obecnos¢ czagsteczek PSA-NCAM wykazano przede
wszystkim w rozwoju prenatalnym, w tkankach mies-
niowych serca i szkieletowych, nerkach oraz w mézgu.
Te same tkanki u ludzi dorostych charakteryzuja sie

bardzo niska obecnoscia lub brakiem zmodyfikowanej
formy NCAM [9]. Duze podobienstwo polisacharydu B
do czasteczek PSA bylo przyczyna wielu dyskusji o bez-
pieczenstwie tak zaprojektowanej szczepionki, zwlasz-
cza dla kobiet w cigzy. Pt6d ma bezposredni kontakt
z przeciwcialami wytwarzanymi przez matke, wiec
istnialo niebezpieczenstwo zaburzenia rozwoju osrod-
kowego ukladu nerwowego plodu.

Brak mozliwosci wykorzystania polisacharydu B
ani zadnej z jego modyfikacji do produkeji szczepionki
powodowal koniecznos¢ wytypowania nowych anty-
gendéw. Kolejnym obiektem badan stato si¢ biatko PorA,
eksponowane w OMV (outer membrane vesicles). Na
rynku pojawialy si¢ szczepionki wtOMV umozliwiajgce
opanowanie lokalnych epidemii. Nalezy jednak pod-
kresli¢, ze byly one skuteczne jedynie wobec szczepow
MenB, ktdre charakteryzowala ekspresja podtypu biatka
PorA odpowiadajacego antygenowi zastosowanemu
w szczepionce. Szczepionki wtOMYV nie mialy poten-
cjalu, by stac sie szczepionkami globalnymi, ale dostar-
czyly potwierdzenia, ze istniejg inne niz polisacha-
ryd B antygeny, ktore wywoluja efektywna odpowiedz
immunologiczng [19].
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2158
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600
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produkcje przeciwciat
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Ryc. 2. Schemat opisujacy kolejne etapy selekcji antygenow
w konstrukgeji szczepionki przeciwko MenB

Z 2158 potencjalnych ORF odnalezionych w analizie in silico,
potwierdzono zdolno$¢ do indukowania indukcji przeciwcial
potwierdzono dla az 28 bialek. Tak duza pula kandydatéw zapew-
niata duzy potencjal badawczy przy konstrukeji szczepionki wielo-
skladnikowej. Ostatecznie wybrano trzy antygeny: fHbp, NadA oraz
NHBA, ze wzgledu na najwiekszy zakres indukowanej przez nie
ochrony, zweryfikowany z uzyciem SBA (serum bactericidal assay).
Na podstawie [34].

Prace nad poszukiwaniem antygenéw rozpoczely sie,
gdy tylko zsekwencjonowano pierwsza czes¢ genomu
Neisseria meningitidis MC58, szczepu odpowiedzialnego
za epidemie w Wielkiej Brytanii. Podejscie “odwrot-
nej wakcynologii” umozliwilo wytypowanie produktéw
tych gendw, ktorych ekspresja zachodzila na niskim
poziomie. Wigkszo$¢ z wytypowanych kandydatow
nalezata do grupy bialek blonowych, eksponowanych
na powierzchni komorki, co moglo wskazywa¢ na ich
potencjalng zdolno$¢ do wywotania reakcji immuno-
logicznej. Schemat prowadzonych badan oraz skrdcony
opis laboratoryjnej weryfikacji skutecznosci wytypowa-
nych antygenéw opisuje Ryc. 2.

Podstawg do konstrukcji szczepionki przeciw MenB
staly sie trzy zidentyfikowane antygeny: fHbp, NHBA
oraz NadA. fHbp to zakotwiczona w blonie komérko-
wej lipoproteina o masie ok. 18,5kDa. Posiada zdol-
no$¢ wigzania ludzkiego czynnika H (Factor H), czyli
biatka obnizajacego aktywnos¢ uktadu dopelniacza
poprzez inaktywacje skladnika C3b oraz konwertazy
C3 (C3bBb), ktora ma kluczowe znaczenie w wytwarza-
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niu biatka C5 i kompleksu atakujacego bton¢ (MAC).
Zwiazanie czynnika H na powierzchni N. meningitidis
pozwala zatem unikng¢ bakteriobdjczego dziatania
ukladu dopelniacza, umozliwia tym samym przetrwa-
nie i namnazanie si¢ bakterii we krwi gospodarza.
Co wigcej, N. meningitidis upodabnia si¢ do komoérek
gospodarza, poniewaz boczne fancuchy biatka fHbp
imitujg role glikozaminoglikandéw regionu rozpozna-
jacego czynnik H w komorkach srédbtonka [58]. Ana-
liza ponad 7000 izolatéw klinicznych pozwolita réw-
niez na wyroéznienie ponad 860 podtypow bialka fHbp,
ktore podzielono na trzy gléwne warianty. Indukowane
przeciwciala skutecznie rozpoznawaly inne podtypy
fHbp tylko w obrebie danego wariantu [3]. Badania
te potwierdzily wiec koniecznos¢ wykorzystania wig-
cej niz jednego wariantu bialka fHbp w szczepionce
przeciw MenB, co zastosowano przy konstrukeji szcze-
pionki Trumenba® [16].

NHBA jest lipoproteing o masie ok. 50,5 kDa. Dzigki
obecnosci regionu bogatego w argining biatko jest
w stanie in vitro wigza¢ heparyne, ktora u ludzi jest
czynnikiem zapobiegajacym krzepnieciu krwi. Biatko
etni réwniez role w adhezji do komorek gospodarza,
a jego ekspresja jest §cisle skorelowana z przezywal-
no$cig bakterii [59].

NadA to natomiast biatko o masie 34 kDa. Wystepuje
tylko u ok. 30% izolatéw, najczesciej u hiperwirulent-
nych szczepdéw N. meningitidis. Uczestniczy w adhezji
i infekcji komorek srodbtonka oraz indukuje powstawa-
nie przeciwcial o silnych wlasciwosciach bakteriobdj-
czych [28]. Poziom ekspresji NadA r6zni si¢ pomiedzy
szczepami i jest kontrolowany przez regulator NadR,
ktéry pelni role represora transkrypcji. W warunkach
hodowli in vitro, ekspresja genu nadA zachodzi na
niskim poziomie, co bylo przyczyna niedoszacowania
potencjalnej roli antygenu w konstrukeji szczepionki.
Zaobserwowano jednak znaczny wzrost ekspresji biatka
in vivo. Zdolno$¢ wigzania NadR do sekwencji pro-
motorowej genu nadA jest modulowana przez 4-HPA
(4-hydroxyphenylacetic acid), zwiazek produkowany
przy stanach zapalnych i obecny w §linie [15].

W celu zwiekszenia skuteczno$ci szczepionki oraz
zakresu indukowanej ochrony, przeprowadzono fuzje
ww. bialek z innymi antygenami, wybranymi na pod-
stawie zdolnos$ci do indukowania produkcji przeciwciat
w modelach zwierzecych. Zaprojektowano i przeanali-
zowano ponad 30 fuzji. Fuzja biatek fHbp z GNA2091
oraz NHBA z GNA1030 zwigkszata aktywno$¢ bak-
teriobojcza indukowanych przez nie przeciwcial. Nato-
miast NadA po polaczeniu z innym biatkiem tracil swojg
skutecznos¢, co prawdopodobnie wynikalo ze zmian
w jego strukturze trzeciorzedowej, w zwigzku z czym
zrezygnowano z jego dodatkowej modyfikacji [34].

Szczepionka rMenB zawiera zatem zmodyfiko-
wane biatka fHbp i NHBA oraz pojedynczy antygen
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NadA. Szczepionka indukuje powstawanie przeciwcial
wykazujacych dzialanie bakteriobojcze w stosunku do
78% badanych izolatéw N. meningitidis. W celu zwigk-
szenia skutecznosci szczepionki wiaczono do niej
réwniez PorA, czyli poznany wczesniej antygen eks-
ponowany w OMYV bakterii [34]. Szczepionka znana
wczesniej jako 4CMenB zostala zarejestrowana pod
nazwg Bexsero® przez Novartis Vaccines, a w styczniu
2013 roku Komisja Europejska zatwierdzita mozliwo$¢
stosowania szczepionki od drugiego miesigca zycia.

4. Odwrotna wakcynologia pangenomowa

Wigkszos¢ gatunkow mikroorganizmoéw charakte-
ryzuje duza zmienno$¢, wynikajaca m.in. z naptywu
nowych gendw przez transfer horyzontalny lub pow-
stawanie nowych wariantéw gendéw przez mutacje.
Stalo si¢ jasne, ze informacja genetyczna pochodzaca
od pojedynczych izolatéw patogendw jest niewystar-
czajaca, by na jej podstawie zaproponowaé nowe
antygeny do wykorzystania w szczepionkach. Istniata
potrzeba przeprowadzenia globalnych analiz poréw-
nawczych, ktore pozwolilyby na wskazanie tych anty-
genow, ktore wystepuja u wigkszosci opisanych szcze-
pow. Zaproponowany w 2005 roku termin “pangenom”
obejmuje sumaryczng pule genéw wystepujacych
u reprezentantéw danego gatunku [41, 66]. Wyrdznie-
nie w jego obrebie genow rdzeniowych (core), obec-
nych w kazdym z analizowanych genomoéw, pozwolilo
na uwzglednienie konserwacji oraz rozpowszechnienia
antygendw jako waznych parametrow przy projekto-
waniu nowych szczepionek.

Narzedzia bioinformatyczne w ciagu ostatniej
dekady staly si¢ podstawowymi $rodkami do poszuki-
wania nowych celéw molekularnych lekéw lub kandy-
datéw na szczepionki. Opracowany w 2019 roku PanRV
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jest pierwszym narzedziem umozliwiajacym poszu-
kiwanie antygenow in silico w kontekscie petnego pan-
genomu danego gatunku patogenu, w ktdrym cztery
funkcjonalne moduly Iacza si¢ w integralng calos¢.
PanRV skiada si¢ z moduléw: i) PGM (pangenome esti-
mation module), ii) RVM (reverse vaccinology module),
iii) FAM (functional annotation module), iv) ARM
(antibiotic resistance association module) [45].

Modut PGM odpowiada za przeprowadzenie ana-
lizy pangenomu na podstawie zadanych sekwencji.
Umozliwia przeprowadzenie analizy tysiecy sekwencji
genomowych przy uzyciu jednego narzedzia. Efektem
analizy jest podziat zidentyfikowanych genéw na grupy
zgodnie z ich cze¢sto$cia wystepowania wérod izolatow.
Najwazniejsza funkcje pelni modul RVM, ktéry sto-
sujac kolejne filtry ostatecznie typuje odpowiednich
kandydatow do dalszej analizy. Funkcje stosowanych
filtrow opisano w Tabeli 1.

Modut FAM programu PanRV odpowiada za funk-
cjonalng adnotacje analizowanych genéw. Pozwala na
opisanie biologicznej i molekularnej funkeji biatek oraz
oszacowanie ich znaczenia dla komdrki bakteryjnej. Na
podstawie sekwencji biatka w formacie FASTA przepro-
wadzany jest BLAST [1] w odniesieniu do baz UniProt
[2] oraz COG [65]. Ostatnim z moduléw jest ARM,
ktérego zadaniem jest sprawdzenie powigzan wytypo-
wanych biatek ze znanymi mechanizmami antybiotyko-
opornosci na podstawie bazy danych CARD (antibiotic
resistance database) [37]. Ten krok pozwala na wyty-
powanie antygendw charakterystycznych dla opornych
na antybiotyki szczepéw patogenu, m.in. wieloopor-
nych szczepéw MDR [45].

W celu przeprowadzenia testu wyzej opisanej pro-
cedury analizowano genomy 301 szczepéw Staphylo-
coccus aureus, bakterii odpowiedzialnej za przypadki
sepsy oraz ostrego uszkodzenia ptuc (ALI - acute lung
injury), ktére cechuje si¢ $miertelnoscig na poziomie

Tabela I
Funkgje filtréw wchodzacych w sktad modutu odwrotnej wakcynologii programu PanRV [45]

Lp. Kryterium dziatania filtra

Opis

1. |Lokalizacja bialka

Selekcja biatek zwigzanych z bona, peryplazmatycznych oraz ulegajacych sekrecji

2. |Niezbednos¢ biatka

Selekgja biatek kluczowych dla utrzymania Zywotnosci bakterii na podstawie bazy DEG [32]

3. |Rola w wirulencji
oraz MvirDB [30, 76]

Selekcja biatek zaangazowanych w procesy infekeji i patogenezy na podstawie baz VFdb

4. |Homologia do biatek gospodarza
i nie patogennych bakterii

mikrobioty jelitowej po zaszczepieniu

Selekcja biatek nie wykazujacych homologii do zadnych bialek wystepujacych naturalnie
u czlowieka lub jego mikrobioty w celu uniknigcia reakcji autoimmunologicznej

5. |Domeny transblonowe biatka
oczyszczania biatka

Selekcja biatek posiadajacych mniej niz dwie domeny transbfonowe ze wzgledu na trudnos¢

6. |Masa molekularna biatka

Selekcja biatek o masie ponizej 110 kDa ze wzgledu na tatwos¢ ich oczyszczania i manipulacji
w trakcie konstruowania szczepionki

7. |Obecnos¢ epitopow
oraz MHCII

Przewidywanie wigzania do receptoréw limfocytéw B oraz do zespotéw biatek MHC I
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40% [74]. W wyniku analizy przeprowadzonej przez
modut PGM, sposérdd puli 11384 gendw tworzacych
pangenom wytypowano 1524 geny rdzeniowe (13%)
obecne u wszystkich szczepdw. Zastosowanie modutu
RVM pozwolilo wskaza¢ wéréd nich 7 potencjalnych
kandydatow na szczepionke oraz oszacowac ich powi-
nowactwo do receptoréw limfocytéw T oraz B. Dalsze
analizy wykazaly istotng role kazdego z bialek w prze-
zywalno$ci i patogennosci bakterii. Zastosowanie ana-
lizy pangenomu patogenu i pofaczenie jej z technikami
odwrotnej wakcynologii pozwolito na znaczne skréce-
nie czasu prowadzonych badan i wytypowanie antyge-
néw konserwowanych w obrebie gatunku [45].

Kolejnym przykladem zastosowania genomiki
poréwnawczej we wspolczesnej nauce sg badania nad
Mycoplasma pneumoniae. Ta beztlenowa bakteria jest
jedng z najczestszych przyczyn infekeji gornych i dol-
nych drég oddechowych oraz stanéw zapalnych pluc,
ktore rozwijaja si¢ u 10-40% zakazonych pacjentow
[69]. Ze wzgledu na niezdolnos¢ bakterii do syntezy
peptydoglikanu, jest naturalnie oporna na antybiotyki
B-laktamowe. Z powodu tych wlasciwosci M. pneumo-
niae stanowi duze zagrozenie w kontekscie szerzacej
sie wérdd szczepow patogennych opornosci na kolejne
grupy antybiotykéw. Wobec tego, gléwnym zada-
niem jest identyfikacja nowych celéw molekularnych
dla lekdw oraz odnalezienie antygenéw mozliwych
do wykorzystania przy konstrukcji szczepionki [71].
Do poréwnawczej analizy genomowej wykorzystano
88 kompletnych sekwencji genomowych M. pneumo-
niae dostepnych w bazie GenBank. Do analizy plikéw
w formacie FASTA wykorzystano narzedzie OrthoFin-
der. Dzialanie programu opiera si¢ o algorytmy BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) oraz MCL (Markov
Cluster Algorithm), co pozwala na odnalezienie regio-
néw homologicznych oraz wygenerowanie ,rodzin”
bialek na podstawie ich sekwencji [14]. Nastgpnie
zidentyfikowane geny podzielono na trzy grupy: i) geny
»rdzeniowe” obecne u wszystkich szczepdw, ii) geny
obecne u czesci ze szczepdw, iii) geny wystepujace
u tylko jednego szczepu bakterii. Za pomocg progra-
mu BLASTp przyréwnano sekwencje aminokwasowe
kodowane przez odnalezione geny patogenu do pro-
teomu czlowieka w celu wytypowania tych biatek bakte-
ryjnych, ktore nie wykazuja homologii wobec zadnego
z biatek czlowieka. Ten krok umozliwit wyeliminowanie
tych antygendw, ktore moglyby wywotaé reakeje auto-
immunologiczng lub nie spowodowa¢ zadnej odpowie-
dzi ukladu odpornosciowego [71].

Baze DEG (Database of Essential Genes) wykorzy-
stano do zweryfikowania roli odnalezionych biatek. Do
dalszej analizy wybrano biatka, ktére uznano za nie-
zbedne lub kluczowe w rozwoju i wirulencji bakterii.
Lokalizacje komodrkowa biatek oszacowano przy uzyciu
narzedzia SurfG+, a biatka zidentyfikowane jako ekspo-
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nowane na powierzchni komorki lub ulegajace sekrecji
wykorzystano w dalszej pracy zgodnie z zalozeniami
odwrotnej wakcynologii [71].

Poréwnawcze analizy genomowe odgrywaja szcze-
golng role przy konstrukeji szczepionek skierowanych
przeciwko tym bakteriom, ktérych tylko niektdre
odmiany s3 patogenne. Przyktadem jest Escherichia
coli, ktorej niepatogenne warianty sa obecne w mikro-
biocie jelit ponad 90% populacji [33]. Wsrod szcze-
pow E. coli powodujacych infekcje wyrézniono m.in.
EPEC (enteropathogenic E. coli), STEC (Shiga-toxin
producing E. coli), EHEC (enterohaemorrhagic E. coli)
czy UPEC (uropathogenic E. coli). Odnalezienie anty-
genéw obecnych wylacznie u patogennych szczepow
E. coli jest koniecznym krokiem w konstrukeji szczepio-
nek. Przykltadem odnalezionego antygenu jest FimH,
adhezyna charakterystyczna dla uropatogennych szcze-
pow E. coli [46].

5. Odwrotna wakcynologia 2.0

Kolejnym krokiem w rozwoju odwrotnej wakcy-
nologii stalo si¢ projektowanie antygenéw na podsta-
wie izolowanych przeciwcial monoklonalnych. Byt on
mozliwy dzigki osiggnieciom technicznym ostatniej
dekady. Po pierwsze, udoskonalono metody klonowa-
nia ludzkich limfocytéw B oraz ich wykorzystania do
produkcji rekombinowanych przeciwcial monoklonal-
nych lub samych fragmentéw Fab zdolnych do wigzania
antygendw [26, 63, 75]. Pozwolilo to na opracowanie
skuteczniejszych metod szacowania odpowiedzi ukladu
immunologicznego po kontakcie z dowolnym anty-
genem w trakcie infekeji lub po uzyciu szczepionki. Po
drugie, techniki mapowania epitopéw konformacyj-
nych, poprzez analizy struktury 3D fragmentéw Fab
polaczonych w kompleksy z ich antygenami, s3 w stanie
opisac je z atomowg dokladnoscig. Wykorzystanie tych
danych pozwala na projektowanie nowych immunoge-
néw majacych wywolaé bardzo precyzyjng odpowiedz
immunologiczng celujaca w wybrane epitopy [55].
Ryc. 3. przedstawia najwazniejsze etapy projektowania
nowego antygenu szczepionkowego z wykorzystaniem
odwrotnej wakcynologii 2.0.

Szczegolnie obiecujace wyniki odwrotnej wakcy-
nologii 2.0 uzyskano jak dotad w przypadku choréb
wirusowych. Strategia ta zostala wykorzystana m.in.
do opracowania szczepionki przeciwko syncytialnemu
wirusowi oddechowemu (RSV). Infekcje wywolane
przez RSV mogg prowadzi¢ u dzieci ponizej piatego
roku zycia do cigzkich zaburzen oddychania [7]. Wirus
ten jest glowng przyczyna hospitalizacji w tej grupie
wiekowej, powoduje tez znaczng $miertelnos¢ u oséb
starszych w skali podobnej do grypy sezonowej. RSV
skutecznie unika mechanizméw odpornosci. Tak na
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Ryc. 3. Schemat projektowania szczepionki w odwrotnej wakcynologii 2.0

Limfocyty B lub plazmablasty wyizolowane z krwi chorego pacjenta stanowig zrédlo przeciwcial powstatych w odpowiedzi na kontakt z anty-
genem. Nastepnym krokiem jest selekcja puli przeciwcial poprzez analize ich reaktywnosci i funkcjonalnosci. Uzyskane sekwencje genow
Ig odpowiadajacych wytypowanym przeciwcialom moga by¢ wykorzystane do produkcji rekombinowanych przeciwcial w odpowiednim
systemie. Charakterystyka struktury przeciwciata zwiazanego z antygenem pozwala na dokladne zdefiniowanie konkretnego epitopu. Jezeli
sekwencja kodujaca dane biatko jest konserwowana w populacji patogenu, proteina moze by¢ testowana jako nowy antygen lub wykorzy-
stana jako zrddlo epitopu przy syntezie antygenu de novo. Nowy immunogen jest projektowany tak, by zweryfikowany epitop byt w nim
wyraznie prezentowany. Po ustaleniu sposobu dostarczenia immunogenu, mozliwe jest rozpoczecie testow klinicznych. Na podstawie [5].

przyklad niestrukturalne biatka 1 i 2 hamuja funkcje
efektorowe interferonu typu I, za$ glikoproteina G
dziala immunomodulujgco i moze wptywac na szlaki
sygnalowe w komorkach prezentujacych antygen [10,
35]. Ponadto infekcja i uwalnianie wirionéw na wierz-
cholkowej powierzchni spolaryzowanego nabtonka
drog oddechowych sa wzglednie izolowane od ogol-
noustrojowych odpowiedzi uktadu odpornosciowego.

