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Abstract: Antimicrobial resistance is becoming a paramount health concern nowadays. The increasing drug resistance in microbes is
due to improper medications or over usage of drugs. Bacteria develop many mechanisms to extrude the antibiotics entering the cell. The
most prominent are the efflux pumps (EPs). EPs play a significant role in intrinsic and acquired bacterial resistance, mainly in Gram-
negative bacteria. EPs may be unique to one substrate or transport several structurally different compounds (including multi-class anti-
biotics). These pumps are generally associated with multiple drug resistance (MDR). EPs are energized by a proton motive force and can
pump a vast range of detergents, drugs, antibiotics and also -lactams, which are impermeable to the cytoplasmic membrane. There are
five leading efflux transporter families in the prokaryotic kingdom: MF (Major Facilitator), MATE (Multidrug And Toxic Efflux), RND
(Resistance-Nodulation-Division), SMR (Small Multidrug Resistance) and ABC (ATP Binding Cassette). Apart from the ABC family,
which utilizes ATP hydrolysis to drive the export of substrates, all other systems use the proton motive force as an energy source. Some
molecules known as Efflux Pump Inhibitors (EPI) can inhibit EPs in Gram-positive and Gram-negative bacteria. EPIs can interfere with
the efflux of antimicrobial agents, leading to an increase in the concentration of antibiotics inside the bacterium, thus killing it. Therefore,
identifying new EPIs appears to be a promising strategy for countering antimicrobial drug resistance (AMR). This mini-review focuses on
the major efflux transporters of the bacteria and the progress in identifying Efflux Pump Inhibitors.

1. Introduction. 2. Major classes of efflux pumps. 2.1. ATP-Binding Cassette Superfamily. 2.2. Major Facilitator Superfamily. 2.3. Multi-
drug And Toxic Compound Extrusion Family. 2.4. Small Multi-drug Resistance Family. 2.5. Resistance-Nodulation-Division Superfamily.

3. Efflux pumps and their role in virulence and biofilm formation. 4. Efflux Pump Inhibitors

Keywords: Antimicrobial resistance, MDR, Multidrug efflux pumps, Biofilm, Efflux Pump Inhibtor (EPI)

1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR) arises when micro-
organisms develop strategies to evade antimicrobial
agents, making them ineffective. AMR is a global threat
to the public health system across the globe. According
to a recent report from the WHO, drug-resistant dise-
ases claim the lives of at least 700,000 individuals each
year [1]. Due to the inappropriate dosage and use of
current antimicrobials, many pathogens become multi-
drug-resistant (MDR) [2]. It is generally assumed that
resistance to antibiotics and other antimicrobials has
developed due to selective pressures resulting from
indiscriminate and inappropriate use. Increased anti-
biotic resistance has resulted in fewer treatment options
for patients and increased morbidity and death. Due to
this, we are now confronted with more acute diseases
that require more intense treatment, relatively extended
hospital stays and expensive hospitalization [3]. Bac-
teria can gain resistance through diverse mechanisms
such as restricting drug uptake into the cell, altering
a drug target, enzymatic degradation of a drug, and

active efflux of a drug. The efflux mechanism involves
the extrusion of drugs from the interior to the external
environment by protein transporters called multidrug
efflux pumps (EPs). An EP reduces the efficacy of anti-
biotics by preventing their intracellular accumulation.
The efflux-mediated resistance is widespread in the bac-
teria [4]. Numerous studies have shown that EPs, such
as AcrAB-TolC of Escherichia coli, MexAB-OprM of
Pseudomonas aeruginosa, and AdeFGH of Acinetobacter
baumanii help in biofilm formation, pathogenicity,
stress tolerance, and quorum sensing (QS) [5-8]. The
link between EPs and QS has been investigated in
P, aeruginosa. Mutation in RND EP leads to the downre-
gulation of QS-dependent LecA-Lux pathways, thereby
increasing the expulsion of QS molecules and biofilm
formation [9]. EPs can interact with host-derived anti-
microbials such as bile salts, contributing to the viru-
lence of enteric bacteria; the RND EP, AcrAB-TolC from
E. coli is involved in the extrusion of bile salt, is a good
example [10]. Other RND EPs, VexAB, VexCD, VexIJK,
and VexGH, increase the pathogenicity of Vibrio chole-
rae by encoding the two major virulence factors: cholera
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toxin (CT) and toxin co-regulated pilus (TCP) [11].
This review will focus on the major classes of EPs iden-
tified in bacteria and discuss the newly identified EPIs.

2. Major classes of efflux pumps

The EPs are predominantly found in Gram-posi-
tive bacteria (GPB) such as Streptococcus pneumoniae,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Listeria monocytogenes and Gram-negative bacteria
(GNB) including E. coli, A. baumanii, Klebsiella pneu-
moniae, Camphylobacter jejuni, P. aeruginosa, Neisseria
gonorrheae and V. cholerae. EPs are energy-dependent
as they expel toxic substrates against a concentration
gradient. The EPs can be classified into two types based
on their energy source. The primary EPs directly uti-
lize energy from ATP hydrolysis, while the secondary
EPs derive energy from the chemical gradients from
protons or sodium ions. The GNB EPs are more com-
plex than GPB EPs and possess tripartite assembly.
They can expel a broad spectrum of antibiotics such
as quinolones, P-lactams, and tetracycline AMR in
GPB is chiefly mediated by MFS transporter, NorA,
and MATE transporter, MepA protein in S. aureus,
ABC transporter LmrA of Lactococcus lactis [12-15].
Major efflux in GNBs are AcrAB-TolC eftlux (E. coli),
AcrAD-TolC and AcrEF-TolC (Salmonella enterica).
KdeA, KmrA, KpnEP and EefABC in (K. pneumoniae),
MexAB-OprM, MexJK-OprM, MexEF-OprN, MexXY-
-OprM, MexCD-Opr] and MexVW-OprM (P. aerugi-
nosa), SsmE, SdeAB, SdeCDE, SdeXY, SmdAB and
SmfY (Serratia marcescens) MarA and AcrAB (Yersinia
pestis) CmeABC (C. jejuni) and AdelJK, AdeABC and
AdeFGH (A. baumanii) [16].