Szczepionka opracowana w latach 60. XX wieku
opierajaca si¢ na inaktywowanym wirusie nasilata prze-
bieg zakazenia RSV po naturalnym zachorowaniu, co
spowodowalo zaprzestanie jej stosowania [60]. Badania
in vitro wskazywaly, ze przeciwciala skierowane przeciw
glikoproteinie F skutecznie neutralizuja wirusa, ale jed-
noczesnie immunizacja zwierzat doswiadczalnych nie
prowadzila do uzyskania wysokiego poziomu przeciw-
cial majacych te zdolnos¢. Z pomoca przyszla odwrotna
wakcynologia 2.0. Ludzkie limfocyty B po wyizolowa-
niu bezposrednio od ozdrowiencéw postuzyly jako
zrodlo przeciwcial monoklonalnych (humAbs). Spo-
$réd wszystkich przeciwcial przebadanych pod katem
neutralizacji RSV in vitro, humAb o nazwie D25 bylo
najsilniejsze, 100-150 razy silniejsze niz licencjono-
wany paliwizumab, jedyne przeciwcialo monoklonalne
zatwierdzone przez FDA do stosowania w leczeniu RSV
u niemowlat [17, 39, 67]. Potwierdzilo to zasadnos¢ sto-
sowania powierzchniowej glikoproteiny F w charakte-
rze antygenu szczepionkowego, ale dopiero rozwiazanie

struktury krystalicznej tego biatka w peini wyttuma-
czylo uzyskiwane wczesniej wyniki. Bialko F wyste-
puje w dwoch stanach konformacyjnych: pre-F (przed
tuzja) i post-F (po fuzji). Okazalo sie, ze tylko wtedy,
gdy glikoproteina F wystepuje w konformacji pre-F, na
powierzchni jej struktury dostepne sa wysoce wraz-
liwe na neutralizacje epitopy (miejsca oznaczone jako
@, 111 V) rozpoznawane m.in. przez przeciwciato D25.
Samoistna zmiana konformacji na post-F powoduje, ze
przeciwcialo D25 nie jest zdolne do wigzania sie z bial-
kiem F. Stwierdzono réwniez, ze chociaz przeciwciata
(np. palivizumab) skierowane przeciwko miejscom
antygenowym II i IV, ktore sg obecne na powierzchni
zaréwno konformacji pre-F, jak i post-E moga osiagnac¢
wysoka site dziatania, wigkszo$¢ z nich ma umiarko-
wang aktywnos¢ [29, 40].

Glikoproteina F ustabilizowana w konformacji
przedfuzyjnej weszla w sklad preparatu (DS-Cavl),
ktory po pozytywnych wynikach uzyskanych na réz-
nych modelach zwierzecych (myszy, makaki), aktualnie
przechodzi badania kliniczne I fazy [38, 44].

Powyzsza strategia polegajaca na wyborze ,,miej-
sca wrazliwego na neutralizacj¢” moze mie¢ réwniez
zastosowanie w przypadku opracowania szczepionek
przeciwko innym wirusom (np. HIV), cho¢ jej powo-
dzenie zalezy m. in. od poziomu aktywnosci neutrali-
zujacej wymaganego do uzyskania ochrony jak réwniez
zmiennosci wiruséw. Badania te podkreslaja rowniez,
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jak istotne jest opisanie mechanizmu naturalnej odpo-
wiedzi ukladu odpornosciowego czlowieka na infekcje.

Powstanie odwrotnej wakcynologii 2.0 umozli-
wito dalszy rozwdj badan nad szczepionka przeciw
N. meningitidis ser. B i odnalezienie nowych antygendw
tej bakterii. Od siedmiomiesi¢cznego dziecka chorego
na IMD (invasive meningococca disease) pobrano krew
i opisang metodg otrzymano osiem réznych przeciwcial
monoklonalnych. Trzy z nich charakteryzowalo dziata-
nie bakteriobojcze przeciw szczepom MenB zalezne od
elementow ukladu dopelniacza, ktére jednak nie roz-
poznawaly antygendw odnalezionych w trakcie analizy
genomu bakterii in silico [4].

Odwrotng wakcynologie 2.0 wykorzystano roéwniez
do identyfikacji funkcjonalnych mAb przeciwko Sta-
phylococcus aureus indukowanych podczas bakteriemii.
Cztery z dziesieciu odnalezionych mAb, wzmocnily
immunofagocytoze szczepu referencyjnego S. aureus.
Jednak tylko trzy z nich rozpoznawaty znane wczesniej
antygeny [31].

Inny przyklad stanowi Streptococcus pneumoniae,
ktorego wysoka zmienno$¢ utrudnia zaprojektowanie
szczepionki skutecznej przeciw wiekszosci wariantow
obecnych w populacji. W 2021 roku wyizolowano prze-
ciwciala monoklonalne P13-D9K oraz E12K, ktérych
skuteczno$¢ nastepnie przetestowano przeciw 25 szcze-
pom pneumokokéw. Wykazano 92% reaktywno$¢ obu
przeciwcial wobec testowanych serotypéw, co suge-
rowalo, ze rozpoznajg one wysoce konserwowane epi-
topy. Analiza Western-blot wykazala, Ze oba typy prze-
ciwcial rozpoznaja biatko o wielkosci okoto 63 kDa,
ktore nie zostalo jeszcze dokladnie opisane — wykazano
natomiast bakteriobojcze wilasciwosci przeciwcial in
vitro oraz in vivo [62].

6. Wyzwania stojace przed wakcynologia

Jedna z najwiekszych przeszkdd przy projektowaniu
nowych szczepionek podjednostkowych jest wysoka
zmiennos$¢ antygenéw. Elementy ukfadu odporno-
$ciowego rozpoznajg te epitopy, ktore sg w jaki$ spo-
sOb eksponowane na powierzchni antygenu - zatem
powstawanie nowych wariantéw antygendw jest
konsekwencjg “wyscigu zbrojen” miedzy patogenami
a ukladem immunologicznym. Moze si¢ to wigzac
z wystepowaniem wielu odmian mikroorganizméw
patogennych lub czestymi mutacjami powodujacymi
rozpowszechnienie nowego wariantu antygenu w calej
populacji, jak to si¢ dzieje w przypadku wirusa grypy
[23]. By¢ moze rozwigzanie tej sytuacji przyniesie wlas-
nie odwrotna wakcynologia 2.0. Strategie te wykorzy-
stano do opracowania immunogenu, ktérego celem
jest indukcja ochrony przed zakazeniem wirusem HIV.
W 2013 roku opisano historie pacjenta, u ktérego
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wyksztalcila si¢ bardzo skuteczna reakcja ukladu od-
pornosciowego — po ok. 3 latach od infekcji zidentyfi-
kowano przeciwciala szeroko neutralizujgce (broadly
neutralizing antibodies, bnAb) rozpoznajace powierzch-
niowe bialko gp120 wirusa HIV [27, 77]. Badanie
repertuaru komorek B izolowanych od 0séb zainfeko-
wanych HIV umozliwito wyodrebnienie kilku szeroko
neutralizujgcych przeciwcial, ktére powstaja w wyniku
naturalnej infekcji, m.in. przeciwcial klasy VRCO1 [73].
Charakteryzujg si¢ one wysokim stopniem hipermu-
tacji somatycznej w stosunku do linii zarodkowej, co
sugeruje, ze ich rozwoj wymaga dlugotrwatej ekspozy-
cji na antygen. Informacje o strukturze wykazujacego
ogromng zmienno$¢ biatka gp120 oraz jego interak-
cjach z wyizolowanymi bnAb zostaly wykorzystane do
identyfikacji jego konserwowanych epitopdw. Zapro-
jektowano immunogen eOD-GTS, ktéry ma za zada-
nie aktywowa¢ prekursorowe komorki B linii zarodko-
wej. Dzieki zastosowaniu odwrotnej wakcynologii 2.0
jesteSmy wiec w stanie zidentyfikowa¢ konkretne epi-
topy wigzace przeciwciala, co w sytuacji, ogromnej nie-
kiedy, zmiennoéci strukturalnej antygenéw pozwoli na
konstrukcje preparatéw o wiekszym potencjale immu-
nogennym [6, 20].

Rozwijanie i stosowanie nowych strategii projek-
towania antygendw szczepionkowych jest nieroze-
rwalnie zwigzane z poznaniem mechanizméw odpo-
wiedzi swoistej (nabytej), ktora wiaze si¢ z produkcja
specyficznych przeciwcial w odpowiedzi na kontakt
z antygenem. Niedawne wyniki badan wskazuja jed-
nak na istnienie zjawiska “wytrenowanej odpornosci
nieswoistej” (trained innate immunity), ktorego efek-
tem jest wzmocnienie niespecyficznej odpowiedzi
immunologicznej przy wtérnym zakazeniu — doktadny
mechanizm molekularny tego procesu nie zostal jeszcze
dokladnie poznany. Kolejne wyzwania dotycza m.in.:
(a) odnalezienia nowych adiuwantéw w celu zwigk-
szenia potencjalu immunogennego szczepionek, [47,
53], (b) opracowania wektoréw dla szczepionek podjed-
nostkowych [11], (c) stworzenia szczepionek przeciw
bakteriom patogennym, wérdd ktérych rozprzestrze-
niajg sie mechanizmy opornosci na antybiotyki [22, 24],
(d) poznania molekularnych podstaw réznic w skutecz-
nosci szczepien w populacji [48, 50, 51] oraz (e) zni-
welowanie wystepowania niepozadanych odczynéw
poszczepiennych [52, 72].

Poziom zaufania spolecznego do szczepionek jest
réwnie istotny, co postepy w dziedzinach wakcyno-
logii, immunologii i genomiki. Brak pewnosci co do
bezpieczenstwa dostepnych preparatéw i obawa przed
wystgpieniem powaznych skutkéw ubocznych to
jedna z najwazniejszych przyczyn zaniechania szcze-
pien ochronnych (vaccine hesitancy). Zwiekszenie
liczby kontroli i testdéw nie ma przelozenia na wzrost
bezpieczenstwa lekow, zatem ich jako$¢ musi zostaé
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zaprojektowana. Podejscie to, nazwane Quality by
Design (QbD), moze by¢ wykorzystane rowniez przy
projektowaniu szczepionek nowej generacji. Opraco-
wanie protokoléw postepowania zawierajacych mini-
malng ilo§¢ zmiennych przyczyni sie do zmniejszenia
liczby nieprzewidzianych skutkow szczepienia. Szcze-
gbélng uwage zwraca si¢ na szczepionki zawierajace
kwasy nukleinowe, poniewaz w ich przypadku jedyna
istotng zmienna jest sekwencja DNA lub mRNA wyko-
rzystywanego w preparacie. Rola odwrotnej wakcynolo-
gii jest wskazanie kandydatéw na antygeny szczepion-
kowe na podstawie analiz genomowych, natomiast
zastosowanie schematéw dzialania z uwzglednieniem
QbD moze umozliwi¢ szybkie przejscie do fazy testow
klinicznych. Pierwszy z takich schematdw zostal opra-
cowany na podstawie badan zwigzanych z epidemia
COVID-19 i zaproponowany w kwietniu 2021 roku
[70]. Odpowiednia komunikacja osiaggnig¢ wspodtcze-
snej wakcynologii dzigki wspdtpracy naukowcow, spe-
cjalistow zdrowia publicznego i dziennikarzy nauko-
wych jest warunkiem koniecznym, by odbudowaé
zaufanie spoleczne do obowigzkowych i dobrowolnych
szczepien ochronnych.
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Streszczenie: W pracy przedstawiono nowe dane wskazujace na sktad mikrobiomu przewodu pokarmowego czlowieka, skladajacy sie
z bakterii, archeondw, wiruséw (w tym bakteriofagoéw), a takze organizméw eukariotycznych i heterotroficznych jakimi sa grzyby
- ktérych bytowanie w przewodzie pokarmowym okreélane jest mianem mykobiomu. Przew6d pokarmowy czlowieka podzielony na
jame ustng, gardlo, przelyk, zoladek, jelito cienkie i grube, zasiedlany wyzej wymienionymi drobnoustrojami, tworzy swoisty jako$ciowo-
-ilo$ciowy, bogaty i zréznicowany swoisty ekosystem. Dzigki stosowaniu metod bioinformatycznych, molekularnych oraz dzigki sekwen-
cjonowaniu metagenomowemu jest on nadal poznawany, a dzieki tym metodom mozliwe jest jego lepsze poznanie. W niniejszej pracy
scharakteryzowano grupy systematyczne bakterii, archeonéw, wirusoéw i grzybow wystepujace w poszczegdlnych odcinkach przewodu
pokarmowego i wskazano takze na enterotypy jelita grubego. Analizujac wymienione grupy mikroorganizméw w poszczegdlnych odcin-
kach przewodu pokarmowego czlowieka, nalezy zauwazy¢, ze odcinek jelita grubego i jamy ustnej jest ,wyposazony” w najbardziej bogaty
mikrobiom, natomiast gardfo i przetyk posiada najmniejszg liczbe drobnoustrojéw wchodzacych w sktad mikrobiomu. Wérdéd catosci
mikrobiomu przewodu pokarmowego cztowieka najliczniejsza grupe stanowig bakterie usytuowane w jamie ustnej i jelicie cienkim, zas
najbardziej ograniczong grupe bakterii rejestruje sie w gardle i przetyku. Archeony natomiast zostaty opisane najliczniej w jelicie grubym
i jamie ustnej, a nie zostaly stwierdzone w gardle i jelicie cienkim. Wymieniane w odcinkach przewodu pokarmowego wirusy, najliczniej
wystepowaly w jelicie grubym i jamie ustnej, natomiast nie stwierdzono ich w zotadku. Wystepujace w mikrobiomie grzyby, najobficiej
stwierdzane byly w jelicie grubym i Zotadku, a w najmniejszej ilosci w gardle i jelicie cienkim.

1. Wstep. 2. Elementy sktadowe mikrobiomu przewodu pokarmowego czlowieka. 3. Mikroorganizmy przewodu pokarmowego czlowieka.
3.1. Bakterie, archeony, wirusy i grzyby wystepujace w jamie ustnej. 3.2. Bakterie, wirusy i grzyby wystepujace w gardle. 3.3. Bakterie,
archeony, wirusy i grzyby wystepujace w przetyku. 3.4. Bakterie, archeony i grzyby wystepujace w zoladku. 3.5. Bakterie, wirusy i grzyby
wystepujace w jelicie cienkim. 3.6. Bakterie, archeony, wirusy i grzyby wystepujace w jelicie grubym. 4. Podsumowanie

THE HUMAN GASTROINTESTINAL TRACT MICROBIOME - SELECTED DATA

Abstract: The paper presents new data indicating the composition of the human gastrointestinal microbiome, consisting of bacteria,
archaea, viruses (including bacteriophages), as well as eukaryotic and heterotrophic organisms such as fungi - the existence of which in
the gastrointestinal tract is referred to as the mycobiome. The human digestive tract, divided into the oral cavity, pharynx, esophagus,
stomach, and small and large intestine, inhabited by the microorganisms mentioned above, forms a specific qualitative and quantitative,
rich and diverse specific ecosystem. Thanks to the use of bioinformatic and molecular methods, including metagenomic sequencing, it
is still being discovered. In this review, systematic groups of bacteria, archaea, viruses, and fungi occurring in individual sections of the
gastrointestinal tract are presented, and enterotypes of the large intestine are indicated. Considering the amounts of the above-mentioned
groups of microorganisms in individual sections of the gastrointestinal tract of the human, the environment of the large intestine and oral
cavity are the richest parts of the microbiome, while the throat and esophagus are the poorest. Among the microbiome of the digestive
tract of the human, the most numerous group are bacteria located in the mouth and small intestine, while the the most limited group
of bacteria is registered in the pharynx and esophagus. Archaea, on the other hand, have been described most frequently in the large
intestine and stomach, and were not found in the throat and small intestine. Most viruses in the gastrointestinal tract were found in
the large intestine and the oral cavity, while they were absent in the stomach. The fungi found in the microbiome were most abundant in the
large intestine and stomach, and the smallest amount in the throat and small intestine.
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1. Wstep

Wipotczesny czlowiek na kazdym kroku styka sie
z mikroskopijnymi zarazkami, ktére czesto postrzegane
sg jako nasi ,wrogowie”, kojarzac je gtéwnie z mikroor-
ganizmami o wlasciwo$ciach patogennych. Lata badan
nad nimi prowadzone przez mikrobiologéw przyczynily
sie do opracowania zabiegow profilaktycznych w postaci
szczepionek zabezpieczajacych przed zainfekowaniem
sie nimi. Jednym z wielkich naukowcéw — mikrobiolo-
gow byl Ludwik Pasteur, ktory opracowal szczepionke
przeciw takim chorobom bakteryjnym jak waglik, paste-
reloza drobiu, rézyca $win, a przede wszystkim przeciw
chorobie wirusowej, $miertelnej dla czlowieka, jaka
jest wscieklizna. W dzisiejszej dobie oprdcz juz wielu
opracowanych szczepionek, mozemy siega¢ po che-
mioterapeutyki i antybiotyki w celu likwidacji mikro-
organizméw stanowigcych grupe tzw.: ,wrogéw”. Nie-
rzadko jednak czynimy tym sposobem wiecej szkody,
niz pozytku, gdyz ich eradykacja powoduje szkodliwe
skutki wobec ludzkiego organizmu, bo wsrod nich sa
mikroorganizmy egzystujace w symbiozie z organizmem
czlowieka [1, 29, 71]. Wynika i wiaze si¢ to z faktem, ze
wiele spoteczno$ci mikroorganizméw od zarania dzie-
jow to nasi ,,sojusznicy’, odpowiedzialni za niezliczona
ilo$¢ interakeji, zaréwno pomiedzy ludzkim organiz-
mem jak i pomiedzy sobg, przez co tworzg one “tarcz¢”
ochronng, w powigzaniu z uktadem immunologicznym
makroorganizmu [17, 79, 94]. Takze ich wzajemne
oddzialywania w tym na makroorganizm, ukladajg sie
w dos¢ zawila “mape¢’, co powoduje, ze mikroorganizmy
oraz balans w proporcjach ich populacji, w sposob bar-
dzo istotny wplywa na zachowanie homeostazy, w tym
status odpornosciowy organizmu [17, 41, 79, 87, 94].
Wykazano takze, ze oddzialywanie mikroorganizméw,
warunkuje wiele stanéw patologicznych m.in. choroby
o podlozu immunologicznym, choroby metaboliczne,
a nawet nowotworowe [1, 23, 40, 44, 71,79, 92, 94, 102].
Stany te warunkowane sg i tym, ze wiecej niz potowe
komoérek w organizmie czlowieka stanowia mikro-
organizmy przekraczajace liczbe 100 trylionéw, z czego
wigkszo$¢ kolonizuje przewdd pokarmowy w postaci
mikroorganizméw symbiotycznych i komensalnych
[71, 102]. Wlasnie bakterie symbiotyczne i komensalne
zapewniajg “ochrone” cztowieka przed bakteriami cho-
robotworczymi, stad niszczenie ich stosujac chocby che-
mioterapeutyki, powoduje wyjatowienie organizmu, co
prowadzi do zachwiania w ich réwnowadze i dysbioze
[44]. Charakteryzujac sklad mikrobiomu nalezy dodag,
ze sklada sie on nie tylko ze ,,spotecznosci” mikroorga-
nizmoéw symbiotycznych i komensalnych, ale takze cho-
robotworczych [66, 102]. Taki uktad ekologiczny mikro-
biomu u ssakéw, w tym ludzi, jest bardzo dynamiczny,
bo zmienia si¢ w zaleznoéci od miejsca i trybu zycia
makroorganizmu, predyspozycji genetycznych, wieku,
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plci oraz diety, wliczajac takze stosowanie prebiotykéow,
probiotykéw i ksenobiotykéw [102, 114, 120]. Stad
przyjmuje sie, ze ssaki, w tym czlowiek, wraz ze swoim
mikrobiomem tworzg “superorganizm” [93].

2. Elementy skladowe mikrobiomu
przewodu pokarmowego czlowieka

Przewdd pokarmowy czlowieka, ktéry osiaga dlu-
go$¢ nawet do 7,6 metra , stanowi “‘dom” dla wielu
roznorodnych mikroorganizméw [48]. Mikrobiom
przewodu pokarmowego cztowieka, tworzg bakterie,
archeony, wirusy i grzyby, tworzace swoiste konsorcjum
oddzialywujace wzajemnie na siebie, a ktére mozna
przyrowna¢ do “lasu deszczowego” [10, 102]. Dzieli
sie on na mikrobiom rdzeniowy - staly i mikrobiom
zmienny [110]. Mikrobiom rdzeniowy tworza domi-
nujace gatunki mikroorganizméw, ktére znajduja sie
w réznych czesciach zdrowego organizmu, uniwersalne
dla wiekszo$ci populacji ludzkiej, natomiast mikrobiom
zmienny bedac specyficzny dla danej osoby, ewoluuje
w odpowiedzi m.in. na styl Zycia, miejsce zamieszkania
czy jej diete [110]. Efektem tego wystepujace w mikro-
biomie rodzaje, gatunki i szczepy bakterii, archeonéw,
wirusow i grzybow, sa specyficzne, odmienne i wyjat-
kowe dla danego osobnika, co mozna poréwnaé do
“odcisku palca” [28]. To konsorcjum mikroorganizméw
w przewodzie pokarmowym pelni wiele istotnych funk-
¢ji m.in. tworzy ochrone przed patogenami, syntezuje
witaminy i bierze udzial w wytwarzaniu energii, przez co
czesto okreslane jest jako “zapomniany organ” [17, 102].

Bakterie wystepujace i tworzace mikrobiom prze-
wodu pokarmowego stanowig druga po bakteriofagach
najwiekszg grupe mikroorganizmow, bo zarejestrowano
w jelitach ponad 1000 gatunkow bakterii jelitowych,
ktorych liczba weiaz rosnie [102]. Dethlefsen i wsp.[28]
przyjmuja, ze co najmniej 80% wszystkich gatunkow
bakterii w jelitach ludzkich jedynie identyfikowaé mozna
metodami genetycznymi [64, 102, 110]. Niezaleznie
od tego faktu bakterie tworzace mikrobiom przewodu
pokarmowego, zwiekszaja swojg liczbe takze poprzez
zdolno$¢ do spontanicznych mutacji i horyzontalnego
transferu gendw, przez co cechujg si¢ dynamiczng adap-
tacja do zmieniajacych si¢ warunkéw, w tym nabywa-
nia opornosci na dzialanie chemioterapeutykéw [17].
Te jednokomorkowe mikroskopijne mikroorganizmy
o tendencji do wszedobylskosci i kolonizujace niemal
kazdy zakatek naszego organizmu, a takze wiele $rodo-
wisk naszego zycia, cechujg si¢ duza réznorodnoscia,
cho¢by w zakresie wielkosci. Otéz wystepujaca w $ro-
dowisku wodnym Thiomargarita namibiensis moze
osiggna¢ 750 um i by¢ widoczna gotym okiem, za to
Francisella tularensis kolonizujaca organizm ssakow,
w tym ludzki, ma jedynie 0,2 um [104, 116, 117]. Pod
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wzgledem morfologii bakterii mozna je podzieli¢ na
formy cylindryczne, kuliste, spiralne i nietypowe, zas ze
wzgledu na metabolizm wyodrebni¢ mozna wsrdd nich,
bakterie beztlenowe i tlenowe, za$ ze wzgledu na gru-
bos¢ ich $ciany komoérkowej, bakterie Gram- i Gram+
[86]. Rozmnazanie bakterii zachodzi gtownie na dro-
dze bezplciowej i odbywa si¢ poprzez podzial komorki
bakteryjnej, z ktorej powstaja dwie identyczne komorki
potomne [59, 112]. Opisano takze u nich podzial asy-
metryczny [83], rozmnazanie przez paczkowanie [55]
oraz procesy paraplciowe — transdukcje [3, 121]. Tempo
rozmnazania ich jest bardzo duze, bo potrafig w prawie
kazdym biotypie w dynamiczny sposob dostosowywacé
swoj metabolizm do swoiscie wydajnego wykorzystania
wszystkich dostepnych skladnikow odzywczych, nawet
wbrew zmieniajacym si¢ warunkom [12].

Druga grupg mikroorganizméw tworzacych mikro-
biom przewodu pokarmowego sg archeony, ktorych
nazwa pochodzi od greckiego stowa ,,archaios” oznacza-
jacego ,,prymitywny” lub ,,starozytny” [98]. Archeony to
organizmy prokariotyczne, Zyjace w warunkach termo-
filnych, ale takze majace zdolnos¢ rozwoju i przetrwania
nawet w warunkach ekstremalnych jak np. w podwod-
nych hydrotermalnych kominy [5, 37, 48, 63, 98]. Bytuja
one w warunkach mezofilnych w organizmach ssakéw,
w tym cztowieka [5, 37, 48, 63, 98]. Archeony jako skila-
dowe mikrobiomu przewodu pokarmowego czlowieka,
badane byly w mniejszym stopniu niz bakterie. Szacuje
sie, ze w jelitach u ludzi archeony moga stanowi¢ do
21,1% wszystkich mikroorganizméw, przez co reguluja
i wplywaja na mikrobiom tego biotopu [5, 7, 58, 81].
Wigkszos$¢ z nich w ludzkim przewodzie pokarmowym
to archeony metanogenne, cechujace sie syntrofig bazu-
jaca na transporcie wodoru pomiedzy metanogennymi
archeonami, a innymi rodzajami mikroorganizmoéw
[58, 81]. Niektdre z nich metabolizujg metan i redu-
kujg tym samym poziom wodoru, co stymuluje wzrost
bakterii sacharolitycznych, cho¢ takze opisano arche-
ony uczestniczgce w metabolizmie weglowodanéw [5,
113]. Archeony moga by¢ w pewnym stopniu powig-
zane z chorobami u ludzi [37]. Ich elementy proceséw
informacyjnych, bardziej przypominajg eukariotyczne
niz bakteryjne odpowiedniki, cho¢ czasami s3 wspélne
dla domeny Eukaryota i Prokaryota [42]. Cechujg si¢
one odmienng w stosunku do bakterii budowg $ciany
komarkowej, w ktdrej brak peptydoglikanu, a ich bfona
posiada wigzania eterowe oraz wystepuja u nich specy-
ficzne enzymy i szlaki metaboliczne [33, 37, 54, 62, 81,
98]. Maja one wielko$¢ od 0,1 pm do 15um i podob-
nie jak w przypadku bakterii, mogg przybiera¢ ksztalt
kulisty, cylindryczny i spiralny, cho¢ takze rejestruje
sie ksztalty nietypowe [33, 37, 116]. Brak u nich mito-
chondriéw, aparatu Golgiego, retikulum endoplazma-
tycznego i lizosomdw, za$ obecne u nich rybosomy, sa
zblizone swoja strukturg do wystepujacych u bakterii
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[33]. Rozmnazanie u archeonéw podobnie jak u bakterii
odbywa sie droga bezplciowa przez podzial komérkowy,
badz poprzez paczkowanie [32]. Ich struktura gene-
tyczna, a takze ich szlaki transkrypcyjne i translacyjne,
sa bardziej podobne do domeny Eucaryota [5, 62].

Trzecig grupg zarazkoéw, ktdére tworzg mikrobiom
przewodu pokarmowego ssakow, w tym czlowieka
sa wirusy, ktére nie posiadaja struktury komorko-
wej z organellami i uktadem metabolicznym [13]. Ich
nazwa pochodzi od tacinskiego stowa virus oznaczaja-
cego trucizne/sluz, badz jad [39]. Wirusy s3 najliczniej-
szymi jednostkami biologicznymi na Ziemi i wszech-
obecnymi pasozytami form zycia komérkowego, w tym
w przewodzie pokarmowym [100]. Ich wielko§¢ moze
sie waha¢ od rozmiaru okoto 18-26 nm u parwowiru-
sow, do 250 nm - 2000 nm u wiruséw olbrzymich [19,
27, 62, 90]. Wirusy zbudowane s3 z kapsydu o symetrii
helikalnej lub kubicznej z zamknietym w $rodku kwa-
sem nukleinowym w postaci DNA lub RNA, bedacym
kodem genetycznym, ktory stuzy do replikacji wiruséow
[100]. Wirusy, podobnie jak bakterie, mutujg, ale takze
ewoluuja i adaptuja si¢ do ukladu odpornosciowego
gospodarza, co pozwala im kolonizowa¢ i infekowaé
wiele makroorganizméw, w tym nie tylko ssakow ale
takze roéliny, bakterie, archeony oraz wirusy olbrzymie
np. wirusy z rodziny — np. Mimiviridae, infekujace m.in.
pierwotniaki wystepujace w ludzkich jelitach [15, 19, 27,
60, 65, 100]. W tej czgsci przewodu pokarmowego czlo-
wieka (jelitach) zidentyfikowano ponad 140 000 gatun-
kow wirusow, z ktérych wiekszos¢ stanowig bakteriofagi
[13], aktorych jest co najmniej dziesieciokrotnie wiecej
niz bakterii [13, 76, 99]. Laceuit i wsp. [65] wykazali
ze w tredci jelit czlowieka bez okreslenia w ktérym
odcinku, zarejestrowano wirusy ssacze rodziny Picor-
naviridae (rodzaj Enterovirus, Parechovirus, Cardiovirus
i Salivirus), Picobirnaviridae (rodzaj Picobirnavirus),
Astroviridae (rodzaj Astrovirus), Reoviridae (rodzaj
Rotavirus), Caliciviridae (rodzaj Norovirus, Sapovirus),
Adenoviridae (rodzaj Mastadenovirus C and F i inne),
Anelloviridae (rodzaj Anellovirus), Cycloviridae (Circovi-
rus, Cyclovirus) i Parvoviridae (Bocavirus). Inne badania
[7] wykazaly w jamie ustnej, nosie, ptynie gardlowym
i $linie, Ze zawarto$¢ wirusow waha sie od 10° czastek
na gram do 10°® na mililitr i s3 to gtéwnie bakteriofagi.
W plytce nazebnej stwierdzono 10* czasteczek wiruso-
wych na miligram ptytki [68, 74, 108].

Nastepng grupe mikroorganizméw tworzacych mi-
krobiom przewodu pokarmowego czlowieka stano-
wig grzyby, ktére sa organizmami eukariotycznymi
i heterotroficznymi, a ich populacje okresla sie jako
mykobiom [86]. Cecha charakterystyczng grzybow jest
tworzenie sieci rozgatezionych kanalikowych komorek,
ktére tworzg grzybni¢ oraz wystepowanie w ich $cia-
nie komodrkowej ergosterolu jako substancji przypo-
minajgcej cholesterol bton komérkowych ssakéw oraz
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chityne (30, 78, 97). Grzyby tworzg takze mikroskopijne,
odporne na czynniki zewnetrzne, zarodniki o wielkosci
od 3 do 30 mikronéw, stuzace do ich rozprzestrzenia-
nia i pelnigce role propaguli, cechujace si¢ duza roz-
norodnoscig ksztaltéw oraz pigmentacja [30, 78, 97].
Rozmnazanie grzybéw moze by¢ bezplciowe i zachodzi
przez fragmentacje grzybni, badz poprzez wytwarzanie
zarodnikéw lub na drodze blastokonidiogenezy zwa-
nej potocznie paczkowaniem oraz plciowe odbywa-
jace sie poprzez zlewanie si¢ ze sobg réznoimiennych
strzepek grzybni [78]. Mykobiom ludzkiego przewodu
pokarmowego i w stosunku do bakteriomu stanowi
tylko okolo 0,03-2% mikroorganizméw, stad okresla
sie go jako “rzadka biosfer¢” w ludzkim mikrobiomie
[73, 109]. Niemniej jednak, wptywa on na homeostaze
makroorganizmu [36, 111], mimo ze charakteryzuje
sie mniejszym zréznicowaniem w stosunku do bakterii
i wiruséw [109]. Komorki grzybow ze wzgledu na to,
ze s3 okolo 100 razy wieksze niz komorki bakteryjne,
mimo mniejszej ich ilo$ci, stwarzajg stosunkowo duza
biomase [73, 80].

3. Mikroorganizmy przewodu pokarmowego
czlowieka

Mikrobiom przewodu pokarmowego czlowieka, to
jest jamy ustnej, gardta, przelyku, zoladka, jelita cien-
kiego i grubego, tworzy swoisty jakosciowo-ilosciowy
bogaty i zréznicowany, swoisty ekosystem [96]. Jest on
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nadal ciagle poznawany i wzbogacany wiadomosciami
z zakresu jego nowych “elementéw” w wyniku stoso-
wania metod bioinformatycznych, molekularnych oraz
sekwencjonowania metagenomowego, ktére to metody
umozliwiaja lepsza jego analize¢ [1, 17, 61, 102, 110].

3.1. Bakterie, archeony, wirusy i grzyby
wystepujace w jamie ustnej

Jama ustna stanowi poczatek przewodu pokarmo-
wego czlowieka i jest ona bogata w mikroorganizmy
(tab.I), gdyz stwierdzono w niej m.in. ponad 700 gatun-
kow bakterii, czemu sprzyja stala jej wilgotnos¢ dzieki
gruczolom wydzielajacym §ling o pH 6,5-7,0 oraz tem-
peraturze okoto 37°C [50]. Jama ustna jako odcinek
przewodu pokarmowego, ,,sktada” si¢ z warstwy skory
pokrytej nablonkiem wielowarstwowym ptaskim nie-
rogowaciejacym, warg, jezyka, podniebienia i zebow co
tworzy zréznicowany biotop warunkowany odmien-
nymi warunkami dla spolecznosci drobnoustrojow
[50]. Wskazuje sie, ze ze wzgledu na spelnianie odpo-
wiednich wymogoéw dla mikroorganizméw, srodowisko
jamy ustnej jest drugim wymieninaym pod wzgledem
obfitosci odcinkiem przewodu pokarmowego po jeli-
tach [1]. Wplywa na to takze fakt, ze organizm nowo-
rodka ssaka jest kolonizowany przez mikroorganizmy
z drég rodnych matki podczas porodu naturalnego
[23]. Doda¢ nalezy, ze pomimo iz wigkszo$¢ drobno-
ustrojow jelitowych poczatkowo dostaje si¢ do orga-
nizmu czlowieka przez jame ustng, biotop jamy ustnej

Tabela I
Bakterie, archeony, wirusy i grzyby, reprezentujace rdzne grupy systematyczne wystepujace w jamie ustnej

Populacje mikroorganizmow

Pi$miennictwo

Bakterie

Gromada: Firmicutes (obecnie Bacillota), Fusobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidota,
Chlamydiae, Chloroflexi, Spirochaetes, Synergistetes, Saccharibacteria, Gracilibacteria.
Rodzina: Staphylococcaceae, Propionibacteriaceae, Burkholderiaceae, Neisseriaceae, Fusobacteriaceae.

(14,23, 38,
46, 53,72, 84,
86,92, 117]

Gatunek: Streptococcus (S) sanguinis, S. mutans, S. oralis, Veillonella sp., Granulicatella sp., Gamella sp.,
Actinomyces sp., Corynebacterium sp., Fusobacterium sp., Porphyromonas sp., Prevotella sp.,
Capnocytophaga sp., Haemophilus sp., Treponema sp., Lactobacterium sp., Eikenella sp., Leptotrichia sp.,
Peptostreptococcus sp., Staphylococcus sp., Eubacteria sp., Pseudoramibacter sp., Propionibacterium sp.,
Moraxella sp., Campylobacter sp., Desulfobacter sp., Desulfovibrio sp., Fusobacterium sp., Selemonas sp.,
Simonsiella sp., Wolinella sp., Neisseria perflava, Rothia mucilaginosa.

Archeony

Rzad: Thermoplasmatales.

Gatunek: Methanobrevibacter (Mbb.) sp., w tym: Mbb. oralis, Mbb. smithii, Methanobacterium sp.,
Methanosarcina sp., Methanosphaera sp., Candidatus Nitrososphaera evargladensis,
Methanomassilicoccus luminyensis.

(8, 26, 49,
118]

Wirusy

Rzad: Caudovirales.

Rodzina: Herpesviridae, Papillomaviridae, Anelloviridae, Siphoviridae, Myoviridae.

Gatunek: bakteriofagi dla bakterii z rodzaju Streptococcus, Veillonella, Escherichia, Bulkholderia,
Salmonella, Megasphaer, Roseolovirus oraz wirusy: Human cytomegalovirus, Herpes simplex virus,
Coxsackievirus A5, Enterovirus A, wirus Epstein-Barr.

[45, 47, 74,
88,92, 118]

Grzyby

Rzad: Saccharomycetales.

Rodzaj: Candida, Cladosporium, Aureobasidium, Aspergillus, Fusarium, Cryptococcus, Alternaria,
Malassezia.

Gatunek: Candida albicans.

(1,6, 14, 23,
45, 80, 118]
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i jelit, dzieli wiele typowych dla siebie mikroorganiz-
moéw [50]. Bakterie obecne w jamie ustnej czlowieka
tworzg tzw. biofilm oralny, czyli ustrukturyzowang spo-
teczno$¢ komorek bakteryjnych (tab. I), wsrdd ktorych
pierwszymi sa m.in. bakterie z gatunku Streptococcus
[92]. Kompozycja bakterii w biofilmie oralnym rézni
sie jak wspomniano w zaleznosci od lokalizacji, jako
ze bakterie, np. wystepujace na plytce nazebnej, roz-
nig si¢ od tych, ktore znajdujg si¢ na grzbiecie jezyka
[108]. W jamie ustnej najczesciej wystepujacymi bak-
teriami s Streptococcus sp., ktore wystepuja w 65% na
blonie sluzowej, w 66% na zrogowacialej czedci dzigset
i w 40% na powierzchni podniebienia twardego [14].
W tej czesci przewodu pokarmowego stwierdza si¢ az
ponad 65% filotypow bakterii, w tym typowych dla
biotopu w zoladku [84]. Natomiast mikrobiom §liny
zawiera 51% Proteobacteria i 9% bakterii z gromady
Bacteroidota [38], cho¢ wg Jebba i wsp. [53] dominu-
jacymi gatunkami bakterii w $linie sg Neisseria per-
flava i Rothia mucilaginosa. W §linie w tym biotopie
wykryto takze bakterie typowe dla mikrobiomu skory,
nalezace do rodziny: Staphylococcaceae, Propionibac-
teriaceae, Burkholderiaceae, Neisseriaceae i Fusobac-
teriaceae [72], a na zebach bakterie Gram-dodatnie
takie jak, np: Actinomyces sp., Streptococcus (S.) san-
guinis, S. mutans i S. oralis [22]. Jame ustng kolonizuja
takze bogate populacje archeonéw, wirusow i grzybow
(tab.I). W skladzie mikrobiomu jamy ustnej stwierdza
sie w najwigkszej ilosci bakterie, ale takze bogato repre-
zentowane sg wirusy, archeony i grzyby (tab. I).
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3.2. Bakterie, wirusy i grzyby wystepujace w gardle

Ten odcinek przewodu pokarmowego czlowieka
dzieli si¢ na trzy to jest: nosowy, ustny i krtaniowy
i stanowi polaczenie dwoch uktadéw, oddechowego
i pokarmowego, w ktérym stwierdzono, ze najwieksza
populacje wéréd mikroorganizméw stanowig bakterie
(tab.II) gtéwnie z gromady Bacteroidota (27%), ktore
wystepuja o wiele liczniej, niz w innych odcinkach prze-
wodu pokarmowego [38]. Badania metagenomiczne
mikrobioty nosogardzieli wykazaly, ze jest obfita takze
w wirusy DNA i RNA oraz bakteriofagi (tab.I). Nie
stwierdzono w tym biotopie obecno$ci archeonow
[86]. Skromne s3 tez informacje dotyczace populacji
grzybow, bo stwierdzono jedynie grzyby z rodzaju Can-
dida (tab.1I).