S — Substrate

OMP — Outer Membrane Protein
MPF — Membrane Fusion Protein
OM - Outer Membrane

PS — Periplasmic Space

Pm - Plasma membrane
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The EPs are classified into five families based on the
number of membrane-spanning regions, sequence simi-
larity, substrate specificity and energy source used by
the pump and the types of molecules exported (Fig. 1).

2.1. ATP-binding cassette superfamily

ATP-binding cassette (ABC) transporters are a large
superfamily that uses the energy released upon ATP
hydrolysis to pump chemicals [22]. They function as
influx and efflux proteins, transporting nutrients into
cells and removing toxins and drugs from the cell.
However, in Eukaryotes, ABC transporters behave as
efflux proteins that protect the cell against toxins [23].
A distinguishing feature of ABC transporters is the
presence of two transmembrane domains, which help
in substrate translocation, and two cytoplasmic ATP-
-binding domains that generate energy by ATP hydro-
lysis to move the substrates across the membrane [24].
ABC transporters contain highly conserved motifs such
as Walker A and Walker B motifs (binds to ATP) and
LSGGQ/KQR (C-motif) [25]. LmrA (involved in the
efflux of ethidium, rhodamine G, daunorubicin) was
the first bacterial MDR ABC transporter reported and
was identified in Lactococcus lactis [26]. A homolog of
LmrA, named BmrA, was identified from Bacillus subti-
lis which expelled drugs such as Hoechst 33342, doxoru-
bicin and 7-amino-actinomycin-D [27]. MacAB-TolC,
initially identified as a tripartite pump, is involved in the
efflux of macrolide antibiotics, protoporphyrin and heat-
-stable enterotoxins [28]. Similarly, DrrA (ATP binding)
and DrrB (integral membrane protein) from Mycobac-
terium tuberculosis imparted resistance to doxorubicin
and daunorubicin [29]. PatAB in S. pneumoniae is impli-
cated in the efflux of several drugs, including fluoro-

B
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! Transporter
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Fig. 1. Schematic representation of five superfamilies of EPs found in bacteria

(ABC) ATP-Binding Cassette Superfamily [17]; (MES) Major Facilitator Superfamily [18]; (MATE) Multidrug And Toxic Compound
Extrusion Family [19]; (SMR) Small Multi-Drug Resistance Family [20]; (RND) Resistance-Nodulation-Division Superfamily [21].
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quinolones [30]. EfrCD, an ABC transporter characte-
rized in Enterococcus faecalis demonstrated enhanced
sensitivity to several drugs, such as daunorubicin and
doxorubicin [31]. SmrA is an ABC transporter iden-
tified in the nosocomial pathogen, Stenotrophomonas
maltophilia, which conferred increased resistance to
fluoroquinolones and tetracycline [32]. SmdAB, a mul-
tidrug efflux transporter, was identified in S. marcescens
involved in the transport of antibiotics, norfloxacin and
tetracycline [33]. A multidrug EP, VcaM, was identified
in V. cholerae, conferring resistance to fluoroquinolones
and tetracycline [34]. Recently, YAdA was identified as
an ABC-type multidrug transporter associated with
exporting several substrates, including norfloxacin [35].

2.2. Major Facilitator Superfamily

Major Facilitator Superfamily (MFS) transporters are
found in most living forms, including humans, and they
transport many small compounds across the cell mem-
branes [36]. The gene encoding the MFS transporters
is present in high copy numbers. For example, E. coli
K-12 likely has more than 70 transporters [37]. Unlike
ABC transporters which are primary active transpor-
ters depending on ATP hydrolysis, MFS transporters
are secondary active transporters moving smaller solute
particles depending on the ion gradient created by active
transporters [18]. The MFS transporters function as
symport, antiport, or uniport and transport a wide range
of compounds, including glucose, oligosaccharides, ino-
sitols, drugs, amino acids, and nucleosides. Structurally,
MEFS transporters are composed of 400-600 amino acids
that fold into 12 or 14 transmembrane helices [38].

MdfA, an MDR EP identified in E. coli is involved in
the transport of lipophilic compounds such as ethidium
bromide, rhodamine, daunomycin, rifampin, tetracyc-
line, and puromycin [39]. LmrP, a proton/drug antiport
pump from L. lactis is involved in the extrusion of lin-
cosamide, streptogramin, and tetracycline [40]. Fluoro-
quinolones, biocides, dyes, quaternary ammonium com-
pounds and antiseptics are substrates of NorA EP from
S. aureus and Staphylococcus epidermis [41]. Bmr and
Blt of B. subtilis, and QacA of S. aureus are other exam-
ples of MFS transporters in GPB [42]. MES transporters
are monomeric in GPB, whereas they possess tripartite
assembly in GNB. Tripartite EmrAB-TolC and EmrKY-
-TolC of E. coli enable the transportof the substrates ie.
thiolactomycin, cerulenin, nalidixic acid and nitroxolone
across the outer and inner membranes of GNB [43, 44].

2.3. Multidrug and toxic compound extrusion family

Multidrug and toxic compound extrusion (MATE)
family comprises active secondary transporters and
contributes to MDR in V. cholerae and N. gonorrhoeae.
MATE family of transporters pump a wide range of
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toxic compounds from mammalian and bacterial cells
harnessing the proton motive force and cation gra-
dient. Many toxic metabolites and antimicrobial drugs
are transported across the membrane by the MATE
family, contributing to multidrug tolerance [45]. The
NorM transporters from V. cholerae and N. gonorrhoeae
and DinF transporters from Pyrococcus furiosus and
Bacillus halodurans are well characterized [46]. NorM
from Vibrio parahaemolyticus can extrude antibiotics,
norfloxacin and ciprofloxacin outside the cells energy-
-dependent [47]. All MATE EPs are frequently made
up of 12 transmembrane helices except mammalian
MATE transporters, containing one additional helix
[48]. MDR EP of the MATE family, MepA, is respon-
sible for the extrusion of norfloxacin, ciprofloxacin and
tigecycline [49, 50]. Interestingly, human MATE trans-
porters (hMATEI-K and hMATE2-K) contribute to
the transport of drugs, such as cimetidine, metformin,
procainamide, cephalexin, and acyclovir [51]. PmpM,
a proton-drug anti-transporter belonging to MATE
family, associated with extrusion of fluoroquinolones,
was identified in P. aeruginosa [52].

2.4. Small multidrug resistance family

As their name suggests, SMR transporters are small
(~12kDa) proteins consisting of 100 to 140 amino acids
and involved in transporting a variety of lipophilic
compounds and antibiotics [53, 54]. A proton gradient
or ATP-dependent mechanism drives the transport of
the substrates across the membrane. All SMR trans-
porter consists of 4 transmembrane helix with pri-
marily a-helical structure [55]. EmrE is an SMR type
transporter in E. coli exchanging H* with ethidium and
tetraphenylphosphonium compounds [56].The SMR
transporters are further classified into three subclas-
ses: the small multidrug pumps (SMP), suppressors of
groEL mutation proteins (SUG), and paired small mul-
tidrug resistance proteins (PSMR) [54]. SMR proteins
are encoded by bacterial chromosomes or plasmids and
may be present in integrons. SMR transporters confera
high level of resistance to several classes of antibiotics,
such as B-lactams, cephalosporins co-trimoxazole, and
a few aminoglycosides [39].

2.5. Resistance-Nodulation-Division Superfamily

The Resistance-Nodulation-Division (RND) efflux
protein superfamily was initially identified as proteins
related to Heavy Metal Resistance (Ralstonia metallidu-
rans), Nodulation (Mesorhizobium loti) and Cell divi-
sion (E. coli) [57]. AdeABC is the first characterized
RND EP in A. baumannii, conferring multidrug resi-
stance [58]. The components of AdeABC EP are adeA,
adeB and adeC encoding membrane fusion proteins,
multidrug transporter and outer membrane channel
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protein, respectively [59]. The adeABC is associated
with the active extrusion of fluoroquinolones, tetra-
cycline, macrolides and aminoglycosides [58]. The
members of the RND family play a key role in confer-
ring antibiotic resistance in GNB, whereas the MATE
family is mainly concerned with resistance in GPB
[60]. RND pumps are proton gradient dependent and
possess a tripartite assembly with three subunits, an
inner membrane protein (IMP), an outer-membrane
protein (OMP), and a periplasmic membrane fusion
protein (MFP) which connect the other two compo-
nents. The AcrAB-TolC EP, a well-characterized RND
pump, encompasses the outer-membrane channel TolC,
the transporter AcrB in the inner membrane, and AcrA,
a periplasmic component interacting with the TolC and
AcrB. The crystal structure of AcrB confirmed that it
is a homotrimer [61]. The AcrAB-TolC EP transports
several compounds and imparts resistance to antibiotics
[62]. Another well-studied RND transporter is MexA-
-MexB-OprM from P, aeruginosa, actively extruding
tetracycline, norfloxacin, and chloramphenicol [63].
E. coli RND transporter, SecDF, is a proton-dependent
protein translocation factor that functions as a protein
exporter [64]. RND efflux system, VexB, VexD, VexK
and VexH, identified in V. cholerae, exhibited resistance
to bile salts and several antimicrobial agents [11].

3. Efflux pumps and their role in virulence
and biofilm formation

It has been demonstrated that the efflux of several
host-derived antimicrobials agents, such as bile salts,
facilitates colonization and increases bacterial adapta-
tion to the host digestive tract [65]. In E. coli, the RND
EP, AcrAB-TolC, primarily involved in drug efflux,
can also impart bile salt resistance [10]. Biofilms are
complex microbial communities attached to several
surfaces, including implanted devices such as urinary
catheters. It is well-known that bacteria encased in bio-
film show a greater degree of antibiotic resistance than
planktonic cells. The relationship between antimicro-
bial tolerance of biofilm and EPs has been reported in
several bacterial species [66]. For example, the antimi-
crobial tolerance of biofilms in P. aeruginosa increases
due to the expression of the multidrug EPs MexAB-
-OprM and MexEF-OprN [67]. The upregulation of
EPs affects the flagellar motility, which plays a crucial
role in biofilm formation [68]. The deletion of genes
encoding RND EP diminished the ability of biofilm for-
mation in S. maltophilia and the retraction of flagellar
formation [69]. Intriguingly, the upregulation of RND
efflux causes inhibition of the type III secretion system
in P. aeruginosa, which deliver bacterial toxins into the
host cell, thus reducing the virulence [70].