3.3. Bakterie, archeony, wirusy i grzyby
wystepujace w przelyku

W tym odcinku przewodu pokarmowego tak jak
w gardle, stwierdza si¢ bakterie, wirusy i grzyby i arche-
ony (tab. III). Stosunek ilosciowy bakterii gatunku Strep-
tococcus sp. do Prevotella sp. w tym biotopie, jest wazng
cecha definiujaca do jakiego typu spotecznosci mikro-
organizmoéw kwalifikuje si¢ przelyk danej osoby [27,
69]. U ludzi zdrowych w przelyku dominujg bakterie
Gram-dodatnie, w tym z gromady Firmicutes oraz bak-
terie z rodzaju Streptococcus [27, 69]. Przyjmuje sig, ze
u 0s6b chorych przewazaja bakterie Gram-ujemne, bo

Tabela II
Bakterie, wirusy i grzyby reprezentujace rozne grupy systematyczne wystepujace w gardle

Populacje mikroorganizméw Pi$miennictwo
Bakterie | Gromada: Bacteroidota, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria i Fusobacteria. [35, 38, 72]
Rodzaj: Staphylococcus. Prevotella, Capnocytophaga, Campylobacter, Veillonella, Streptococcus, Neisseria
oraz Haemophilus.
Gatunek: Streptococcus viridans, Branhamella catarrhalis, Neisseria sp., Haemophilus sp.
Archeony | Brak danych.
Wirusy | Gatunek: Koronawirusy, adenowirusy, pikornawirusy, wirus RSV, wirus grypy A, bakteriofagi. [31]
Grzyby |Rodzaj: Candida. [34]
Tabela III
Bakterie, archeony, grzyby i wirusy reprezentujace rézne grupy systematyczne wystepujace w przelyku
Populacje mikroorganizméw Pismiennictwo
Bakterie | Gromada: Firmicutes, Bacteroidota, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria. [27, 45, 69,
Rodzaj: Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Haemophilus, Neisseria, Granulicatella i Fusobacterium. 77, 89]
Gatunek: Streptococcus viridans, Streptococcus faecalis, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis,
Klebsiella pneumonia.
Archeony | Rodzaj: Halobacteria, Methanosarcina. [27]
Wirusy | Rodzina: Herpesviridae (Betaherpesvirus, Gammaherpesvirus), Papillomaviridae, Gammapapillomavirus). [27]
Gatunek: bakteriofagi rodzaju Streptococcus, Campylobacter, Lactococcus i y-Proteobacterii.
Grzyby | Gatunek: Candida (C.) albicans, C. glabrata, Saccharomyces cerevisiae. [27]




228

ich ilo$¢ wynosi ponad 50%, wérdd ktérych najwiecej
jest bakterii rodzaju Veillonella, Prevotella, Haemophilus,
Neisseria, Granulicatella oraz Fusobacterium iich liczba
koreluje dodatkowo z zapaleniem przetyku i przetykiem
Barretta [27, 69]. Analizujgc mikrobiom tego odcinka
przewodu pokarmowego nalezy stwierdzi¢ ze bakterie
i wirusy stanowig najwiekszg liczbe, zas grzyby i arche-
ony sg reprezentowane nielicznie. (tab. ITI).

3.4. Bakterie, archeony i grzyby wystepujace
w zoladku

Zoladek, w poréwnaniu z jelitami, jest stosunkowo
do$¢ ubogi w mikroorganizmy, co wynika z bardzo
niskiego pH w tym biotopie i wystepujacym kwasem
solnym, ktory jest w stanie wyeliminowa¢ wigkszo$¢
gatunkow zarazkow [22] (tab.IV). Niektére mikro-
organizmy s3 w stanie przetrwaé warunki, w ktorych
pH waha sie w granicach 1-3 [17, 84]. Uwaza sig, ze
liczba mikroorganizméw zoladka waha si¢ od 10? do
10*CFU/g [51] i najliczniej reprezentujg ja bakterie
nalezace do 5 gromad, 1 rodziny, 23 rodzajéw oraz
6 gatunkow bakterii (tab.IV). Druga pod wzgledem
liczby najliczniejsza grupe mikroorganizméw w zotadku
tworzg grzyby, ktore reprezentuja 7 gromad, 4 rodziny,
5 rodzajow i 3 gatunki (tab.IV). W tym biotopie ale
tylko u nowo narodzonych dzieci, stwierdza si¢ arche-
ony z gatunku Methanobrevibacter smithii [43]. Nie opi-
sano wystepowania w zoladku wirusow (tab.IV).

3.5. Bakterie, wirusy i grzyby wystepujace
w jelicie cienkim

Ten odcinek przewodu pokarmowego czlowieka
stanowi jego najdiuzsza czes¢ ktora wynosi od 3 do
5 metréw i sklada si¢ z dwunastnicy, jelita czczego
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i jelita kretego [18, 48]. Wséréd mikroorganizmoéw
tego odcinka sg bardzo licznie reprezentowane bakte-
rie oraz bardzo malo stwierdzono wiruséw i grzybow
(tab. V). Szczegdlnie w tym odcinku przewodu po-
karmowego funkcje mikroorganizméw sa powigzane
z ukladem odpornosciowym, poniewaz ,zamieszku-
jace” go zarazki oddzialywaja bardzo istotnie na uktad
odpornosciowy - GALT (gut-associated lymphoid
tissue) w tym MALT (mucosal associated lymhpoid
tissue). Nadto biorg one udzial w regulacji procesow
komorek nablonkowych jelit, ochronie przed dziala-
niem szkodliwych mikroorganizmdéw oraz sa czyn-
nikami usposabiajacymi w adaptacji gospodarza do
zmian lipidowych wywodzacymi si¢ z diety, a takze
oddzialywuja na wchlaniania i trawienie [48, 75].
Ich liczna obecno$¢ w tym biotopie warunkowana
jest tym, Ze gruczoly umiejscowione w §luzdwece jelit,
wydzielajg zasadowy §luz, a gruczoly wewnetrznego
wydzielania sok jelitowy co sprawia, ze m.in. pH tego
odcinka przewodu pokarmowego tworzy odpowiednie
warunki bytowania dla tych mikroorganizmoéw [17].
Takze wydzielana przez watrobe do dwunastnicy z6t¢
i zawarte w niej kwasy zo6lciowe oddzialuja pozytyw-
nie na tg mikroflore [18, 95, 96]. Wsrdd bytujacych
w jelitach cienkich mikroorganizméw, gtéwnymi zaraz-
kami kolonizujacymi ten biotop, tuz po urodzeniu, sa
bakterie, cho¢ w okresie 1-4 miesiecy zycia pojawiajg
sie takze wirusy [85]. Wykazano, ze jelita cztowieka
majace 200-300 m* blony sluzowej, stanowig ,tajem-
niczy ogrod” okoto dziesieciu miliondéw réznorodnych
mikroorganizméw symbiotycznych [1, 71, 114]. Bogac-
two mikroorganizmdéw wystepujacych w jelicie cienkim
(tab. V) jest uzaleznione m.in. od takich czynnikow, jak
rodzaj spozywanego pokarmu czy tez warunkow zycia,
w tym przyjmowanie chemioterapeutykow [88]. Wsrod
bakterii w jelicie cienkim wystepuja gtéwnie bakterie

Tabela IV
Bakterie, archeony i grzyby reprezentujace rézne grupy systematyczne wystepujace w zotadku

Populacje mikroorganizméw

Pis$miennictwo

Bakterie
Rodzina: Enterobacteriaceae.

Bacillus, Actinobacillus.

L. brevis, L. johnsonii.

Gromada: Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria.
Rodzaj: Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Bacteroides, Veillonella, Corynebacterium,
Clostridium, Neisseria, Stomatococcus, Prevotella, Rothia, Haemophilus, Atopobium, Porphyromonas,

Gamella, Helicobacter, Propionibacterium, Fusobacterium, Achromobacter, Rhodococcus, Micrococcus,

Gatunek: Helicobacter pylori, Campylobacter pyloridis, Fusobacterium nucleatum, Lactobacillus (L.) lactis,

(17,45, 71,
84, 87, 94,
119, 120]

Archeony | Gatunek: Methanobrevibacter smithii.

(43]

Wirusy Brak danych.

Grzyby Gromada: Ascomycota, Basidiomycota,

Klasa: Saccharomycetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Agaricomycetes, Tremellomycetes.
Rodzina: Aspergillaceae, Chaetomiaceale, Pleosporaceae, Trimorphomycetaceae.

Rodzaj: Candida, Phialemonium, Alternaria, Thermomyces, Saitozyma.

Gatunek: Candida albicans, Aspergillus montevidensis, Penicillium arenicola.

(45,119, 120]




MIKROBIOM PRZEWODU POKARMOWEGO CZLOWIEKA - WYBRANE DANE 229

Tabela V
Bakterie, wirusy i grzyby reprezentujace rozne grupy systematyczne wystepujace w jelicie cienkim

Pismiennictwo

(11, 17,21, 45,

57, 64, 75, 94,

99,101, 105,
106, 107]

Populacje mikroorganizméow

Bakterie | Gromada: Firmicutes, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Bacterioidota, Actinobacteria.

Rodzina: Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae.

Rodzaj: Fusobacterium, Enterococcus, Klebsiella, Bacteroides, Ruminococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Staphylococcus, Bifidobacterium, Veillonella, Porphyromonas, Prevotella, Clostridium, Corynebacterium,
Providencia, Pseudomonas, Actinomyces, Atopobium, Gemella, Granulicatella, Haemophilus, Leptotrichia,
Megasphaera, Neisseria, Porphyromonas, Paraprevotellaceae, Escherichia, Rothia, Citrobacter,

Lachnoclostridium, Actinobacillus, Parascardovia, Oribacterium, Granulicatella, Campylobacter, Ralstonia.

Gatunek: Escherichia coli, Neisseria cinerea, Prevotella (P) melaninogenica, P. jejuni, P. veroralis,

P aurantiaca, Haemophilus parahaemolyticus, Porphyromonas pasteri, Porphyromonas endodontalis,
Fusobacterium nucleatum, Moglibacterium neglectum, Alloprevotella tannerae, Filifactor alocis,
Morococcus cerebrosus, Veillonella montpellierensis, Streptobacillus hongkongensis, Clostridium leptum.

Archeony | Brak danych.

Wirusy

Rodzaj: Rotavirus, Calicivirus, Coronavirus, Adenovirus.

Grzyby Rodzaj: Candida, Saccharomyces.

[45]

Z gromady Firmicutes, Proteobacteria i Verrucomicro-
bia, za$§ w dwunastnicy bakterie z gromady Firmicutes
wynoszg 55%, a z gromady Proteobacteria 21% wszyst-
kich mikroorganizméw [75, 107]. W jelitach oprdcz
tych trzech gromad bakterii i innych bakterii zareje-
strowano takze bakterie reprezentujac wiele rodzajow
i gatunkow, a takze wykazano wystepowanie 4 rodzajow
wiruséw i 2 rodzajoéw grzybow ale nie opisano wyste-
powania archeonow (tab. V).

3.6. Bakterie, archeony, wirusy i grzyby
wystepujace w jelicie grubym

Ten odcinek przewodu pokarmowego - jelito grube
jest najbogatszy w stosunku do zasobéw mikroorganiz-
mow bytujacych w innych odcinkach przewodu pokar-
mowego i najwieksza liczbe rejestruje si¢ w katnicy,
okreznicy, wyrostku robaczkowym i odbytnicy [56,
94] i ich réznorodnos¢ jest catkiem odmienna w sto-
sunku do jelita cienkiego [75] (tab. VI). Mikroorgani-
zmy tego odcinka przewodu pokarmowego, cechuja
sie ogromng roznorodnoscig i stanowig az 0,15kg
biomasy jelita grubego [20] (tab. VI). Mikrobiom tego
odcinka warunkuje reakcje rozkladu i fermentacji
cukréw, uczestniczy we wchlanianiu niestrawionych
resztek pokarmowych, a takze zarazki te sa w stanie
syntezowa¢ witaminy i dzieki temu mozna ten odci-
nek przewodu pokarmowego, przyréwnac do swoistego
bioreaktora [50, 56, 71, 82]. Reakcje w tym odcinku
powodujg takze, ze spada stezenie tlenu, a nawet
ilosci zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych, co prowa-
dzi do zwigkszonej réznorodnosci mikroorganizmow,
stad wskazuje si¢, ze wystepuje w tym biotopie z okolo
100 bilionéw drobnoustrojow [71, 102, 103]. Wiek-
sz0$¢ z nich to beztlenowce, bo ich pokarmem, czyli
gltéwnym zrédlem wegla jest btonnik, ktéry za pomoca
tych drobnoustrojow ulega procesowi fermentacji [70].

Ze wzgledu na rodzaj spozywanego pokarmu wyréznia
sie trzy enterotypy jelita grubego (tab. VII).

W mikrobiomie jelita grubego stwierdza si¢ takze
liczne gatunki archeonéw, ktére w przeciwienstwie do
bakterii, grzybow i wiruséw sa specyficzne tylko dla
tej niszy (tab. VI). Te bogata mikroflore jelita grubego
reprezentuje 5 gromad, 6 rodzin, 15 rodzajoéw bakterii
i 2 gromady i 11 gatunkow archeondw, a takze wirusy
nalezace do 1 rzedu, 15 rodzin w tym przedstawicieli
rodziny wiruséw olbrzymich (Microviridae), 7 rodza-
jow i 3 gatunki bakteriofagdw (tab. VI). Podaje sie takze,
ze gram tresci jelita grubego moze zawieraé nawet
10®-10° wirusowych czasteczek, z ktérych wiekszos¢ to
bakteriofagi z rodziny Podoviridae [115]. Grzyby w tym
biotopie sg bardzo licznie reprezentowane i pochodza
z 3 gromad, 1 rodziny, 13 rodzajéw i 13 gatunkow
i ktore stanowig tylko 0,1% wszystkich drobnoustrojow
w catych jelitach.

4. Podsumowanie

Mikrobiom przewodu pokarmowego czlowieka
pod wzgledem jego elementdéw skladowych (bakterii,
archeondéw, wiruséw i grzybow) w jego poszczegdl-
nych odcinkach jest bardzo zréznicowany. Najliczniej
reprezentowang jego sktadowg sg bakterie, a najuboz-
szg zarowno w kontekscie ilosciowym i jako$ciowym
archeony. Wirusy reprezentowane s3 w tym bioto-
pie w ilo$ciach posrednich miedzy bakteriami, a grzy-
bami. Natomiast rozpatrujac ich ilosci w poszczegol-
nych odcinkach przewodu pokarmowego, najbardziej
obfitym w gatunki mikrobiomem jest srodowisko jelita
grubego i jamy ustnej, a najubozszym gardtlo i przetyk
(tab. I-VII). Wséréd mikrobiomu przewodu pokarmo-
wego bakterie wystepuja we wszystkich jego odcinkach,
z tym Ze reprezentowane najliczniej sa w jamie ustnej



230

BEATA TOKARZ-DEPTULA, PAULINA DUDZIAK, NATALIA GURGACZ, WIESLAW DEPTULA

Tabela VI

Bakterie, archeony, wirusy i grzyby reprezentujace rézne grupy systematyczne wystepujace w jelicie grubym

Populacje mikroorganizméw Pis$miennictwo

Bakterie | Gromada: Bacteroidota, Fiumicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia. [1, 17, 45, 46,
Rodzina: Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae, 91, 94, 103]
Ruminococcaceae.

Rodzaj: Bacteroides, Enterococcus, Eubacterium, Clostridium, Peptostreptococcus, Streptococcus,
Bifidobacterium, Fusobacterium, Lactobacillus, Prevotella, Ruminococcus, Akkermansia, Roseburia,
Butyrivibrio, Lachnospira, Faecalibacterium.

Archeony | Gromada: Crenarchaeota, Traumarcheota. [26, 76,
Gatunek: Methanobrevibacter (M.) smithii. M. stadtmanae, M. luminyensis, Halorubrum (H.) koreense, 94, 113]

H. alimentarium, H. saccharovorum, Halococcus morrhuae, Halopherax massiliense,
Methanomassiliicoccales sp., Nitrosphaera sp., Sulfobolus sp.

Wirusy Rzad: Caudovirales. [17, 19, 45, 76,
Rodzina: Podoviridae, Picornaviridae, Picobirnaviridae, Astroviridae, Reoviridae, Caliciviridae, 85,108, 115]
Adenoviridae, Anelloviridae, Cycloviridae, Parvoviridae, Retroviridae, Pneumoviridae, Herpesviridae,

Hepadnaviridae i Microviridae.
Rodzaj: Enterovirus, Rotavirus, Norovirus, Papillomavirus, Polyomavirus, Mimivirus, Marseillevirus.
Gatunek: bakteriofagi bakterii rodzaju Bacteroides, Firmicutes i Actinobacteria.

Grzyby Gromada: Ascomycota, Basidiomycota, Mucoromycota. (16,17, 45, 52,
Rodzina: Cystofilobasidiaceae. 76, 80, 109]
Rodzaj: Saccharomyces, Malassezia, Candida, Penicillium, Cladosporium, Galactomyces, Cryptococcus,

Aspergillus, Pichia, Mucor, Eurotium, Rhodotorula, Trichosporon.

Gatunek: Beauveria bassiana, Lichtheimia ramosa, Clavispora lusitaniae, Galactomyces geotrichum,
Isaria farinosa, Pleurostomophora richardsiae, Rhodosporidium kratochvilovae, Torulaspora delbrueckii,
Yarrowia lipolytica, Aspergillus clavatus, Alternalia brassicola, Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum sp.,
Cystofilobasidium sp.

Tabela VII

Enterotypy jelita grubego [20, 51, 87]

Dominujgce rodzaje bakterii

Dieta

Enterotyp 1 | Bacteroides

Dieta typu bogata w tluszcze zwierzece i biatko

Enterotyp 2 | Prevotella

Dieta wysokoblonnikowa (roélinna)

Enterotyp 3 | Ruminococcus

Dieta bogata w skrobig

ijelicie cienkim, za§ najmniej w gardle i przetyku, nato-
miast archeony najliczniej zostaly opisane w jelicie
grubym i jamie ustnej, a nie stwierdzono ich w gardle
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Streszczenie: Enologia, nauka zajmujaca si¢ kwestiami zwigzanymi z produkcjg wina taczy tradycje starozytng z terazniejszoscia. Dopiero
Louis Pasteur udowodnil, ze winifikacja nie zachodzi samoistnie, a za proces odpowiadajg drobnoustroje. Byt to poczatek dziatu enologii
zajmujacego sie mikrobiologia wina, ktéry doprowadzit do stopniowej ewolucji metod przetwdrczych i wytworzenia zaawansowanych
nowoczesnych technik stabilizacji wina stosowanych wspolczes$nie. Niemniej jednak nadal poszukiwane sa metody alternatywne, ktore
mogga zastapi¢ lub zmodyfikowaé proces siarkowania, czyli konserwacji wina. Wsréd nich mozna znalez¢ metody fizyczne i chemiczne.
Takze nanotechnologia oferuje enologii usprawnienia procesowe. Niniejsze opracowanie ma na celu przedstawienie przesztych i aktual-
nych metod stabilizacji wina, a takze podsumowanie kierunkéw rozwoju tej interdyscyplinarnej galtezi wiedzy.

1. Wino, historia i dawne metody stabilizacji. 2. Wspolczesne metody stabilizacji wina. 3. Nanotechnologia w enologii. 4. Podsumowanie

FORMER AND CONTEMPORARY METHODS FOR WINE STABILIZATION

Abstract: Enology, a science dealing with issues related to wine production, combines ancient tradition with the present time. It was not
until Louis Pasteur proved that vinification does not happen by itself and that microorganisms are responsible for this process. It was
a beginning for a branch of enology focused on the microbiology of wine, which led to gradual evolution of production methods and the
development of advanced techniques for wine stabilization. Nevertheless, alternative methods that can replace or modify the sulfation pro-
cess as wine preservation are still sought. Physical and chemical methods can be found among them. Also, nanotechnology offers process
improvements to enology. This article describes the past and the current wine stabilization methods and summarizes the directions for
developing this interdisciplinary branch of knowledge.

1. Wine, its history, and former stabilization methods. 2. Contemporary methods for wine stabilization. 3. Nanotechnology in enology.
4. Summary

Stowa kluczowe: biotechnologia, nanobiotechnologia, sterylizacja, wino
Keywords: biotechnology, nanobiotechnology, sterilization, wine

“A bottle of wine contains more philosophy than all the books in the world”.
Louis Pasteur

1. Wino, historia i dawne metody stabilizacji

Archeologia uprawy winoroéli to dziedzina, ktorej
wzrost i intensywno$¢ badan raptownie rozwinely sie
w ciagu ostatnich dwoch dekad. Ogromny postep na
przestrzeni tych lat znacznie poszerzyt i dopracowat
dotychczasowe interpretacje, dodajac nowe odkrycia,
metodologie, teorie i dowody archeologiczne. Mimo to,
w nauce dominuja podejscia i syntezy ukierunkowane
na regiony lub miejsca [31]. Uprawa winoro$li oraz
pierwsze metody produkeji i przechowywania wina sie-
gaja okresu neolitu (10 000-4 000 p.n.e.). Prace archeo-

logiczne wskazujg, ze poczatki tradycji winiarstwa
mialy miejsce na terenach Kaukaskich (ok. 6000 p.n.e.)
(6, 19, 56, 70]. Analizy chemiczne starozytnych zwiaz-
kéw organicznych zaabsorbowanych przez materialy
ceramiczne pochodzace z terenéw Gruzji, datowane na
okoto 6000-5800 p.n.e., stanowia najwczesniejsze bio-
molekularne dowody archeologiczne na uprawe wino-
rodli i produkcje wina [56]. Natomiast jednym z naj-
starszych zbadanych stanowisk, z dobrze zachowanymi
szczatkami organicznymi, instalacjami i artefaktami
wskazujacymi na produkcje wina, jest kompleks jaskin
Areni-1 w poludniowo-wschodniej Armenii, datowany
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na okoto 4000 p.n.e. [6, 56]. Technologia produkeji byta
pomysiowa, winogrona wyciskano na gipsowych pod-
fogach z ktérych niefiltrowany sok przelewany byt do
podziemnych stojow [56]. Chemicznymi dowodami
na poparcie tej hipotezy byly wykryte pozostatosci
malwidyny z grupy antocyjandw, ktoéra odpowiada za
czerwong barwe winogron [6], oraz kwasu winowego
[56]. Slady produkcji wina znaleziono takze w Egipcie
i Fenicji (ok. 5000 p.n.e.) oraz w Grecji i na Krecie (ok.
2000 p.n.e.) [70]. Kolonizacja rzymska rozprzestrzenita
produkcje na tereny Morza Srédziemnego [6, 19, 56]
— Sycylii, Wloch, Francji, Hiszpanii, Portugalii i Afryki
péinocnej [70]. Uprawa winorosli osiagnela takze kraje
batkanskie, a Rzymianie zabrali ja do Niemiec i innych
czesci Europy polnocnej, docierajac ostatecznie az do
Wielkiej Brytanii [70].

Wino, obok piwa, byto pierwszym napojem wytwa-
rzanymi przez czlowieka. Opierajac si¢ na dowodach
archeologicznych, ich produkcja byla istotnym czynni-
kiem rozwoju rolnictwa i przemiany trybu zycia z ludzi
wedrownych do osiadlych grup rolnikéw [14]. Ponadto
fermentowane napoje, zwlaszcza wino, od dawna odgry-
waja kluczowg role w rozszerzaniu kultury miedzy naro-
dami na calym $wiecie [28, 51]. Odpowiednio zabezpie-
czone wino moze by¢ przechowywane przez znacznie
diuzszy okres czasu i z wigksza latwoscig niz piwo.
Zatem wino mialo silniejszy potencjat aby sta¢ si¢ towa-
rem krazacym, to znaczy dobrem produkowanym na
wymiang, a nie natychmiastowa konsumpcje. W czasach
starozytnych wino bylo waznym elementem réznych
spotkan kolonialnych na Morzu Srédziemnym i jako
towar handlowy przez kilka stuleci stuzyto za gléwny
element ksztattujacy stosunki miedzy rdzennymi ludami
Galii a obcymi Etruskami, Grekami i Rzymianami.
Zwiazek ten w koncu osiggnat takie proporcje, ze statki
przewozace do 10 000 amfor wina utrzymywaty handel.
Przez prawie sto lat dostarczano Galii do 16 milionéw
litréw rzymskiego wina rocznie. Wino stalo si¢ takze
integralng czescig symboli religijnych siegajacych gle-
bokiej starozytnosci. Bogatym zrédlem réznorodnych
archiwow tekstowych i ikonograficznych na ten temat
jest Grecja, gdzie trunek byl kluczowym elementem
rytualu spolecznego i bezposredniego zwigzku z boska
mocg Dionizosa. Wino bylo réwniez podstawowym
aspektem religii starozytnego Egiptu, budzace wiele sko-
jarzen teologicznych oraz skladane pod postacia ofiary
w boskich kultach i rytualach pogrzebowych [29].

Wytwarzanie wina moze odbywaé sie¢ tylko raz
w roku, po zbiorze dojrzalych winogron i jest wyni-
kiem wysoko wykwalifikowanych umiejetnosci, specja-
listycznego zaplecza do produkcji oraz odpowiednich
srodkow stabilizujacych [8]. Nietrwalos¢ pierwszych
sfermentowanych napojéw musiata by¢ jednym z gtow-
nych wyzwan z jakimi mierzyli sie nasi przodkowie.
Psucie si¢ wina moze by¢ opdznione przez wysokie
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zawartosci alkoholu i cukru (bakterie kwasu octowego
nie rozmnazajg si¢ powyzej 16% etanolu, v/v), ale bez
innych $rodkéw byloby to rozwiazaniem krotkotrwa-
tym. Podstawowym wymogiem powinno by¢ prawi-
dfowe zamkniecie fermentujacego napoju w celu unik-
niecia kontaktu z powietrzem, co potwierdzajg czeste
slady obecnosci glinianych i korkowych zabezpieczen
w naczyniach starozytnych [40]. Wiele dotychczaso-
wych dowodow archeologicznych wskazuje, ze staro-
zytne metody konserwacji wina gronowego i innych
napojow fermentowanych polegaly na celowym nasa-
czaniu zywicg terpentynowg lub sosnowa, prawdopo-
dobnie pelnigca role srodka przeciwutleniajacego ilecz-
niczego [52-55]. Zywica, ktora z tatwoscig rozpuszcza
sie w alkoholu, stuzyta czesciowo jako $rodek zakldca-
jacy i hamujacy rozwdj bakterii (Acetobacter) odpowie-
dzialnych za przetwarzanie wina w ocet oraz masku-
jacy niepozadane smaki i zapachy [53]. Powszechnym
dodatkiem byly takze réznorodne ziota, ktérych zada-
niem byto wzmocnienie wlasciwosci leczniczych wina.
Badania archeologiczne ujawniajg, ze starozytni przod-
kowie mieli takze sposoby na wzmocnienie stodyczy,
smaku i innych wlasciwosci wina oraz zapewnienie
wystarczajacej ilosci drozdzy do rozpoczecia i pod-
trzymania fermentacji. W tym celu stosowali dodatek
w postaci figi pokrojonej w plastry [55]. W zwiazku
z powyzszym wydaje sie zatem, ze dwutlenek siarki
(SO,), obecnie najbardziej uznany $rodek konserwu-
jacy, nie byt powszechny w czasach starozytnych [40].

Naukowe podstawy przetwarzania winogron i zbdz
na napoje alkoholowe ustanowiono dopiero w polowie
XIX wieku w wyniku postepéw nauk chemicznych i bio-
logicznych bedacych efektem rozwoju konceptualnego
i technologicznego, w tym opracowania ulepszonego
typu mikroskopu [13]. Prekursorem wiedzy na temat
zrozumienia ztozonosci proceséw chemicznych zacho-
dzacych podczas produkeji wina byt Louis Pasteur, fran-
cuski chemik i mikrobiolog znany z pracy nad fermen-
tacja, pasteryzacja i szczepieniami. W trakcie studiow
doktoranckich z chemii odkryl asymetrie molekularng
obejmujaca preparaty kwasu winowego i parawinianu,
ktore nazwat , krysztalami zycia” Nastepnie skupit sie na
procesie fermentacji, podczas ktdrej powstaja wspom-
niane zwigzki [14]. W latach 1854-1857 Pasteur opra-
cowal teori¢ fermentacji drobnoustrojowej opartg na
badaniach fermentacji alkoholowej, fermentacji kwasu
mlekowego i fermentacji kwasu mastowego [14, 35].
Doszedl do wniosku, ze wszystkie procesy fermenta-
cyjne sa powodowane przez m.in. specyficzne bakte-
rie i drozdze. Obecnie fermentacja jest definiowana
jako proces chemiczny, w ktorym czasteczki takie jak
glukoza i inne cukry s3 rozktadane w warunkach bez-
tlenowych. Pasteur nazwal proces fermentacji ,La vie
sans lair” (,,zycie bez powietrza”) [14]. W 1860 roku
Louis Pasteur ostatecznie dowiodl, ze zadne zycie nie
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moze powsta¢ w materii nieozywionej — ,,Komorki tylko
z komorek; gatunki tylko z gatunkéw i organizmy tylko
z organizméw’. Byla to jedna z trzech niezaleznych
prac naukowcoéw z réznych dziedzin (1858 r. — Rudolf
Virchow ,,Patologia komérkowa’, 1859 r. — Karol Darwin
»O powstawaniu gatunkéw”) powstatych na przestrzeni
trzech lat, ustanawiajacych te sama ogdlna zasade ciag-
tosci zycia. Tym samym postaé Pasteura jest powigzana
z poczatkami wspolczesnej patologii komorkowej,
mikrobiologii i enologii (nauki o winie) [13, 14].

Obecnie wiadomo, ze produkcja wina opiera si¢ na
fermentacji alkoholowej, czyli przetwarzaniu natural-
nie wystepujacych cukrow w winogronach na etanol
i dwutlenek wegla przy udziale drozdzy [14, 19, 70].
Saccharomyces cerevisiae to dominujacy gatunek stoso-
wany we wspoltczesnych procesach fermentacji wino-
gron, a takze produkcji chleba i warzenia piwa. Praca
badawcza Cavalieri i in. [19] potwierdzila obecnosé¢
DNA S. cerevisiae w pozostato$ciach jednego z najstar-
szych stojow na wino odkrytych w Egipcie. Oznacza
to, ze udzial tego mikroorganizmu w fermentacji wina
siega prawdopodobnie co najmniej 3150 p.n.e. Ten
wniosek niesie takze powazne nastepstwa dla ewolucji
drozdzy piwnych i chlebowych sugerujac, ze S. cerevi-
siae naturalnie wystepujacy na powierzchni winogron
byt réwniez wykorzystywany jako inokulum do fer-
mentacji produktéw zbozowych [19]. Oprdcz drozdzy,
takze bakterie kwasu mlekowego moga przeprowadzaé
fermentacje Zywnosci i napojow, umozliwiajac pro-
dukcje, m.in. jogurtéw probiotycznych, serdéw, kimchi,
mleka probiotycznego, kefiru, czy kumysu [1, 9, 69].
Ponadto, odpowiadajg za przemiane kwasu jabtkowego
w winach, tzw. fermentacje jabtkowo-mlekowg/malo-
laktyczna, ktéra nastepuje zwykle po zakonczeniu fer-
mentacji alkoholowej [66]. Fermentacja ta ma jednak
drugorzedne znaczenie w przypadku przefermentowa-
nych produktéw owocowych [40].

2. Wspélczesne metody stabilizacji wina

Fermentacja wina to zlozony mikrobiologicznie
proces, ktéry wymaga monitorowania mikroorganiz-
moéw na roznych etapach. Metabolizm drobnoustro-
jow jest jednym z wielu czynnikéw wplywajacych na
jako$¢ wina. Zalecang praktyka enologiczng jest kon-
trola dzikich mikroorganizméw obecnych w moszczu
winogronowym w celu zapewnienia odpowiedniej fer-
mentacji alkoholowej przez kultury starterowe droz-
dzy. Z kolei kontrola mikroorganizméw obecnych
w winie jest konieczna w celu zapewnienia dominacji
odpowiednich szczepéw bakterii do fermentacji malo-
laktycznej (MLF) [49] oraz uniknigcia psucia si¢ wina
w wyniku rozwoju niepozadanych drozdzy, bakterii
kwasu mlekowego (LAB) i bakterii kwasu octowego
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(AAB), co ma nieodwracalny wplyw na jako$¢ wina
i skutkuje znacznymi stratami ekonomicznymi. Nie-
ktore gatunki LAB i AAB, takie jak Lactobacillus spp.,
Pediococcus spp. i Acetobacter spp., sa przede wszyst-
kim odpowiedzialne za pogorszenie jakosci moszczow
i win, w wyniku tworzenia si¢ niepozadanych zwigzkow
zapachowych i smakowych (smak / zapach octu czy ace-
tonu. Do drozdzy powodujacych psucie si¢ wina naleza
gléwnie szczepy z rodzajow: Brettanomyces, Candida,
Hanseniaspora, Pichia i Zygosaccharomyces. Zwlaszcza
drozdze nalezace do rodzaju Dekkera (anamorfa Bret-
tanomyces sp.) sg producentami 4-etylofenolu, 4-etylo-
gwajakolu i tetrahydropirydyny, odpowiedzialnych za
nieprzyjemny smak wina [46, 89]

W celu zmniejszenia liczebnosci i kontroli mikro-
organizméw powodujacych psucie si¢ wina stosowane
s3 rézne metody fizyczne, chemiczne i mikrobiolo-
giczne, ktore zostaly zebrane i opisane na ryc. 1.

Metody chemiczne

Dwautlenek siarki (SO,) jest dodatkiem powszech-
nie stosowanym do kontroli mikrobiologicznej zywno-
$ci, w szczegoélnosci zywnosci kwasnej, takiej jak soki
owocowe i wino [61]. Stosowanie siarki w przemysle
winiarskim wynika z szerokiego spektrum dzialania
tego zwiagzku, przede wszystkim zdolnosci kontroli
mikrobiologicznej, wlasciwosci antyseptycznych, prze-
ciwutleniajacych i chronigcych aromaty wina, i odbywa
si¢ na réznych etapach produkgji [66]. SO, dodawany
do winogron i moszczu, przed rozpoczeciem fermenta-
cji alkoholowej, hamuje wzrost niepozadanych drozdzy
spoza rodzaju Saccharomyces (ang. non-Saccharomyces
yeasts), bakterii kwasu octowego AAB (ang. acetic acid
bacteria) i bakterii kwasu mlekowego LAB (ang. lactic
acid bacteria) [39, 46, 73, 99] oraz przeciwdziala utle-
nianiu moszczu [46]. Ponadto wplywa na efektywno$¢
uwalniania zwigzkow fenolowych ze skdrek winogron
i nasion podczas maceracji [39]. Zapobieganie utle-
nianiu enzymatycznemu i chemicznemu wina w kon-
sekwencji stabilizuje jego wlasciwosci sensoryczne
podczas przechowywania i lezakowania [39, 46, 99].
Poza tym obecno$¢ siarki w procesie filtracji, dekantacji
i dojrzewania wina, poza dzialaniem przeciwutlenia-
jacym [91], zapewnia takze ochrone¢ przeciwdrobno-
ustrojows, ukierunkowang zwtaszcza na Brettanomyces
spp., Candida spp., Pichia spp. oraz bakterie z grupy
AAB [77, 88, 91]. Natomiast siarkowanie win stodkich
stanowi istotne zabezpieczenie przed wtdrng fermen-
tacja prowadzong przez Saccharomyces cerevisiae [41].

Nalezy podkresli¢, ze obecno$¢ SO, w winie nie
wynika jedynie z egzogennego dodatku tego zwiazku
podczas produkgji, ale jest konsekwencjg fermentacji
alkoholowej, tzw. ,,biologiczny SO,”. Drozdze wykorzy-
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Metody stabilizacji wina )

Ryc. 1. Metody stabilizacji wina

Opracowanie wlasne na podstawie [89, 99].

stuja siarke obecng w moszczu do syntezy aminokwa-
séw, a poziom produkowanych przez nie siarczynéow
podczas fermentacji jest silnie uzalezniony od szczepu
drozdzy i odmiany winorosli [61].

Siarczyny dodawane do moszczu gronowego lub
wina mogg mie¢ posta¢ ptynng lub gazows: dwutlenek
siarki, siarczyn sodu, wodorosiarczyn sodu, pirosiarczyn
sodu, pirosiarczyn potasu, siarczyn wapnia, wodoro-
siarczyn wapnia i wodorosiarczyn potasu [39, 89].

W uprawie winorosli i przetworstwie wystepuje
szereg gatunkéw mikrobiologicznych. Wsréd bakte-
rii kwasu octowego AAB, dominujgcymi gatunkami
na winogronach, zwlaszcza tych o gorszej kondycji,
sa szczepy z rodzajow Gluconobacter, Acetobacter, Glu-
conacetobacter i Komagataeibacter. Proliferacja AAB,
zwlaszcza szczepOw z rodzaju Acetobacter, prowadzi do
procesdw oksydacyjnych, z niepozadanymi konsekwen-
cjami dla jako$ci wina. Z tego wzgledu kontrola AAB
odbywa si¢ przy uzyciu SO, oraz ograniczeniu lub unie-
mozliwieniu kontaktu wina z tlenem [48]. Natomiast
wsrod bakterii kwasu mlekowego LAB, dominujgce
gatunki naleza do rodzajéw Oenococcus, Pediococcus
i Lactobacillus [39]. Oenococcus oeni odpowiedzialny
gléwnie za fermentacje malolaktyczna (MLF) w winie,
jest w stanie przezwyciezy¢ stresujace warunki panujace
w winie (niskie pH, wysoka zawartos¢ etanolu), ale ma
duzg wrazliwos¢ na SO, [62]. Wrazliwo$¢ O. oeni na SO,
jest cecha pozytywna w kontekscie produkcji win bia-
tych, w ktérych MLF nie jest pozadany. W przypadku
win czerwonych MLF sprzyja czg$ciowo przetrwaniu
bakterii, ale w postaci niehodowalnej (VBNC, ang.
viable but nonculturable), a inokulacja kultur starte-
rowych promuje szybka biokonwersje [62, 89]. Poza
wymienionymi zaletami, stosowanie SO, w produkgji
wina moze mie¢ takze niekorzystne skutki. Pozostatosci

tego zwigzku w wysokim stezeniu moga powodowac
nieprzyjemny smak wina [39]. Co wiecej, nadmierne
spozycie SO, moze skutkowac réznymi objawami cho-
robowymi, takimi jak np. skurcz oskrzeli, bradykardia,
objawy zoladkowo-jelitowe, bole gtowy, wysypki skorne,
niedoci$nienie, a w rzadkich przypadkach nawet reakcja
anafilaktyczng [25, 38]. W zwigzku z niepozadanymi
skutkami ubocznymi wywolywanymi przez siarczyny
istnieje obowigzek zamieszczania na etykiecie informa-
cji o ich obecnosci, w przypadku poziomu przekraczaja-
cego 10 mg/L (Dyrektywa 2003/89/WE). Zgodnie z pra-
wem europejskim dopuszczalne stgzenia SO, w winie
nie powinny przekracza¢ 150 mg/L i 200 mg/L, odpo-
wiednio dla win czerwonych i biatych. Z kolei w winach
deserowych, w ktorych stezenie cukru resztkowego
wynosi co najmniej 5 g/L, dozwolony poziom SO, moze
by¢ dodatkowo zwigkszony o 50 mg/L (Rozporzadzenie
UE nr 606/2009).

Wraz z obawami o zdrowie czlowieka i troska o sro-
dowisko ro$nie zapotrzebowanie konsumentéw na wina
o niskiej zawartosci lub bez dodatku siarczynoéw, przy
jednoczesnym zachowaniu wysokiej jakosci i pozada-
nych cech organoleptycznych [25, 84, 99]. Istnieje sze-
reg rozwigzan alternatywnych dla SO, [26, 99], jednak
cze$¢ enologow uwaza, ze zwigzek ten jest jedynym
wiasciwym, ktéry moze zapewnic¢ produkcje win gatun-
kowych o odpowiedniej trwalosci [10].

Chemiczne alternatywy dla SO,

Lizozym, kwas sorbinowy, diweglan dimetylu, chi-
tozan i zwigzki fenolowe to dodatki chemiczne o dzia-
taniu przeciwdrobnoustrojowym i antyoksydacyjnym,
dopuszczone do produkcji wina, zgodnie z Rozp. WE
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nr 606/2009 z pdzniejszymi zmianami i mogace mie¢
status alternatywy dla SO, [34, 39, 46].

Lizozym jest enzymem muramidazy wyizolowanym
z biatka jaja (EC 3.2.1.17). Enzym ten zrywa wigzania
glikozydowe miedzy kwasem N-acetylomuramino-
wym i N-glukozaming w §cianie komorki bakteryjnej
powodujac jej lize i $mier¢ [45]. Jest aktywny przeciw
bakteriom Gram-dodatnim i nie wykazuje lub wyka-
zuje slabg aktywno$¢ wobec bakterii Gram-ujemnych
i drozdzy [27]. W produkeji wina lizozym wykorzy-
stywany jest do cz¢sciowego zastapienia dwutlenku
siarki na réznych etapach procesu technologicznego
oraz jako $rodek klarujacy [68]. W moszczu winogro-
nowym lizozym zmniejsza populacje komoérek LAB [4],
bez wplywu na aktywno$¢ drozdzy i postep fermentacji.
Do LAB odpowiedzialnych za kontaminacj¢ moszczu
nalezg szczepy Pediococcus spp., Lactobacillus spp.,
Leuconostoc mesenteroides i O. oeni [36]. Wykazuja one
rézne stopnie wrazliwosci lub opornosci na lizozym, na
przyklad O. oeni jest stosunkowo wrazliwy, a Lactobacil-
lus spp. i Pediococcus spp. toleruja wyzsze stezenia [27].

Dodatek lizozymu pozwala na kontrole LAB i zaha-
mowanie MLF [36], co jest istotne w produkcji biatego
wina. Natomiast w winach czerwonych lizozym jest
malo skuteczny, poniewaz zwiazki polifenolowe moga
hamowac¢ jego dziatanie [7]. Jednakze pozwala unik-
ng¢ wzrostu kwasowosci lotnej, ogranicza proliferacje
LAB podczas wydltuzonego czasu maceracji i ulatwia
pozniejsze zaszczepienie wybranego startera malolak-
tycznego [4].

Dodatek lizozymu nie prowadzi do zmian w zawar-
tosci alkoholu, pH i wlasciwos$ciach organoleptycznych
wina. W winach czerwonych bialka jaja zawierajace
lizozym wigzg garbniki na drodze oddziatywan elek-
trostatycznych, zapobiegajac utracie barwy wina [68],
natomiast zastosowanie lizozymu wraz z dodatkiem
tanin enologicznych poprawia aromat wina dzieki
wiekszej zawartosci estrow i kwasow [83]. Ustalono
takze, ze wina otrzymane przy uzyciu kombinacji lizo-
zymu i diweglanu dimetylu (DMDC), innego zwigzku
proponowanego jako alternatywa dla SO,, majg lepsze
wlasciwosci aromatyczne, niz wina poddane dzialaniu
samego SO, [60].