ABHIRAMI P. SREEKANTAN, POOJA P. RAJAN, MINSA MINI, PRAVEEN KUMAR

AcrAB-TolC, MexAB-OprM, AdeFGH and AcrD
are crucial in biofilm formation. Numerous studies
have examined the relationship between EPs and
biofilm formation [71-73]. Gene expression studies
using microarrays have shown that efflux encoding
genes, mdtF and IsrA are upregulated during biofilm
formation and QS in E. coli [8]. Klebsiella sp. isolates
exhibiting efflux activity formed strong biofilm [74].
A strong correlation exists between the overexpression
of the AdeFGH EP and biofilm formation by clinical
isolates of A. baumannii [6]. Further, efflux genes yihN
and mdtO are overexpressed in E. coli biofilms and are
involved in the efflux of glucose, a major constituent
of the extracellular polymer matrix [75]. An MDR
EP, YhcQ confer drug resistance in the E. coli biofilm,
whereas TolC plays an important role in the adhesion
and biofilm formation in enteroaggregative E. coli [66].
MexAB-OprM EP extruded tetracycline, chloramphe-
nicol, quinolones and B-lactams in P. aeruginosa bio-
films [76]. Correlation between biofilm formation,
drug resistance, and efflux mechanism has been repor-
ted in P, aeruginosa recently. In addition, the occurance
of such cases may be a major public health concern in
the treatment of infections caused by the pathogen [77].
Several EP genes, ie. acrA, emrB, oqxA are overexpres-
sed in K. pneumoniae biofilms [71]. Deletion of the bcr
gene decreased the biofilm formation of P. mirabilis and
reduced catheter blockage [78]. Similarly, deletion of
EP encoding genes (acrB, acrD, acrEF, emrAB, macAB,
mdfA, mdsABC, mdtABC, mdtK, and tolC) impaired
biofilm formation in Salmonella enterica [79]. The EPs
play an important role in Helicobacter pylori biofilm
drug resistance. Studies have shown upregulation of EP
encoding genes (kefB, hefA, yck], tetA, gln, crdB/hefG
and ybhS) in biofilm compared to planktonic cells [80].
These data, taken together, strongly show a relationship
between efflux activity and biofilm development.

4. Efflux Pump Inhibitors

Efflux abolition could be accomplished by various
means: (i) controlling the expression of EPs (ii) disco-
vering new antibacterial agents that do not act as sub-
strates, (iii) identifying small molecules inhibiting the
EPs or mimicking the substrates and subsequently
blocking EP [15]. The Efflux Pump Inhibitors (EPIs)
are molecules capable of inhibiting EPs and preventing
the extrusion of foreign compounds. EPIs, inhibit EPs by
one or more mechanisms mentioned above. The syner-
gistic activity of EPI and the antibiotics can strengthen
their efficacy against bacteria expressing EPs, as this
might lead to an adequate accumulation of an antibiotic
inside the cell. Eventhough several EPIs have been iden-
tified at the experimental level in recent years, none have
been approved by the FDA and used therapeutically.



MULTIDRUG EFFLUX PUMPS IN BACTERIA AND EFFLUX PUMP INHIBITORS

The relationship between EPs and biofilm formation
is well understood, therefore, EPIs can also reduce bio-
film formation. Several EPIs act as biofilm disruptors,
e.g., the combinations of EPIs, thioridazine with Pheny-
lalanine-arginine p-naphthylamide (PapN) and thiori-
dazine with 1-naphthylmethyl-piperazine (NMP) redu-
ced 80-99% of biofilm formation in E. coli [81]. Biofilm
inhibitors such as reserpine, linoleic acid, berberine and
curcumin exhibited efflux inhibitory activity in K. pneu-
moniae [82]. EPIs can also act as adjuvants, e.g., PAPN
and NMP can compete with levofloxacin for the binding
site of RND pumps (MexAB, MexCD and MexEF) in
P aeruginosa and E. coli (AcrAB and AcrEF), thereby
increasing the accumulation of levofloxacin [83, 84].
A competitive interaction between PAPN and poly-
amine potentiates the tetracycline concentration and
abolishes biofilm formation in P, aeruginosa [85]. Other
clinically approved drugs such as nilotinib, dihydroergo-
tamine, ergoloid, azelastine, doxazosin and telmisartan
are competitive inhibitors of ciprofloxacin [86]. Mahey
etal,, identified azoles as putative TetK EPI that redu-
ced the S. aureus associated biofilm [87]. Fluoxetine and
thioridazine drugs can strongly inhibit the biofilm-asso-
ciated Bcr/CflA efflux system and swarming motility of
Proteus mirabilis [88]. Quinazoline derivatives enhanced
the inhibitory activity of chloramphenicol and nalidixic
acid in EP over-expressing strains of Enterobacter aero-
genes, P.aeruginosa and K. pneumonia [89]. Similarly,
peptidomimetic EPI, PafN, increases the antibacterial
activity of levofloxacin and erythromycin in MexAB-
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-OprM overexpressing clinical isolates of P. aeruginosa
[90]. A novel EPI, conessine reduced the MIC of all
antibiotics by 8-fold in MexAB-OprM overexpressed
P, aeruginosa through competitive inhibition [91]. Car-
bonyl-cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) is
an important EPI that can disrupt the energy or ATP
levels of bacteria (oxidative phosphorylation) and abo-
lishes the efflux of various molecules. It could reverse
the colistin resistance of GNB without affective tigecyc-
line and carbapenem resistance [92]. In another study,
CCCP showed synergism with ciprofloxacin, imipenem,
gentamicin and cefepime in P. aeruginosa [93]. CCCP
is a known proton motive force inhibitor of MexAB-
-OprM overexpressing P. aeruginosa biofilm [94]. Xan-
thone derivatives effectively inhibit specific EPs such as
AcrAB-TolC in S. typhimurium and NorA in S. aureus
[95]. Oliveira-Tintino etal., reported that 1,8 naphthyri-
dines reduced the MIC of norfloxacin and ethidium bro-
mide in NorA overexpressing S. aureus strains [96]. The
calcium channel blocker verapamil, clinically used to
treat cardiac disorders, can inhibit ATP-dependent mul-
tidrug resistant EPs and reverse the resistance of rifam-
picin, ofloxacin, streptomycin, and ethidium bromide in
M. tuberculosis. Valinomycin is a potassium-specific EPI
extracted from Streptomyces that targets the MFS and
ABC EPs. They have been shown to inhibit the P55, an
MES EP that relies on the electrochemical gradient for
the active efflux of substrates in M. tuberculosis [97]. The
list of EPIs, their mechanism of action, origin and their
corresponding target EPs are shown in Table I.