Rozporzadzenie CE nr 606/2009 narzuca limit
500 mg/L dodatku lizozymu do moszczu. Nalezy pod-
kresli¢, iz lizozym stosowany w produkcji wina jest
izolowany z bialka jaja i zostal oznaczony jako alergen
Gal4, wigc moze wywolywac reakcje alergiczng, nawet
w niewielkich ilo$ciach, zwlaszcza gdy jest obecny
w winach nietraktowanych bentonitem [96]. W zwigzku
z powyzszym, przepisy europejskie (dyrektywa 2007/68/
WE) wymagaja, aby obecnos¢ lizozymu od stezenia
wynoszacego 0,25 mg/L byta zglaszana na etykiecie.

Podsumowujac, zastosowanie lizozymu moze pro-
wadzi¢ do redukcji SO, w winie, ale nie moze zastapic
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siarczynéw, poniewaz ma tylko dzialanie przeciw-
bakteryjne wobec LAB, nie jest w stanie kontrolowa¢
proliferacji zanieczyszczajacych drozdzy oraz bakterii
Gram-ujemnych, ani zjawiska utleniania w moszczach
i winach. Ponadto zastosowanie lizozymu w produkcji
wina musi by¢ rozwazne z uwagi na mozliwe reakcje
alergiczne u konsumentéw.

Kwas sorbowy jest krotkotancuchowym nienasy-
conym kwasem ttuszczowym, stabo rozpuszczalnym
w wodzie, rozpuszczalnym w etanolu, stosowanym
jako $rodek przeciwdrobnoustrojowy i przeciwgrzy-
biczy w konserwacji zywnosci. W produkcji wina jest
uzywany jako sorbinian potasu, ktéry zawiera 75%
kwasu sorbinowego i jest rozpuszczalny w wodzie [73].
Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa kwasu sorbowego
wynika z polaczenia tego zwiazku z grupa wodoro-
siarczkowg ukladu enzymatycznego mikroorganizmow,
prowadzac do jego dezaktywacji [30].

Rozporzadzenie UE nr 606/2009 naklada limit
200 mg/L stezenia kwasu sorbowego w winie. Taka
zawarto$¢ jest dobrze tolerowana przez kilka zanieczysz-
czajacych drozdzy obecnych podczas produkeji, takich
jak Z. bailii [86], Brettanomyces spp. [80, 91] oraz Sac-
charomycodes spp. [90]. Ponadto wykazuje brak aktyw-
nosci wobec bakterii AAB i LAB, na ktore istotny wpltyw
majg dopiero stezenia powyzej 0,5-1 g/L [73]. Jednakze
w polaczeniu z SO, kwas sorbowy wykazuje aktywnos¢
przeciwko drozdzom, takim jak S. cerevisiae, co pozwala
unikna¢ wtornej fermentacji win stodkich w butelkach
[85] oraz przeciwko drozdzom flor (Candida spp.), zdol-
nym rozwija¢ si¢ na powierzchni wina [73]. Chociaz
kwas sorbowy w ograniczonych prawem stezeniach nie
modyfikuje wlasciwosci organoleptycznych wina, LAB
w winach czerwonych sg w stanie reagowac z kwasem
sorbowym, wytwarzajac niepozadane zwigzki lotne
odpowiedzialne za ,,zapach geranium” [73].

Diweglan dimetylu (DMDC) jest zwigzkiem orga-
nicznym o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym. Unia
Europejska zezwolila na jego stosowanie w produkcji
wina, w maksymalnej dawce 200 mg/L (rozporzadze-
nie CE nr606/2009). Najczgstszym zastosowaniem
komercyjnym jest dodawanie DMDC tuz przed butel-
kowaniem do win o zawartosci cukru co najmniej 5 g/L
[24]. W winie DMDC jest szybko hydrolizowany do
metanolu i dwutlenku wegla (w ciagu 12 do 24 godzin),
jednak bez konsekwencji toksykologicznych i wptywu
na wlasciwosci organoleptyczne wina [27].

Mechanizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego
DMDC polega na reakcji z grupami aminowymi nie-
ktérych enzyméw w komorce, takich jak dehydroge-
naza alkoholowa i 3-fosforan gliceraldehydu, powodujac
metoksykarbonylacje reszt nukleinowych i prowadzac
do $mierci komérki drobnoustroju [72].
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DMDOC jest skuteczniejszy niz SO, wobec drozdzy,
poniewaz nie indukuje przejScia komoérek drozdzy
w postac zdolng do zycia, ale niehodowalng (VBNC), jak
to ma miejsce w przypadku SO,, ale prowadzi do $mierci
komorki. Jednak stosowanie tego zwigzku zamiast SO,
nie jest zalecane, poniewaz DMDC nie ma aktywnosci
przeciwutleniajacej, a w zatwierdzonych dawkach jest
nieskuteczny wobec bakterii. Dopiero bardzo wyso-
kie dawki majg dzialanie bakteriostatyczne, np. wzrost
Acetobacter aceti, czy Lactobacillus spp. hamujq stezenia,
odpowiednio, 1000 mg/L i 500 mg/L [27].

Gatunkami drozdzy najbardziej wrazliwymi na
DMDC sa: Zygosaccharomyces bailii, Zygoascus hel-
lenicus i Lachancea thermotolerans, podczas gdy inne
gatunki, takie jak Schizosaccharomyces pombe, Saccha-
romyces cerevisiae, Dekkera bruxellensis i Pichia guil-
liermondii sa rowniez wrazliwe, ale w nieco wyzszych
stezeniach [24]. Generalnie, Zygosaccharomyces spp.
wykazuja wieksza wrazliwo$¢ na DMDC, niz drozdze
z rodzaju Candida, Metschnikowia, Meyerozyma lub
Wickerhamomyces [100].

Chitozan jest gtéwna pochodng chityny, biopolimeru
skladajacego si¢ z jednostek N-acetyloglukozaminy potg-
czonych wigzaniami  (1->4). Polisacharyd ten wystepuje
bardzo powszechnie w naturze, gléwnie w mi¢czakach
i skorupiakach, ale takze w grzybach i owadach [33].
Jego zastosowanie jako potencjalnego srodka konser-
wujacego zywnos$¢ wynika z szerokiej aktywnosci biolo-
gicznej, w tym przeciwdrobnoustrojowej wobec grzybow
strzgpkowych, drozdzy i bakterii [76]. Chitozan zostat do-
puszczony przez Komisj¢ Europejska (Rozporzadzenie
CE 53/2011) do produkcji wina, jako $rodek klarujacy.
W tym zastosowaniu dopuszcza si¢ jedynie chitozan
pochodzacy z Aspergillus niger, aby unikna¢ wszelkich
potencjalnych obaw o alergennos¢ skorelowang z surow-
cem ze skorupiakéw. W zaleznosci od zastosowania chi-
tozanu stosuje si¢ go w réznych dawkach [89].

Dodatek 100 g/hL chitozanu jest stosowany w celu
zapobiegania zamgleniu wina i zmniejszenia stgzenia
metali cigzkich (Fe, Pb, Cd, Cu) [20, 22]. Dawki 500 g/hl
majg na celu ograniczenie zanieczyszczenia ochratok-
syng A (OTA), mikotoksyna wytwarzang przez grzyby
z rodzajow Aspergillus i Penicillium, ktéra moze by¢
obecna w winie w maksymalnej dawce 2 pg/1 (EC 2005)
[71]. Zkolei ilos¢ 10 g/hL jest dozwolona w celu zmniej-
szenia stezenia niepozadanych mikroorganizmoéw,
zwlaszcza drozdzy Brettanomyces spp.

Roézne gatunki LAB wykazuja zréznicowang wrazli-
wos$¢ na chitozan, np. Lactobacillus spp. wykazuje wyz-
szg opornos¢ na chitozan, niz Pediococcus spp., a Lacto-
bacillus plantarum jest bardziej oporny niz Lactobacillus
hilgardii, O. oeni i Pediococcus spp. [5]. Skutecznosé
chitozanu wobec AAB jest podobna do skutecznosci
siarczynow [92].
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Zwiazki fenolowe lub polifenole, naturalnie wyste-
pujace w winogronach i winach, s dodatkami chemicz-
nymi dopuszczonymi w enologii przez UE (Rozp. WE
nr 606/2009 i pdézniejszymi zmianami), gdy ich ilo$¢
w winogronach i winach jest zbyt mata [77]. Natu-
ralne stezenie zwigzkow fenolowych w winie zalezy od
réznych czynnikéw zwigzanych z jakoscia winogron
(odmiana, czas zbioru, gleba, klimat itp.) i praktykami
enologicznymi (czas i temperatura maceracji, fermenta-
cja ze skorkami i nasionami, dodatek enzymow, tlocze-
nie, MLF itp.) [75]. Gléwnymi zwigzkami fenolowymi
obecnymi w winie sg kwasy fenolowe (hydroksycyna-
monowy i hydroksybenzoesowy), flawonoidy, skon-
densowane taniny, antocyjany i stilbeny (resweratrol).
Zwigzki te odpowiadajg za wlasciwosci organoleptyczne
win, takie jak kolor i cierpkos¢ [94]. Ponadto, obecnos¢
polifenoli w winach wigze sie z korzy$ciami zdrowot-
nymi, wynikajgcymi z ich dobrze znanego dziatania
przeciwutleniajacego, przeciwnowotworowego i prze-
ciwzapalnego [97]. Wykazano tez aktywno$¢ zwigzkow
tenolowych wobec LAB, Candida albicans i patogenow
oportunistycznych, takich jak Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis i Pseudomonas
aeruginosa, sugerujac ich potencjalne zastosowanie
jako naturalnych §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych
w produkcji wina [65, 81]. Mechanizm przeciwdrob-
noustrojowego dzialania zwigzkéw fenolowych nie
zostal w pelni wyjasniony. Ustalono jednak, ze fenole
zwiekszajg przepuszczalno$¢ blony cytoplazmatycznej
z wyciekiem skfadnikow wewngtrzkomoérkowych bak-
terii, a takze moga zmienia¢ sklad kwasow tluszczo-
wych [74]. Wykazano takze ich zdolno$¢ do hamowania
syntezy peptydoglikanu, sktadnika §ciany komorkowej
bakterii oraz syntezy kwaséw nukleinowych [16, 87].

Wirdd zwigzkow fenolowych, interesujacym i inno-
wacyjnym substytutem SO, w czerwonych winach
wydaje sie resweratrol, ktory nalezy do stilbendw, ze
wzgledu na jego dzialanie przeciwutleniajace i prze-
ciwdrobnoustrojowe wobec AAB, LAB powodujgcych
psucie sie wina oraz drozdzy z rodzajow Dekkera, Zygo-
saccharomyces i Hanseniaspora [93].

Fizyczne alternatywy dla SO,

Obrobka termiczna i filtracja to gléwne fizyczne
metody stosowane w celu zmniejszenia mikrobiolo-
gicznej kontaminacji moszczéw i win. Temperatura,
oprocz wlasciwosci bojczych wobec bakterii i drozdzy,
sprzyja ekstrakcji antocyjanéw i innych polifenoli,
hamuje aktywno$¢ enzyméw oksydacyjnych i stabili-
zuje wina stodkie [43, 46]. Filtracja ma jednocze$nie
zastosowanie do klarowania, stabilizacji i sterylizacji
wina. W zaleznosci o rodzaju filtrow dziala na LAB,
AAB i drozdze [34, 46].
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Wymienione metody moga tez negatywnie wplywac
na wlasciwosci organoleptyczne wina [95, 99]. Obrdbka
termiczna w winach czerwonych moze skutkowaé
zmiang smaku i degradacja wrazliwych na ciepto poli-
fenoli i innych skfadnikéw bioaktywnych. Natomiast
w winach biatych wyzsza temperatura obniza stezenie
lotnych zwigzkéw aromatycznych [43]. Z kolei filtracja
to proces kosztowny i silnie utleniajacy wino. Wplywa
na obnizenie stezenia zwigzkdw aromatycznych, sma-
kowych i barwnych [34, 46], przez co moze powodowac
zmniejszenie intensywnosci barwy, ilosci antocyjanow
i garbnikéw w winach czerwonych, oraz pogorszenie
profilu aromatycznego w winach biatych [95].

Sposréd innych metod fizycznych stabilizacji wina
stosowane s3, np. wysokie ci$nienie hydrostatyczne,
ultradzwigki, promieniowanie ultrafioletowe i pulsa-
cyjne pole elektryczne [46, 99]. Sg to metody skuteczne
w kontekscie walki z mikroorganizmami powodujacymi
psucie sie wina oraz zachowania jego jakosci, jednakze
nie zapewniaja ochrony antyoksydacyjnej [99]. Sku-
tecznie eliminujg LAB i drozdze [57], a promieniowanie
UV jest dodatkowo aktywne wobec AAB [43, 46, 78].

Wysokie ci$nienie hydrostatyczne ma nieznaczny
wplyw na wilasciwosci fizykochemiczne i organolep-
tyczne wina [34, 43]. Stosowanie utradzwigkow przy-
spiesza dojrzewanie wina oraz wzmaga ekstrakcje
zwigzkow fenolowych w winach czerwonych i redukuje
aktywnos¢ enzymoéw oksydacyjnych [43, 77]. Promie-
niowanie UV réwniez wspomaga ekstrakcje zwiaz-
koéw fenolowych w winach czerwonych oraz zwieksza
zawarto$¢ zwiazkow bioaktywnych (stilbendw) [34, 43,
77]. Z kolei pulsacyjne pole elektryczne ma minimalny
wplyw na jako$¢ wina, ale pozwala skrdci¢ czas macera-
cji, przyspiesza dojrzewanie wina, inaktywuje drozdze
w winie stodkim oraz zmniejsza aktywno$¢ enzymow
oksydacyjnych [34, 46, 77].

Mikrobiologiczne alternatywy dla SO,

Strategia alternatywna do chemicznych i fizycz-
nych metod kontroli mikroorganizméw powodujacych
psucie si¢ wina opiera si¢ na wykorzystaniu interakcji
i metabolizmu drobnoustrojow [99]. Jednym z mikro-
biologicznych rozwiazan problemu psucia si¢ wina jest
bioochrona moszczu winogronowego, polegajaca na
celowym zaszczepieniu gatunkéw drozdzy zdolnych
do szybkiej kolonizacji, co zapobiega rozwojowi nie-
pozadanych mikroorganizméw [12, 58]. Najczesciej do
bioochrony wina stosowany jest Saccharomyces cere-
visiae [17, 82], gatunek drozdzy zalecany przez Mie-
dzynarodowg Organizacje ds. Winorosli i Wina (OIV,
ang. International Organisation of Vine and Wine)
do wczesnego zaszczepiania moszczu w celu uniknie-
cia psucia si¢ wina. Wykazano jednak, ze pozytywny
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wplyw na zlozonos¢ i jakos¢ sensoryczng win moga
mie¢ takze inne drozdze [23, 64].

Inne koncepcje ochrony wina przed psuciem, sta-
nowigce propozycje alternatywy dla dodatku SO,
opieraja si¢ na wykorzystaniu szczepdw starterowych
drozdzy, zdolnych do wytwarzania metabolitow o dzia-
taniu przeciwdrobnoustrojowym, takich jak myko-
cyny, krotko i srednio-fanicuchowe kwasy ttuszczowe,
czy peptydy przeciwdrobnoustrojowe [46]. Mykocyny
wykazujg aktywno$¢ wobec drozdzy powodujacych
psucie si¢ wina oraz stanowigcych zanieczyszczenie
podczas produkgji. Sa bezpieczne do spozycia dla ludzi,
jednak badania nad zastosowaniem oczyszczonych tok-
syn w produkcji wina sg jak dotad nieliczne [18, 46,
99]. Z kolei krétko i $rednio-tancuchowe kwasy ttusz-
czowe hamujg wzrost drozdzy oraz sg aktywne wobec
LAB. Monolauryna, ktéra jest monoglicerydem kwasu
laurowego, posiada status GRAS (ogélnie uznane za
bezpieczne, ang. generally recognized as safe) i zostala
zatwierdzona przez OIV jako $rodek przeciw pienigcy
w produkcji wina. Udowodniono tez wplyw estrow
kwaséw tluszczowych na owocowy zapach wina. Poza
korzystnym oddzialywaniem kwaséw tluszczowych,
sa one odpowiedzialne za nieprzyjemne, serowe, thu-
ste i zjelczale aromaty w winie [46, 99]. Innymi meta-
bolitami proponowanymi do zastapienia siarczynéow
w produkcji wina sg przeciwdrobnoustrojowe peptydy
z drozdzy winiarskich. Sg one nietoksyczne dla ludzi
i aktywne wobec LAB oraz drozdzy odpowiedzialnych
za psucie sie wina i tworzgcych biofilm [46, 98, 99].

Naprzeciw koncepcjom produkeji wina o niskiej
zawartosci SO, wychodzg badania nad potencjalnym
zastosowaniem Saccharomyces cerevisiae [99]. Dotycza
one szlakéw metabolicznych zwigzanych z produkeja
zwigzkow zawierajacych siarke przez drozdze winiar-
skie i ich tolerancjg na siarczyny, poczawszy od produk-
cji siarczynu i glutationu do detoksykacji siarczynow
poprzez wyptyw blonowy oraz produkeji zwiazkow
wigzacych SO, [99].

3. Nanotechnologia w enologii

Nanomaterialy zyskaly duze znaczenie we wspol-
czesnej nauce. Sa to substancje, ktérych rozmiar
w przynajmniej jednej plaszczyznie jest opisywany
w skali nanometrycznej [50]. Liczne prace badawcze
dowodza, Ze nanomaterialy moga by¢ wykorzystywane
w mikrobiologii, szczegdlnie jako substancje o poten-
cjale bakterio- i grzybobojczym [59]. Takie wlasciwosci
zostaly wykazane m.in. przeciw znanym patogenom
oportunistycznym, w tym E. coli, S. aureus, P. aerugi-
nosa, C. albicans [21, 79].

Czy zatem istnieje mozliwos¢ wykorzystania nano-
technologii w modernizowaniu procesu winifikacji?
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Nalezy podkresli¢, ze nanotechnologia juz znajduje
zastosowanie w ocenie ilo$ciowej i jakosciowej wina,
gltéwnie poprzez aplikowanie sensoréw zawierajacych
nanokomponenty. Moga one zosta¢ wykorzystane do
monitorowania zmieniajacych si¢ parametréw wina
docelowo prowadzac do stworzenia ,.elektronicznego
jezyka’, ktory bedzie ocenial walory jakosciowe wina
bez konieczno$ci angazowania czlowieka [47]. Wydaje
sie takze prawdopodobne, ze nanostruktury majg poten-
cjal do wykorzystania w stabilizacji wina, szczegélnie
uwzgledniajac struktury zlozone z materiatéw dopusz-
czonych do stosowania w przemysle spozywczym [37,
47]. Do takich materialow zalicza si¢ krzemionke, ktora
widnieje w spisie dodatkéw do zywnosci pod numerem
E551, jako emulgator i $rodek przeciw spieniajacy [2].
Nanosfery krzemionkowe byly juz testowane wobec bak-
terii Oenococcus oeni. Testy te przyniosty efekt redukcji
ilosci komédrek w badanych prdébkach, gdzie prawdo-
podobnym mechanizmem dzialania byla inaktywacja
poprzez mechaniczne uszkadzanie komoérek lub wywo-
lywanie stresu oksydacyjnego [15]. Przy zastosowaniu
nanosfer krzemionkowych w koncentracji 0,5 mg/mL
w mlodym czerwonym winie uzyskano w przyblizeniu
50% redukcje [63]. Podobne nanostruktury skfadajace
sie z mezoporowatej krzemionki w formie nanorurek
(iz dodatkiem ditlenku tytanu) mogg takze stymulowac
aglomerowanie komorek. Efekt ten zostal dotychczas
wykazany na modelu P, aeruginosa [3], a zatem nie-
zwigzanym z procesem winifikacji. Potwierdzenie tego
efektu na mikroorganizmach uczestniczgcych w wytwa-
rzaniu wina nadal wymaga weryfikacji.

Interesujacym aspektem badan nad oddzialywa-
niami drobnoustrojéw z nanomateriatami jest znaczenie
tych interakcji w specyficznej odpowiedzi fizjologicznej
komorek. Wsrod efektow opisanych dotychczas nalezy
wyr6zni¢ mozliwos¢ destabilizacji membran komorko-
wych, wspomniane aglomerowanie komoérek oraz ich
pozostalosci do nanomaterialow i agregatow zlozonych
z tych nanostruktur, a takze stymulowanie biofilmowa-
nia i pobudzanie wytwarzania metabolitow wtérnych,
w tym barwnikow [42, 44, 67]. Niedawno przeprowa-
dzone badania dowodzg, ze charakterystyczne oddzia-
lywanie nanomaterialéw z drobnoustrojami moze by¢
takze wykorzystywane w bioinzynierii procesu produk-
¢ji wina. Dusak i wsp. [32] przyltaczyli do powierzchni
komorek O. oeni nanoczastki magnetyczne, ktdre po-
zwalaly na odseparowanie tych bakterii w momencie,
kiedy eksperymentatorom zalezalo na zatrzymaniu
fermentacji jabtkowo-mlekowej prowadzonej przez te
drobnoustroje. Nalezy podkresli¢, ze przylaczone nano-
czastki nie powodowaly zmiany metabolizmu O. oeni
przed ich odseparowaniem z procesu. W podobny spo-
sob, stosujac superparamagnetyczne nanoczgstki tlenku
zelaza (y-Fe O,), mozliwe bylo takze usuwanie drozdzy
z procesu produkcji wina musujacego [11].

KAMILA PACHNOWSKA, ADRIAN AUGUSTYNIAK, JOLANTA KARAKULSKA

4. Podsumowanie

Tysigce lat tradycji produkcji wina przez ludzkos¢
doprowadzily do wytworzenia wielu usprawnien tego
procesu, czego dowodem s3 liczne metody fizyczne
i chemiczne. Dzieki zwiekszaniu zasobow wiedzy
dotyczacej drobnoustrojéw towarzyszacych winifikacji,
opracowano takze mikrobiologiczne sposoby regulowa-
nia tego procesu. Znanych jest wiele metod mogacych
zapewni¢ kontrole mikrobiologiczng winifikacji, przy
zachowaniu wlasciwosci i wysokiej jako$ci wina. Nie
ma obecnie dostepnego jednego zwigzku zdolnego do
catkowitego zastgpienia SO, w tym procesie, ale pola-
czenie wybranych procedur moze w efekcie skutecznie
zmniejszy¢ zawarto$¢ siarczyndéw w winie, spelnia-
jac tym samym oczekiwania konsumentéw zaréwno
w zakresie zdrowia i bezpieczenstwa, jak i przyjaznego
podejscia do srodowiska. Co wiecej, mimo istniejacych
skutecznych drég stabilizowania wina, poszukiwania
nowych rozwigzan nadal s3 tematem rozwojowym,
ktory wraz z upowszechnianiem si¢ metod bioinzynierii
i biologii molekularnej bedzie sie rozwijat w kierunku
zrozumienia i manipulacji procesu winifikacji takze na
poziomie molekularnym. Nie bez znaczenia jest takze
sieganie po osiggniecia nanotechnologii. Louis Pasteur
mial racje przewidujac skomplikowanie z pozoru pro-
stego procesu wytwarzania wina.

Podziekowania

Praca sfinansowana ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki
w ramach projektu Preludium 13 (Nr 2017/25/N/ST5/01222) pt.
Wplyw nanomateriatéw fotoaktywnych na stabilnosé mikrobiolo-
giczng i sktad chemiczny soku winogronowego i wina’.
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Abstract: This year we are celebrating the 200th anniversary of the birth of Louis Pasteur, one of the fathers of microbiology. Interestingly,
the time when Pasteur disproved the doctrine of ,,spontaneous generation” and announced the “germ theory of disease” coincides with
the discovery of Cryptococcus neoformans and its role in cryptococcosis. Today, only in the realm of guesswork can remain the correct
answer to the question ,,whether the observed parallelism of these events was accidental?” or ,,whether Pasteur’s discoveries constituted
a solid foundation of the research on the etiological factors of cryptococcosis?”. Until recently, it might seem that all major virulence fac-
tors of pathogenic fungi of the Cryptococcus species complex have been thoroughly described. Meanwhile, the simultaneous publication
in 2018 of three in vitro protocols for the induction of Titan cells, also known as giant cells, opened up new possibilities for research on
the relatively uncharacterized virulence factor that is crucial for Cryptococcus spp. Research on the titanization process makes us realize
how little we know about the virulence factors of these fungi, and how much more can be improved in the context of the treatment and
prevention of cryptococcosis. The following review is not only a historical outline of research on Cryptococcus spp. and cryptococcosis,
but also synthetically describes the virulence factors of these basidiomycetous yeasts, with particular emphasis on the titanization process.
The phenomenon of titanization as a process of a specific morphological transformation, like Titan cells, are completely new terms in
Polish literature, which will be introduced to readers here. We live in a post-antibiotic era where the lack of effective and non-toxic drugs
affects patients all over the world. Specifically, the availability of only fluconazole, amphotericin B and flucytosine in therapy of crypto-
coccosis constitutes a significant limitation. For this reason, research on the virulence factors of Cryptococcus spp. will allow to find new
effective antimycotics, including inhibitors of the titanization process.

1. Background. 2. History of research on Cryptococcus and cryptococcosis. 3. Cryptococcal virulence factors/determinants. 4. Morpho-
logical transformation as a strategy to averting the host immune attack. 5. Titan cells formation is unique for members of the Cryptococcus
species complex. 6. Conclusions

OPORTUNISTYCZNE PATOGENY Z RODZAJU CRYPTOCOCCUS
W CZASACH LUDWIKA PASTEURA I W DWUSETNA ROCZNICE JEGO URODZIN
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Podobnie, dostepnos¢ w terapii kryptokokozy jedynie flukonazolu, amfoterycyny B i flucytozyny nie napawa optymizmem i stanowi
znaczne ograniczenie. Z tego wzgledu badania nad czynnikami wirulencji Cryptococcus spp. pozwola znalezé nowe skuteczne antymyko-
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1. Background

As this year we are celebrating the 200th anniver-
sary of the birth of Louis Pasteur (www.pasteur2022.
com), microbiologists probably wonder what was the
state of knowledge about the subject of their studies
during times of Pasteur. This question also arose in my
mind, namely, what was known about the fungi of the
genus Cryptococcus in Louis Pasteur days? Long before
the role of bacteria as the etiological agents of diseases
was described [104] and before the germ theory of dis-
eases was announced by Louis Pasteur [102, 103, 105],
the pathogenicity of fungi was noticed [117]. Just dur-
ing this period, before Pasteur disproved the theory
of spontaneous generation [103], and long before the
definition of ,,infection” was formulated, Robert Remak
made a significant discovery in 1837 demonstrating
the presence of fungal hyphae in yellow cup-shaped
crusts (scutula). Indeed the description of Trichophy-
ton schoenleinii (then known as Achorion schoenleinii)
initiated the development of modern medical mycology
[117] and, most importantly, gave rise to the perception
of microscopic fungi, and thus other microorganisms,
as potential etiological agents of infectious diseases.
It wasn’t long before other etiological agents of infec-
tious diseases were discovered. Soon after the discov-
ery of Remak, in 1843, David Gruby, working in Paris,
proved that Microsporum audouinii is the etiological
agent of tinea microsporica [1]. In turn, in 1848 the
Swedish microbiologist Pehr Henrik Malmsten isolated
and described Trichophyton tonsurans as an etiological
agent of tinea trichophytica [1], which was an extra-
ordinary achievement in the pre-Pasteur period.

2. History of research on Cryptococcus
and cryptococcosis

Slightly before the original descriptions of derma-
tophyte species appeared, the genus Cryptococcus was
established and first described in 1833 by Kiitzing,
who isolated this microorganism as saprophytic from
a dirty window [74]. According to his assumption and
later suggestions of Benham [6] and Vuillemin [133],
this genus was to gather yeast-like fungi that did not
produce hyphae, are not capable of undergoing asco-
spore formation and showing inability to ferment car-
bon sources. A year before Louis Pasteur’s death and
10 years after announcing the Koch’s postulates [1, 5],
Cryptococcus neoformans was discovered as an etio-
logical agent of cryptococcosis, a disease entity, which
in many parts of the world more often leads to death in
the group of HIV/AIDS patients than tuberculosis
[101]. This yeast-like fungus was first isolated in 1894
by Busse [14, 15] and Buschke [13], from sarcoma-like
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lesion of the tibia from a 31-year-old woman and skin
eruptions of the patient suspected of coccidioidomyco-
sis, respectively. While it remains unclear whether these
two scientists were aware of Koch’s postulates and
Pasteur’s discoveries, it is apparent that Koch’s postu-
lates and Pasteur’s assumptions were fully met by both
researchers. Importantly, Busse and Buschke isolated
the same etiological agent from the examined lesions,
ultimately obtaining pure cultures of C.neoformans.
It can be easily noticed that Koch's postulates and
Pasteur’s assumptions were fully met by both research-
ers. In the same year Francesco Sanfelice isolated men-
tioned fungus as saprophytic microorganism from
peach juice in Italy incorrectly classifying it as Saccha-
romyces neoformans, but species epithet ,,neoformans”
is accepted till these days [115]. Later, in 1896 Sanfelice
for the second time isolated this fungus from lymph
node of a cattle indicating on its pathogenic nature
[116]. All these findings did not escape the attention of
Vuillemin, who transferred both Cryptococcus hominis
and S. neoformans, respectively described by Busse and
Sanfelice, to the genus Cryptococcus, which comprises
significantly different species than members of the Sac-
charomyces genus — fermenting yeasts [133]. The first
discoveries by Busse and Buschke and the later Sanfelice
and Frothingham [41] allowed to establish that C. neo-
formans causes infection in both humans and animals.
As it is currently known C.neoformans is not the
only etiological agent of cryptococcosis. A year after
descriptions of cryptococcosis by Busse and Buschke,
Ferdinand Curtis postulated that Cryptococcus gattii,
described then by him as Saccharomyces subcutaneous
tumefaciens may also be an etiological agent of this dis-
ease entity [24]. The first cases of cryptococcal menin-
gitis, caused respectively by C. neoformans and C. gattii,
were noticed in 1914 by Verse in a dead woman [129]
and in 1970 by Gatti and Eeckels in a 7-year-old leuke-
mic child in Republic of Congo [45]. The significant
progress in immunology in the 20th century and the
availability of new serological techniques allowed Evans
in 1949 to distinguish 3 different serotypes in the pool
of pathogenic strains of Cryptococcus spp., which were
isolated from humans [35]. Nearly 20 years later, Ralph
Vogel added serotype D to previously described by
Evans serotypes A, B and C. The new serotype intro-
duced by Vogel was detected by using the indirect fluo-
rescent antibody test (IFA) [132]. A growing awareness
among clinicians and the availability of new diagnostic
tools led to an increase of the new strains of Cryptococ-
cus spp. isolated from sick people and animals. In the
second half of the twentieth century, the name C. neo-
formans had 40 synonyms [112] and only in 1989 Jack
W. Fell proposed conserving the genus name as Crypto-
coccus Vuillemin [37]. Still in 2010, in the pages of the
5th edition of the extensive monograph “The yeasts:
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a taxonomic study” [38], the genus Cryptococcus
included 70 species of both pathogenic and nonpatho-
genic yeasts. In the clinical and practical context, the
classification of strains isolated from humans and ani-
mals, based on determination of their serotype, was
particularly important. Since the discovery of the tele-
omorphs Filobasidiella neoformans and F bacillispora
[64-66], serotypes A and D as well as B and C have
been assigned to them, respectively [67, 71]. According
to the newest nomenclature modifications and the
recommendations established during the XVIII Inter-
national Botanical Congress, (Melbourne, July 18-22,
2011) the species names of basidiomycetous yeasts have
also undergone changes [55, 56]. In case of F bacil-
lispora, the initial change was to C. bacillisporus, then
to C. neoformans var. gattii, and finally to C. gattii [68].
In turn, E neoformans was changed to C. neoformans,
for which two varieties came to be distinguished,
namely C. neoformans var. neoformans (representing
serotype D) and C. neoformans var. grubii (representing
serotype A) [39]. Only strains representing serotype D
were classified in the first varietas, and isolates of sero-
type A in the second [39]. The presence of four distinct
serotypes (A, B, C, D) was also confirmed by Wilson in
1968 [135], who showed significant differences on the
level of antigens present in polysaccharide capsule. Cur-
rently, based on advanced phylogenetic analyzes and
studies at the level of genotypes and phenotypes, the
Cryptococcus species complex includes seven haploid
and four hybrid species [54]. Thus, there are currently
two acceptable species within the Cryptococcus neofor-
mans species complex: C. neoformans (serotype A) and
C. deneoformans (serotype D). Strains that are hybrids
of serotypes A and D - Cryptococcus neoformans
x Cryptococcus deneoformans were also isolated from
the natural environment. In turn, additional molecular
characteristics of the strains currently included in the
Cryptococcus gattii species complex revealed the exist-
ence of five separate species: C. gattii, C. deuterogattii,
C. decagattii (all represent serotype B), C. bacillisporus
and C. tetragattii (represent serotype C). The existence
of three interspecific hybrids has also been demon-
strated: Cryptococcus neoformans x Cryptococcus gattii
(AB serotype), Cryptococcus neoformans x Cryptococcus
deuterogattii (AB serotype) and Cryptococcus deneofor-
mans x Cryptococcus gattii (DB serotype) [54]. All the
mentioned species were isolated several times as aetio-
logical agents of different disease entities in humans
and animals. The nomenclature adopted in 2015 was
the result of earlier efforts to systematize the naming of
these pathogenic species. Earlier attempts to organize
the terminology were based on the Amplified Fragment
Length Polymorphism, AFLP [8]. There have also been
attempts to introduce genotype nomenclature based on
the Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP
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[84]. Both of these approaches provided a solid base to
propose new solution by Hagen et al. [54]. Phylogenetic
analyzes carried out in recent years shed new light on
the proposed new systematics of the genus Cryptococcus.
Based on four genes, namely LAC, URA5, mtLrRNA and
ITS, it was estimated that the C.neoformans species
complex split from the C. gattii species complex about
37 million years ago, and C. neoformans and C. deneo-
formans species evolved from a common ancestor
approximately 18.5 million years ago. In turn, C. gattii
and C. bacillisporus differentiated into separate species
about 9.5 million years ago [138]. Recent calculations
based on the analysis of the genomes suggest that the
divergence between species of the C. neoformans and
Cryptococcus gattii complexes could have occurred 80
to 100 million years ago [17]. Considering this finding,
it is striking that the participation of individual species
in causing various forms of cryptococcosis is unequal.
Specifically, about 95% of cryptococcal infections are
caused by strains of the species C. neoformans (sero-
type A), and the remaining 4% to 5% of infections are
caused by C. deneoformans (serotype D) or strains of the
C. gattii species complex (serotypes B and C) [81].

3. Cryptococcal virulence factors/determinants

Virulence/pathogenicity has been defined as the
relative ability of a microorganism to enter, cause tis-
sue damage, and proliferate in the host body. Mortality
is a commonly used measure of virulence/pathogenic-
ity in human populations [18, 106]. Most pathogenic
microorganisms have several virulence factors that can
damage the host’s tissues, which determines the overall
net virulence phenotype [82]. Members of the Crypto-
coccus species complex present a particularly rich
spectrum of virulence factors (recently presented dur-
ing the webinar organized by Polish Mycological Soci-
ety [https://tinyurl.com/bdhhurrv]). Members of the
Cryptococcus species complex are well known because
they produce two virulence factors that significantly
interfere with the host’s immune system, namely the
polysaccharide capsule and melanin. These factors not
only effectively disrupt the functions of the immune
system, but also protect against phagocytosis and reac-
tive oxygen species (ROS) released by elements of the
immune system [141].

The virulence factor of pathogenic Cryptococcus
species that is of considerable clinical importance is
the polysaccharide capsule [82]. The synthesis of the
capsule material begins in the early stages of infection
and is important to the development of the disease
to such an extent that acapsular strains are avirulent
in murine models of cryptococcosis [20]. The capsule
provides resistance to stress factors such as dehydration,
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to which fungal cells are particularly exposed in the nat-
ural environment [143]. During infection, the capsule
helps to reduce the risk of phagocytosis and increases
the chance of survival of engulfed cryptococci through
several mechanisms. For instance, capsule impairs
the recognition of fungal cell surface antigens by mac-
rophages, contributing to the avoidance of phagocytosis
[88]. Moreover, capsular polysaccharides have antioxi-
dant properties, protecting fungal cells against the toxic
effects of ROS produced during intracellular parasitism
inside the phagolysosome [143]. Capsule enlargement
can also confer resistance to antimicrobial peptides
and amphotericin B, but increases susceptibility to
fluconazole [34, 143]. Chemically capsule consists
mainly of glucuronoxylomannan (GXM, approx. 90%),
galactoxylomannan (GXMGal, 5-8%), and manno-
proteins (~ 1%). Variation at the level of this structure
and in the proportions of the individual components
of the capsule changes its antigenic properties, which
are the basis for distinguishing between serotypes
[16, 135]. Fluctuations in the size of the polysaccharide
capsule impact the chances of yeast cell survival inside
the macrophages [98].

There are several factors which can induce capsule
production in vitro, such as CO,, iron and other nutri-
ent deficiency, and contact with mammalian serum
[34]. Quantitative and qualitative changes at the capsule
level result in the formation of a very heterogeneous
population of Cryptococcus cells, differing in epitope
composition, which reduces the effectiveness of a nor-
mal immune response [44]. Moreover, the structure
and composition of the capsule can undergo micro-
evolution even during the in vitro conditions, thanks
to which the microbial population is phenotypically
and antigenically variable depending on the growth
conditions of the culture [83]. It is well known that the
increase in capsule density makes it less permeable to
elements of the immune response, such as antibodies,
the complement system or antimicrobial peptides [34].
Capsule growth in thickness and increase in its density
can be induced by various environmental factors. The
in vitro studies showed that polysaccharides contained
in the capsule are not only bound to the cell wall, but
also released into the culture medium (exopolysaccha-
rides). During infection, they can be found in tissues,
cerebrospinal fluid, and blood [40]. Exopolysaccharides
promote disease development through multiple mecha-
nisms. Both GXM and GXMGal induce apoptosis of
immune cells by activating membrane FasL/Fas pro-
teins leading to the formation of complexes (trimeriza-
tion) which initiates apoptosis in helper lymphocytes
[130]. The secreted exopolysaccharides may also disturb
the production of antibodies, induce conditions of com-
plement deficiency [142], inhibit leukocyte migration
[33], reduce the penetration of immune cells across the
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blood-brain barrier [26], or stimulate the production of
cytokines and chemokines [128]. Thus, the polysaccha-
ride capsule protects Cryptococcal cells in various ways,
both against specific and non-specific mechanisms
of host immune system defense, as well as against many
environmental physico-chemical factors.

Another virulence factor of key importance for
members of Cryptococcus species complex is the accu-
mulation of dark pigment melanin in the cell wall,
which may also be released extracellularly [32]. Unlike
some fungi which constitutively synthesize dihydro-
xynaphthalene (DHN) melanin, Cryptococcus spp. pro-
duces DOPA-melanin only under induction condi-
tions, in the presence of exogenous substrates such as
3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA) and other di/poly-
phenol compounds such as epinephrine and norepi-
nephrine [12]. It is commonly known that the concen-
tration of catecholamines, including adrenaline and
noradrenaline, which are well known neurotransmitters,
is higher in the cerebrospinal fluid than in the blood.
This explains the neurotropism manifested by the cells
of pathogenic Cryptococcus spp. [34]. Melanin synthesis
depends on the enzyme diphenol oxidase, encoded by
two genes: LACI and LAC2, but only LACI is signifi-
cantly expressed under most conditions and its dele-
tion results in a reduction in virulence [107]. Notably,
the ability to synthesize melanin, and the presence of
polysaccharide capsule, is not restricted to members
of pathogenic Cryptococcus species complex. The pres-
ence of these virulence factors even in saprophytic spe-
cies indicates the importance of these natural defense
mechanisms for functioning in a changing natural
environment [109]. Melanin plays an important role
in changing environmental conditions, i.e. it protects
against enzymatic degradation by soil microorganisms
(amoebas), UV and gamma radiation [19, 62], heavy
metals, and high temperature [90]. Melanin along with
the capsule is described as one of the most important
virulence factors for members of the Cryptococcus spe-
cies complex [69]. Mutants incapable of melanization
show much lower virulence [72]. Melanin has been
shown to play a key role in the spread of pathogen cells
from the lungs to the CNS [91], and to influence the host
cytokine production [28]. This natural pigment may also
directly bind and reduce efficacy of selected antifungal
drugs, as has been shown for amphotericin B [27]. Lac-
case enzymes are mainly responsible for the synthesis of
melanin which interfere with the massive release of ROS
from cells, in part through iron sequestration and oxi-
dation during the infection [139]. Moreover, it has also
been shown that enzyme proteins of the laccase group
are not only involved in the synthesis of melanin, but
also play a role in the process of non-lytic exocytosis,
allowing fungal cells to escape from macrophages, which
in fact resembles the process of vomocytosis [96].
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Urease is yet another important virulence factor
common to fungi of the genus Cryptococcus. Urease
catalyzes the decomposition of urea into carbon dioxide
and ammonia, what is also manifested by an increase in
pH. Urease enables yeast cells to use urea as a sole nitro-
gen source [141]. During infection, urease alkalizes the
internal environment of the phagolysosome, limiting
damage caused by the macrophage, and prolonging
intracellular parasitism [42]. Relatively recently, it was
shown that urease also influences non-lytic macrophage
exocytosis, known as the vomocytosis phenomenon
[42]. Urease has been shown to be required for CNS
colonization as it promotes the sequestration of yeast
cells in the microcapillary vessels of the brain. It has
also been hypothesized that ammonia promotes the
adhesion of C. neoformans/ C. gattii cells to the sur-
face of vascular endothelial cells, either by increasing
the expression of adhesins on the endothelium, or by
a direct toxic effect on the integrity of the tight con-
nections of the blood-brain barrier, which facilitates
invasion into the CNS [97]. Thus, urease contributes
to virulence by allowing the pathogen to survive and
spread in macrophages and invade the CNS. Interest-
ingly, inhibition of urease activity does not block the
development of infection, as mutants deficient in ure-
ase activity are still pathogenic in animal models and
disseminated infections in humans caused by urease
negative strains have been described [127].