Table L.
List of Efflux Pump Inhibitors based on mechanism of action, origin, targets and substrates

Mechamsm of EPIs Target EPs Bacteria Substrates Referen-
action/Compounds ces
1. Mechanism of Action
Energy Disruption CCCP-Carbonyl cyanide | MES- tetA, tetB H. pylori, Tetracycline [98,99]
chlorophenyl hydrazone Klebsiella spp.
Synthetic EPI- IITR08027 | MATE- abeM E. coli, A. baumanii Fluoroquinolones [100]
PABN RND- mexAB-oprM, |P. aeruginosa Levofloxacin [90, 101]
mexCD-opt], Erythromycin
mexEF-oprN Streptomycin
Competitive Verapamil MATE- dinF M. tuberculosis Bedaquiline [102]
Inhibition and norM Ofloxacin
1-(1-napthylmethyl)- RND- acrAB, acrEF | E. coli Levofloxacin [103]
-piperazine (NMP) Rifampin
Chloramphenicol
2. Plant origin
Alkaloids Reserpine MEFS- norA, tetK, Bmr | S. aureus Norfloxacin [104]
(Rawfolia serpentia) MATE- mepA Bacillus subtilis Tetracycline
Streptococcus pneumoniae | Ciprofloxacin
Piperine (Piper nigram) ABC transporters S. aureus, Mycobacterium | Ciprofloxacin [105]
MFS- norA tuberculosis Rifampicin
Conessine (Holarrheaa RND- adelJK, Acinetobacter baumannii | Novobiocin [91]
antidysenterica) mexAB-oprM Rifampicin




110

ABHIRAMI P. SREEKANTAN, POOJA P. RAJAN, MINSA MINI, PRAVEEN KUMAR

Table I Continued

EPIs Target EPs Bacteria Substrates References
Flavanoids Baicalein (Thymus vulgaris) | MES- tetK, norA Staphylococci Tetracycline (106,
Ciprofloxacin 107]
5’-methoxy-hydnocarpin | MES- norA S. aureus Tetracycline [108]
(Berberis fremontii) Norfloxacin
Berberine
Genistein (Isoflavone) MFS- norA S. aureus Berberine [109]
Epigallocatechin gallate MEFS- tetK Staphylococci Tetracycline [110]
Camphylobacter Erythromycin
Ciprofloxacin
Polyphenols Curcumin (Curcuma longa) | MES- norA S. aureus Norfloxacin [111,
RND P aeruginosa Ciprofloxacin 112]
Gentamicin
Coumarin (Mesua ferrea) | MES- norA S. aureus Norfloxacin [113]
Ciprofloxacin
Phenolic diterpenes | Carnosic acid ABC transporter msrA | S. aureus Erythromycin [114]
(Rosmarinus officinalis)
Monoterpenoid Carnosol ABC transporter msrA | S. aureus Tetracycline [114]
(Rosmarinus officinalis) MEFS- tetK
Geraniol RND- acrAB-tolC Enterobacter aerogenes Chloramphenicol [115]
(Helichrysum italicum)
Catharanthine RND- mexAB-oprM | P. aeruginosa Tetracycline [116]
(Catharanthus roseus) Streptomycin
3. Synthetic origin
Quinolone derivatives | Pyridoquinolones RND- acrAB-tolC Enterobacter aerogenes Norfloxacin [117]
Arylpiperidines and
aryl piperazine Phenylpiperadines RND- acrAB-tolC E. coli Linezolid [118]
derivatives
Pyridopyrimidine D2 and D13-9001 RND- mexAB-oprM | P. aeruginosa Fluoroquinolones |[119, 120]
and pyranopyridine . .
derivatives MBX2319 RND- acrAB-tolC E. coli Fluoroquinolones [121]
Naphthyridine 1,8-naphthyridines MEFS- norA S. aureus Norfloxacin [97]
derivatives sulfonamide Ethidium bromide
Boronic acid 6-(3-Phenylpropoxy) MEFS- norA S. aureus Ciprofloxacin [122]
derivatives pyridine-3-boronic acid Ethidium bromide
Indole derivatives 3-amino-6-carboxyl-indole | RND- acrAB-tolC E. coli Chloramphenicol | [123,
3-nitro-6-amino-indole Tetracycline 124]
Erythromycin
Ciprofloxacin
4. Clinically approved drug
Hypoglycemic Metformin RND- acrAB-tolC K. pneumoniae Ampicillin- [125]
biguanide drug MATE- mdtK sulbactam
Meropenem
Amikacin
Tyrosine kinase Nilotinib MFS- EmrD S. aureus Ciprofloxacin [86]
Inhibitor
Ergot alkaloid- Dihydroergotamine MES- norA S. aureus Ciprofloxacin [86]
-vasoconstrictor
5. Microbial origin
EA-371a and EA-371d RND- mexAB-oprM | P. aeruginosa Levofloxacin [126]
(fermentation extract
of Streptomyces spp.

The chemical compound must follow specific cri-
teria to make it an ideal EPI. The first and foremost
rule is that the molecule must not be antibacterial.

Secondly, it should be selective and target only bac-
terial EPs. Thirdly, it should be non-toxic with high
therapeutic and safety indices and good ADMET
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(Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and
Toxicity) [127]. The toxicity of EPI can be lowered by
co-administering them with membrane permeabili-
zing antimicrobial peptides (AMP) such as Polymy-
xin B nonapeptide (PMBN), which has five times lower
toxicity than the parent compound polymyxin B [128].
The nephrotoxicity of PMBN was low when compared
to polymyxin B (PMB) and polymyxin E (Colistin) in
mice [129]. The cytotoxicity of polyamines towards
eukaryotic cells are relatively low, and it would strongly
enhance the antibacterial activity [85].

Computational approaches have led to the disco-
very of novel EPIs such as PAPN, novel pyranopyridine
(D13-9001), and novel pyranopyridine (MBX2319)
[130]. Molecular dynamics simulation (MDS), advan-
ced three-dimensional structural resolution and mole-
cular modelling can help identify possible inhibitors
with pharmacophores that can detect a specific binding
site on the EP [131]. Several studies have been made
on the correlation of molecular interactions between
EPIs and bacterial pumps via molecular docking [132].

In summary, EPs significantly contribute to drug
resistance and survival of bacteria in the biofilm by
extruding clinically relevant antibiotics. Therefore, the
present investigation highlights that EPs could be an
attractive target for antimicrobial drug development.
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Abstract: A new class of feed additives and nutritional supplements, known as probiotics, include bacterial, fungal, and yeast cultures from
various sources. Overall, probiotics are believed to promote the health and well-being of animals, birds, and humans in a variety of set-
tings. Incorporating probiotics into the diets of cattle and poultry has been demonstrated to improve growth, feed conversion efficiency,
immunological responses, and the animal’s ability to manage enteric infections. The use of probiotic-enriched chicken feed has been
shown to enhance egg production by as much as 30% among laying chickens. Probiotics may be used to fight oft harmful microorgan-
isms, create antibacterial compounds (such as bacteriocins or colicins), and alter the immunological response of the host, according to the
National Institutes of Health. Pathogenic microbial strains such as Lactobacillus, Streptococcus, Bacillus, Enterococcus, Pediococcus, Asper-
gillus, and Saccharomyces are employed in the making of chicken products. The use of subtherapeutic doses of antimicrobial agents, includ-
ing antibiotics, to combat or remove harmful bacteria and promote animal growth and feed efficiency has resulted in the accumulation of
antibiotic residues in animal feed as well as the emergence of drug-resistant microbes in the feed supply chain. As a result of public health
concerns, there has been a renewed emphasis on the use of probiotics in chicken production rather than antibiotics in recent years. This
research examines the effects of probiotics and direct-fed microorganisms (DFM) on chicken health and performance, with a particular
empbhasis on the favourable effects they have on poultry health and performance.

1. Introduction. 2. Probiotics’ historical development. 3. Criteria for a perfect probiotic. 4. Microbes commonly used as probiotics.
5. Probiotics in poultry applications. 6. Gastrointestinal tract probiotic colonization. 7. Continuing to improve digestion, nutrient meta-
bolism and nutrient utilization. 8. Management of harmful pathogens and disease conditions. 9. Immunostimulation. 10. Probiotics as
a growth institution. 10.1. Lactobacilli. 10.2. Aspergillus oryzae. 10.3. Yeast. 11. Salient benefits and recommendations for probiotic use.
12. Conclusion

Keywords: Probiotics, Poultry, Production, Health, Immunity

1. Introduction

During the past few decades, poultry farming has
developed into a profitable sector in the United States.
India is one among the world’s top five producers of
eggs, broiler chicken, and other poultry meat, according
to the United Nations Food and Agriculture Organiza-
tion [49]. Chicken feed accounts for more than 70%

of total production expenses, making its evaluation
important to the company’s long-term profitability.
As a result, it is critical to maximize feed efficiency
while keeping expenses as low as possible [2]. Keep-
ing in mind that new chicks have interaction with their
mother and acquire microflora from the environment,
the normal microflora colonization in the intestine
is slow and chicks may become infected during this
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period; as a result, the concept of probiotic products
intake, which is extremely beneficial, emerges dur-
ing this period [32]. Because of the high demands of
production, broiler chickens are subjected to a range
of stressors, many of which have a detrimental influ-
ence on their general health and productivity. Under
these conditions, the use of synthetic antimicrobials
and antibiotics to decrease stress while simultaneously
increasing growth and feed efficiency is common prac-
tice. Since the discovery of antibiotic residues and the
emergence of antibiotic-resistant bacteria, the use of
subtherapeutic antibiotics in chicken feed has been
a prohibited in Europe [32, 43].

The term probiotics was coined as a consequence of
the Greek phrase “pro bios,” which translates as “for life,”
and refers to bacteria that are beneficial to the body. The
stomach would immediately colonize it if it were a good
germ, which would block the proliferation and spread
of hazardous germs, and therefore prevent them from
inflicting any damage. Animals, birds, and the ecology
all benefit from the work, in addition to the individu-
als who do it. Probiotics, on the other hand, have been
shown to increase livestock overall health while also
boosting feed conversion and immune responses in
cows and poultry. The addition of probiotics to animal
feed has been shown to be both safe and effective in
terms of stimulating growth in poultry birds [11]. There
are various microbial species, such as Bacillus, Bifido-
bacterium and Lactobacillus. Bacillus and Enterococcus
species are more often used in animal research rather
than Lactobacillus and Bifidobacterium species which
are more commonly used in human investigations [53].
The bacteria Lactobacillus has also become more used
in the treatment of animals in recent years [44]. The use
of probiotic supplements, which include bacteria such as
lactobacilli, streptococci, and Bacillus bacteria, has been
demonstrated to be useful in a study. The mechanism
of action of probiotics has been the subject of various
hypotheses [48]. The injection of probiotics to a bird’s
digestive tract promotes the microbial ecology of the
tract, which helps to eliminate illnesses from the system.
Bacterial adhesion and development in the intestines are
a competitive endeavor for probiotic microorganisms.
As a result, good bacteria colonize the gastrointestinal
tract quickly and helps in fighting against harmful bac-
teria. Competition for resources, the creation of primary
and secondary metabolites (antibacterial compounds),
and the activation of the immune system are all factors
that influence bacterial activity [50].