One of the most important virulence determinants
which enables the development of infection in the
mammalian body is the ability to grow and prolifer-
ate at 37°C. It is a feature common to all pathogenic
species clustered in the Cryptococcus species complex,
although it is also found in some saprophytic strains
of the genus Cryptococcus. This ability is believed to
have allowed the members of Cryptococcus species
complex to evolve into successful human and animal
pathogens (reviewed in) [29]. Several proteins impor-
tant for high temperature tolerance have been charac-
terized [123]. Proteins important for high temperature
growth include manganese-containing mitochondrial
superoxide dismutase, which plays an important role
in the response to this type of stress [50]. The impor-
tance of trechalose, a sugar specifically synthesized in
fungal cells, that protects against various types of stress,
including heat, was also described. Components of the
trehalose biosynthetic pathway have been shown to be
required for high temperature growth and thus deter-
mine the virulence of pathogen cells [134]. Various
signal transduction pathways also play a role in detect-
ing and responding to heat stress. These include the
calcineurin pathway [63, 92], MAP kinase pathways,
including the protein kinase C (PKC) cell integrity
signaling pathway [47] and the high-osmolarity gly-
cerol (HOG) mitogen-activated protein kinase pathway
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[140] and the Ras signaling pathway [3]. The pathway
with the best documented influence on the ability to
grow in mammal body temperature is the calcineurin
A pathway. C. neoformans mutants with a deletion of
the CNAI gene (encoding calcineurin catalytic subu-
nit) are not able to grow at temperatures above 35°C
and are avirulent. Apart from the involvement of the
calcineurin pathway in thermotolerance, this pathway
participates in the response to other types of stress, and
thus significantly influences the virulence [34].

An indispensable ability for the survival of yeast
cells in the environment and in the host is the adapta-
tion of the pathogen to the changing pH. It is com-
monly known that the transcription factor Rim101 is
involved in the alkaline pH response and is the major
protein involved in this adaptation [99]. This protein
indirectly influences also virulence factors, such as
polysaccharide capsule, and Titan cell formation, and
impact the integrity of the cell wall [100].

Despite a general strategy to avoiding phagocyto-
sis, Cryptococcus spp cells require macrophages to effi-
ciently leave the lung environment and spread to other
host organs, including crossing the blood-brain barrier
and penetration into the CNS. This strategy, known as
the Trojan horse tactic, allows the infection to spread
effectively. It has been shown that fungal cells inside
macrophages remain viable and replicate efficiently
in the acidic environment of the phagolysosome [23].
It is therefore puzzling that, on the one hand, Crypto-
coccus spp cells have developed mechanisms to avoid
phagocytosis, and on the other hand, proliferation inside
macrophages promotes the infection into other organs.
These apparently contradictory mechanisms are, in fact,
two complementary strategies that account for the enor-
mous plasticity of the pathogen’s cells depending on the
prevailing conditions. In the context of antiphagocytic
activity, the Appl protein, discovered by the Luberto
etal. [76], plays an important role. This protein was
tirst identified in the serum of AIDS patients and it has
been shown that its release effectively inhibits the mac-
rophage phagocytosis process [76]. In turn, proliferation
inside macrophage phagolysosomes and transition to
the CNS may be considered profitable for the pathogen’s
cells. Supporting this view, is an evolutionary mecha-
nism called vomocytosis that allows the fungal cells to
leave the interior of macrophages without any negative
effect on the pathogen and host cells. The mechanism of
release from macrophages without damaging the host
cells and thus without inducing inflammation, so far
has been described only for members of the Crypto-
coccus species complex [77]. Vomocytosis, also called
non-lytic exocytosis, is the fusion of the phagolysosome
membrane with the macrophage plasma membrane, as
a result of which the fungi are pushed out of the phago-
cyte. The urease catalyzes the hydrolysis of urea to form
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ammonia, which raises the phagosomal pH [118]. The
alkalization of the phagolysosome environment causes
the yeast to enter a resting state in which intracellular
replication is delayed. This prolongs the intracellular
parasitism of cells and increases the probability that
fungal cells will have time to move from the lungs to
the CNS before the yeasts will be released in the latent
phase in an environment unfavorable for them [42].

An interesting and relatively recently discovered vir-
ulence factor are tubular mitochondria, the presence of
which has so far been described only in members of the
Cryptococcus gattii species complex [11, 131]. Tubular
mitochondria form as a result of fusion, in a revers-
able process. The presence of this type of mitochon-
dria in a subset of the population leads to the so-called
,»division of labor” [131]. The formation of cells with
this phenotype is stimulated by host ROS, which are
released in large quantities. As a result, some cells in
the population that developed tubular mitochondria
stop proliferating and are directly involved in neu-
tralizing oxidative stress, allowing the remaining cells
to proliferate intensively. It is currently known that
C. deuterogattii (R265) strain that emerged recently
on Vancouver Island, Canada due to its ability to form
tubular mitochondria is characterized by a particularly
hypervirulent phenotype [78, 89]. This is supported
by the fact that mitochondria can be the source of the
rapid evolution of pathogen virulence as their genomes
are present in high copy numbers and show a much
higher mutation rate than nuclear DNA [53].

The relatively recently described extracellular vesi-
cles (EVs) seem to play an important role in crypto-
coccosis. Cells of the genus Cryptococcus produce EV's
with a diameter of 80 to 500 nm, which cross the cell
wall and are released into the environment. It is con-
sidered that fungal EV's participate in many biological
processes related to virulence including induction of
antifungal resistance and biofilm formation or transfer
of virulence-associated molecules and modulation of
host immune cells [111]. It has been shown that EV's
are directly involved in the transport of the main com-
ponent of the polysaccharide capsule - glucuronoxylo-
mannan (GXM), but also such lipids as glucosylcera-
mide and some sterols. These vesicles are also observed
in acapsular strains, which suggests that Cryptococcus
spp. may use vesicular transport to secrete very differ-
ent compounds. EVs are also released during the pro-
liferation of cryptococcal cells inside macrophages, sug-
gesting a role in pathogenesis [75]. This is confirmed by
the fact that the glucosylceramide released in this way
induces the production of anticryptococcal antibodies
during human infection [113]. It is currently known
that glucosylceramide regulates the virulence of Crypto-
coccus spp. cells and is essential for fungal growth at
neutral/alkaline pH in vitro and in vivo [110].
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It has been shown that most of the virulence factors
described herein can be regulated by both environmen-
tal factors and host environment. This means that the
expression of virulence factors may be different in the
natural environment compared to the environment of
the host. A change in the expression level of individual
virulence factors may affect the host-pathogen interac-
tion, the host immune response, and finally the suscep-
tibility of the pathogen’s cells to antifungal drugs [85].

4. Morphological transformation as a strategy
to averting the host immune attack

Morphological transformation, called in some cases
phenotype switching, is a reversible phenomenon that
occurs both in vitro as in vivo in case of cultivable fun-
gal species. It is defined as the spontaneous appear-
ance of cells with altered morphology accompanied by
a rate faster than that known for somatic mutations [59,
122]. Morphological transformation involves a series
of changes at the cellular level, but is a reversible, con-
trolled process, which distinguishes it from random
changes caused by point mutations in the genome. For
this reason, in vivo morphological transitions of the
pathogen often impact the host-pathogen interaction
diametrically. For instance, entirely different virulence
factors are associated with blastoconidia than with
other mycelial forms [59,60]. Fungi have developed
multiple regulatory pathways that recognize several
environmental changes in response to which they react
by switching phenotypes. The environmental signals
inducing phenotype switching include the presence of
blood serum, changes in temperature, pH, concentra-
tion of CO, and specific micronutrients. Those signals
can trigger a transformation of yeast cells into mycelia
or vice versa, or lead to an increase in the thickness of
the capsule and initiate titanization process [60, 145].
Thanks to the ability to respond to signals from the
environment, pathogenic fungi can dynamically adapt
to changing conditions both in the environment and
in the infected host. It is well known that the ability to
switch phenotypes is one of the mechanisms to avert
the host immune response [52, 60]. Microorganisms
must constantly adapt to changing environments. In
clonal populations this can be achieved by generating
diversity through phenotype switching [73].

The phenotype switching phenomenon was first
described in Candida albicans almost 40 years ago [120,
121]. In many pathogenic fungi, the ability to alter cell
morphology is an integral part of the infection cycle.
Dimorphic fungi of the genera Histoplasma, Blasto-
myces, Paracoccidioides, Emergomyces, Sporothrix and
Talaromyces marneffei develop in the environment
mycelial form, while in the host undergo transformation
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into the yeast form, which allows dissemination [125].
C.albicans and Candida dubliniensis, on the other
hand, under appropriate conditions, both in vitro and
in vivo, can switch between yeast and mycelial form.
In the case of C. albicans and C. dubliniensis, blasto-
conidia play an important role in the spread of the
pathogen cells within body fluids, while mycelial form
plays an important role at the stage of tissue and organ
colonization [80]. The recently described Goliath cells
represent another manifestation of the morphological
transformation specific only to some Candida species.
Goliath cells are formed primarily under zinc starva-
tion conditions what is related with immune system’s
strategy of limiting the development of infection [79,
136]. Phylogenetic and phenotypic analyses showed
that the cell enlargement as response to zinc starva-
tion was species-specific and developed in the common
ancestor of C. albicans, C. dubliniensis and C. tropicalis
and was not observed in other Candida species studied
so far [2, 79]. It is well known that many other species
of the genus Candida can form pseudohyphae, however
these structures do not display the virulence character-
istics known to true hyphae [119].

Some filamentous fungi also have an ability to induce
a transformation that is not associated with changing the
shape of the cell, but with a significant increase in size
and in the thickness of the cell wall. [125]. One example
are pathogens of the genus Emmonsia that cause adi-
aspiromycosis. In the lung tissue, the conidia (typically
2-4 um in diameter) of some Emmonsia species grow in
size, reaching a diameter of 40-500 um and increasing
in volume up to a million times [9] transforming into
adiaspores. These structures are de facto non-endospor-
ulating spherules. Species of the genus Emmonsia are
phylogenetically closely related with Coccidioides but the
last one has endosporulating spherules unique among
fungal pathogens, which within the infected tissue can
achieve 30-80 um in diameter [58, 125].

5. Titan cells formation is unique for members
of the Cryptococcus species complex

Pathogenic species of the genus Cryptococcus devel-
oped the richest spectrum of virulence factors which
have contributed to their evolutionary success as path-
ogens [7, 29]. One of the key virulence factors is the
ability to undergo morphological transformation into
giant (Titan) cells. Some literature sources questioned
that Titan cells are necessary for infection development
as some clinical isolates of C. neoformans are presum-
ably not capable of undergoing this morphological
transition [25, 57, 124]. Such cells, due to their ten to
twenty times larger volume, can effectively avoid mac-
rophage phagocytosis. The unique phenotype of these
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cells consists not only of their size (diameter > 10 um),
but also significantly enlarged capsule, a thick layer
of the cell wall, the presence of a large central vacuole
and one polyploid nucleus [48, 94, 146]. Titan cells are
not a final phenotype and are still capable of prolif-
eration, producing both haploids, diploids and ane-
uploids daughter cells. In addition, Titan cells, as well
as daughter cells, especially those with an aneuploid
set of chromosomes, exhibit resistance to a number of
physical and chemical factors [48]. The protocols for the
induction of Titan cells in the presence of serum (10%
or 5% fetal bovine serum, FBS), published simultane-
ously in 2018 [25, 124], make it possible to conduct
large-scale in vitro studies on the titanization process.
It has been shown that this ability to undergo such
specific morphological transformation is unique for
pathogenic yeasts of the Cryptococcus species com-
plex [30]. It was confirmed then by two independent
research centers that, as in the case of members of the
C. neoformans species complex, species of the complex
C. gattii, were able to form Titan cells, respectively
according to commonly known in vitro serum protocol
[31] and the newest protocol based on RPMI medium
[114]. Moreover, recently it has been shown that strate-
gies for titanization in case of members of C. gattii and
C. neoformans species complexes are significantly dif-
terent. While for C. neoformans typical is synchronous
occurrence of cells enlargement and polyploidization,
in the case of C. gattii we can observe delay in DNA
endoreduplication and cell growth to around 30 um
as a haploid cell. Only after ~ 3 days incubation under
titanization conditions DNA endoreduplication can be
observed, which finally leads to uninucleate polyploid
cells [114]. Moreover, this process was equally effec-
tive. At the same time, it has been shown that the incu-
bation conditions provided according to the protocol
described by Hommel [57] yield typical Titan cells only
for members of the C. neoformans species complex [31].
None of the tested strains belonging to C. gattii species
complex was able to form Titan cells under such con-
ditions [31]. More recent studies allowed to identify
the minimum conditions sufficient to induce Titan cell
formation in case of all the members of Cryptococcus
species complex. Thus, it has been shown that, contrary
to the assumptions made so far, serum is not a neces-
sary and irreplaceable factor inducing the titanization
process. This formed the basis for the development of
a new serum-independent Titan cell induction proto-
cols [31, 114]. In addition to determining the minimum
quantitative and qualitative composition of the medium
conditioning the formation of giant cells, the key role of
the slightly alkaline pH (7.2-7.3) of the liquid medium
used in the induction of Titan cells formation has
been demonstrated [31]. Moreover, it was showed that
Titan cells can be formed under lower temperature than
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typical for mammal body [30]. Such a new findings
allow to conclude that the titanization process has been
known to a limited extent only. It is commonly known,
that formation of Titan cells allows averting the host
immune attack [145] and it is likely a unique feature
of human and animal fungal pathogens belonging to
Cryptococcus neoformans/C. gattii species complex [30].
Moreover, the ability to form enlarged polyploid Titan
cells seems to be important for dissemination of cryp-
tococcosis yet it remains poorly described [145].

The qualitative changes that occur at the cell surface
as a result of titanization have also been described [4,
86]. C. neoformans population present in the patient’s
body is dominated by typical cells (5-7 um in diameter)
with a capsule consisting mainly of GXM and GalXM
and a cell wall containing chitin, chitosan, a-glucan,
melanin and p-glucan. In addition to typical blastoco-
nidia, a significant percentage (~10-20%) may con-
stitute Titan cells with a diameter above 10 um, which
show thickened cell wall resulting from the deposition
of additional chitin layers at the expense of B-1,3-glucan
[4]. Additionally, in the cell walls of Titan cells there is
a more exposed mannan layer [86]. It is now known that
the population of C. neoformans found in body fluids is
much more diverse. The so-called microcells with diam-
eter below 1 um and having thickened cell walls [36]
and the so-called titanides (2-4 um in diameter) with an
oval shape and thinner cell walls have been identified.
Titanides are associated with the induction of Titan cells
in vitro, but surprisingly have not yet been observed in
vivo [25]. Undoubtedly, the differentiation of cell sizes
in the population present in the infected organism sig-
nificantly influences the host-pathogen interactions.
Some studies suggest that cell size varies depending
on where the infection is located. Cells taken from the
lungs of mice had thicker capsules and were larger,
while cells isolated from the brain were smaller with
thinner capsules [21]. This organ-dependent variation
in cell size of Cryptococcus spp. has been also reported
in human infections [137]. Different cell sizes may be
advantageous at various stages of infection. For exam-
ple, smaller cells may aid in proliferation and survival in
macrophages, while larger cells may facilitate pathogen
survival in lung tissue under conditions of increased
oxidative stress. It has been shown, inter alia, that dur-
ing the infection, a significant proportion of the yeast in
the lungs has a volume of up to 900 times greater than
that of cells grown under standard laboratory condi-
tions [144]. This hypothesis seems to be the most correct
since the highest percentage of Titan cells and also those
with the largest size have been found so far in lungs (up
to 100 um including the capsule) [94]. It has also been
shown that these cells promote pathogenesis by reducing
the rate of phagocytosis and increasing stress tolerance
(48, 93]. In the context of pathogenesis, the faster rate
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of budding (~60 min/per bud) and a higher degree of
melanization, demonstrated for Titan cells, also seem
to be important [48]. It has also been shown that Titan
cells grow from senescent cells and that the daughter
cells they produce are of typical size [57].

It is currently known that the induction of titaniza-
tion is mediated by Gpr5 and Ste3 G-protein coupled
receptors which induce the protein kinase A cycle
(cAMP/PKA) via the a subunit of Gpal [95]. Cyclic
AMP also regulates the formation of polysaccharide
capsule, in particular by acting on the ubiquitin-pro-
teasome pathway [46]. It has been shown that adequate
intracellular concentration of cAAMP is required for tita-
nization thus cells deficient in adenylate cyclase do not
form Titan cells [25]. Carbon dioxide is also required
to induce the titanization process. The carbonic anhy-
drase enzyme converts CO, into HCO,, which activates
adenylate cyclase [49], so a higher concentration of CO,
(optimally 5%) induces cell growth via the cAMP path-
way [124]. In the context of the information provided
here, it is also worth noting that the appropriate concen-
tration of HCO," in the blood is extremely important
for maintaining the proper pH [51]. The role of Titan
cells in cryptococcosis has not been fully elucidated, but
they have been shown to be involved in several pro-
cesses that allow to evade the immune system and per-
sist in the host organism for a long time. The number
of Titan cells is especially high during asymptomatic
infections, which led to the conclusion that this type
of cells can survive in the host organism for a long time
as a latent form without causing disease [144]. Titan cells
cannot be phagocytosed due to their size. Interestingly,
they are also able to confer resistance to phagocytosis to
smaller, neighboring yeast cells, what may be caused by
extracellular vesicles produced by the pathogen [34, 93].
Given how large their capsule is, it is also likely that the
exopolysaccharide secreted may have a strong influence
on the surrounding environment and phagocytic cells.
The number of formed Titan cells is highly dependent
on the host environment, and therefore the percentage
of these cells observed in vivo can vary considerably,
as shown in experimentally infected mice. In mice that
develop a Thl-type immune response (interferon-y
and TNF-a dependent), the percentage of Titan cells is
low (approximately 15%). In contrast, mice that induce
a Th2-type response (related with interleukines 4, 5, 10,
and 13) have a very high percentage of Titan cells, even
above 50% of the total population of Cryptococcus spp.
cells [43]. Currently, it is impossible to clearly explain
this relationship, however, Th2-type immune response
which is de facto anti-inflammatory response is asso-
ciated with a less aggressive environment, which, unlike
the environment generated by Th1 lymphocytes and the
associated with them proinflammatory response, signifi-
cantly favors the formation of Titan cells [34].
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6. Conclusions

At the end of the 19th century, exactly 128 years ago,
Busse and Buschke almost simultaneously described
the first two cases of cryptococcosis [13-15]. Certainly
no one assumed that at the end of the next century, this
disease entity in many places around the world would
collect a greater death toll than tuberculosis [101],
which was one of the most significant health problems
in the nineteenth century. Observations performed
during the last two to three decades demonstrate that
members of the Cryptococcus species complex cause
infection in approximately 1 million people per year,
with more than 600 thousand mortalities, contributing
to death toll in one-third AIDS patients [101, 108]. In
recent years, thanks to the antiretroviral therapy (ART)
implemented in many countries, the number of deaths
caused by cryptococcosis in the group of AIDS patients
has started to decline [10,87]. For comparison, only in
2014 and 2020 on a global scale 223,100 and 152,000
people suffered from cryptococcosis of the central
nervous system (CNS), of which 181,100 and 112,000
died, respectively [61, 108]. Currently, thanks to the
increasingly better knowledge of the virulence factors of
pathogenic fungi of the Cryptococcus species complex
and thanks to the sequenced genomes of these fungi,
there is a hope for more effective and less toxic anti-
cryptococcal therapy. Furthermore, promising is also an
ongoing intensive work on the anticryptococcal vaccine
[22,126] and the cyclical International Conferences on
Cryptococcus and Cryptococcosis (ICCC) every three
years [70]. Future work to delineate a set of unsolved
problems in the cryptococcal virulence factors field
will provide fertile ground for future improvements of
therapies against cryptococcosis. It is impossible not
to notice that the real need for research on pathogenic
fungi of the genus Cryptococcus and the disease entities
caused by them means that from the day of discovering
this life-threatening etiological agent we have to deal
with a never ending story.
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