The use of probiotics in animal feed may aid in the
improvement of the animal’s gut flora balance as well as
its growth performance. It is possible to distinguish two
populations of microorganisms in a poultry’s digestive
tract: those that have colonized the gut as a result of
natural exposure and eating, and those that have been
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introduced to the diet via feed or water as direct-fed
microorganisms (DFM) or probiotics. Each of these
communities of microorganisms plays a critical func-
tion in maintaining the health of chickens. As a result
of exposure to the environment and the bird’s normal
feeding habits, autochthonous and allochthonous bac-
teria colonize the bird’s digestive system and cause
it to malfunction [23]. To obtain desired health and
production goals, a number of criteria must be consid-
ered while choosing and delivering probiotic micro-
organisms [41]. Several in vivo and in vitro studies have
shown that the administration of probiotics may be
beneficial in the prevention and treatment of the onset
of various diseases. Having a healthy commensal gut
microbiota helps to keep infections under control, but
if it is disturbed, then body will more likely to become
ill. As a result, there has been a rise in the use of certain
probiotic cultures in the chicken industry, with the goal
of enhancing production while also improving animal
welfare [32, 38]. This review aims to summarize the
current knowledge about the colonization of probiotics
in a host’s gastrointestinal tract, as well as their benefi-
cial effects on bird immunity, poultry production, and
health, as well as their capability of altering a host’s pro-
ductivity in a direction that is more favorable to them.

2. Probiotics’ historical development

Following the findings of recent research, chickens
may be permitted to forego antibiotics for the first time
in their lives in 1930s. Several studies have shown that
fermentation of milk products may extend human life
and increase vigor in experimental animals, according
to Elie Metchnikoff [47], who was the first to suggest
that gut bacteria are important in health maintenance.
According to the findings of many research, gut bacte-
ria play an important role in the prevention of gastroin-
testinal disorders. “Probiotics” is said to have originated
from the Greek word “pro bios,” which translates as “for
one’s own well-being” or “for one’s own benefit” Inven-
tors Lilly and Stillwell [45] came up with the notion of
“creative appropriation” and are credited with coining
the term “probiotics,” which means “friendly bacteria.”
‘Live microorganisms’ are defined as “probiotics” by
the World Health Organization (WHO) and the Food
and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO), which affect the host’s intestinal microbiome by
promoting the maintenance of an optimal microbiome
balance, preventing pathogens from growing and pro-
viding health benefits to the host. The term “probiotic”
refers to living bacteria that, when consumed in suffi-
cient quantities, have an effect on the host’s gut micro-
biota and are consequently beneficial to the host. Put
another way: “live microbial feed additives that benefit
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the host by enhancing gut microbial balance” are what
probiotics are and have been suggested for use in cat-
tle for many years [42]. If probiotics are only a single
bacterial species or a mix of numerous distinct species,
the composition of the probiotics is determined by the
bacterial strains that are used. It is commonly used in
the treatment of diarrhea and other ailments to use pro-
biotic microorganisms, which are strains of lactic acid-
producing bacteria that may adhere to the intestinal
epithelium and repair diarrhea and other difficulties.
A distinct species of bacteria is considered by some to
exist in comparison to other microbes [38]. In light of
the possible dangers to human health and safety posed
by the use of antibiotics in poultry production, finding
a viable alternative to antibiotics in poultry production
is now more important than it has ever been [32].

3. Criteria for a perfect probiotic

In order to be deemed successful, a probiotic prod-
uct must include a substantial number of live bacteria
that are capable of surviving in an unfavorable intes-
tinal environment, such as that created by pH varia-
tions. A healthy microbiome should include bacteria
that are not hazardous to humans, as well as strains
that are peculiar to a particular host or environment.
Because probiotics have a limited shelf life, they must
be gathered as soon as possible. Among the character-
istics that these bacteria must possess are the ability to
quickly and efficiently attach and remove potentially
harmful germs as well as the ability to drive away poten-
tially dangerous pathogens in order to guarantee long-
term survival in the gut microflora community [3]. In
the future, it is envisaged to be able to develop a more
effective antibiotic as well as greater control over the
immune response. A probiotic’s stability throughout
the manufacturing process, as well as during processing
and storage, is dependent on the presence or absence
of antibiotic resistance genes. During the process of
adding starter culture, it is essential that they are not
recombinant at any time throughout the manufacturing
process. It is also critical that they are fully safe to use
and do not cause any bad side effects.

4. Microbes are commonly used as probiotics

Alive and infectious bacterial strains of Bacillus,
Streptococcus, Bacillus and Enterococcus bacteria are
often used to supplement the cattle and poultry. Cattle
and fowl are also treated with Saccharomyces, a kind
of yeast. Bacteria that produce lactic acid, has a good
effect on hens’ performance, are extensively utilized in
this business, as are strains of these bacteria. As a treat-
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ment for antibiotic-resistant infections, Lactobacillus
and Bifidobacterium strains have been shown to be the
most potent bacteria. “Direct Feed Microbials (DFM)”
was developed to define these organisms in acknowl-
edgement of the fact that probiotics may also comprise
fungus and yeast. One or a combination of microorgan-
isms that are regarded harmless are often included in
probiotic supplements. In terms of probiotics, Lactoba-
cillus bacteria-derived ones are the most common. Due
to their high resistance to pelleting temperatures and
storage conditions, sporogens of yeast and Lactobacillus
have been found [5].

5. Probiotics in poultry applications

In order to maintain a steady bacterial population
in the avian gut, which is crucial for proper immuno-
logical function and feed conversion, probiotics are an
important supplement. Among the many reasons why
probiotics are beneficial in chicken farming include
their ability to maintain a healthy gastrointestinal
microbiome, increase nutrient uptake, and reduce
ammonia generation [32, 38]. Chicks and poults have
been shown to benefit from the use of effective probi-
otics [11]. Salmonella infection in birds may be pre-
vented and treated with probiotic spray treatments even
in chicks. Improved egg production, weight/size, and
food uptake ratio may assist enhance the performance
of layers and turkeys by adding probiotics to diet [4,
32, 38]. Cholesterol levels in chicken blood, egg yolks,
and yolks are reduced, as is broiler limb weakness, as
a result of lactic acid uptake.

6. Gastrointestinal tract probiotic colonization

Creating and maintaining a healthy microflora in
the bird’s digestive system is essential, as it helps to
remove dangerous bacteria from the digestive tract.
Chicks’” stomachs are sterile when they are hatched,
but they begin acquiring germs from the surroundings
as soon as they are old enough approximately after 7 to
10 weeks. During this time, bad germs are more likely
to spread than helpful bacteria, which means chicks
are more likely to get ill. A balance between benefi-
cial and detrimental bacteria is established as the days
pass after hatching. Because of this, probiotic supple-
mentation becomes a viable option when the balance
between these two is disrupted by external or internal
factors like viral pressure or stress [6]. For probiotic
colonization to be successful, factors such as microbial
stability and long-term interactions with hosts, as well
as dose and frequency of usage, must all be consid-
ered. colony forming units (CFU) are used to measure
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colonization in the beak and colon (CFU). 10* to
108 CFU/ml (lactobacilli, streptococci and enterobac-
teria) are found in the digestive tract, which serves as
a reservoir for a range of anaerobic bacteria. Between
10'° and 10° CFU/ml, the colon and caecum are awash
in bacteria A study published by Heczko etal. [39],
found that some prebiotics may be found attached
to particular feed particles (such as starch granules),
whereas others reside fully in the digesta’s watery
matrix. There are many places where germs may thrive
in chickens and the mucous membranes that coat the
epithelial lining of intestinal villi and the caecal and
colonic surfaces are among them. Mucus and epithelial
cell adhesion is key selection criteria for a prospective
probiotic. Lactobacilli may be found in all parts of the
digestive system, either on the surface of the epithelial
cells or growing in meal ingredients [7].

7. Continuing to improve digestion, nutrient
metabolism, and nutrient utilization

In addition to supplying digestible proteins as well
as vitamins, enzymes, and other cofactors, lactic acid
generation by probiotics aids in the enhancement of
digestion, nutritional metabolism, and nutrient uti-
lization. This product’s amylase, protease, and lipase
content help improve the digestion and absorption of
carbohydrates, protein, and fat in the feed, resulting in
an improvement in the efficiency of the feed conver-
sion process [8]. It is probiotics that help with mineral
and vitamin absorption and synthesis (biotin, Vitamin-
B1, Vitamin-B2, Vitamin-B12, and Vitamin-K), which
are essential for proper development and metabolism
[32]. In probiotic bacterial consortia, the facultative
anaerobes Bifidobacterium and Lactobacillus, two
forms of facultative anaerobes that diminish the intesti-
nal redox potential, make it easier for obligatory anaer-
obes to proliferate. When yeast releases enzymes into
the environment, it is possible that dry foods will be
more readily digested. According to Dhama and Singh
[32] the influence of Aspergillus oryzae on macronutri-
ent metabolism may be beneficial to laying hens. To
have a better understanding of the digestion process’s
mechanism of action, it is necessary to investigate
digestive enzymes and microbial metabolites that are
utilized as probiotics [9].

8. Management of harmful pathogens
and disease conditions

Various stressors and pathogenic bacteria found in
every animal and poultry raising unit have the potential
to disrupt the gut microbiota, which may result in the
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lowering of the body’s defenses as well as an imbal-
ance in the gut microbiota [10]. Diarrhea and a lack
of appetite are just a few of the symptoms that may
occur as a result of bacteria growing in the host’s diges-
tive tract. As a result of the eradication of the natural
microbiome, the efficiency and immunocompetence
of chicken production will be diminished, resulting
in considerable economic losses for poultry produc-
ers. It is recommended that a probiotic supplement
be added in the animal’s feed on a regular and timely
basis in order to maintain the animal’s microbiota’s
health and balance [12].

Competitive exclusion is a word that refers to a phe-
nomenon that occurs when pathogens and probiotics
compete for gut adhesive receptors, which are required
for microorganism attachment and growth. In this
approach, probiotics have an effect on the colonization
of diseases by bacteria. The rapid colonization of the
gastrointestinal tract makes it impossible for pathogens
to establish themselves there (the creation of a thick
layer of microflora). A list of antibacterial substances
that can be found in the body such as bacteriocins,
lactocin, lactocidin, acidophilin, reuterin, lactic and
acetic acids, lactoferrin, and lactoperoxidase. Probiot-
ics assist in neutralizing and/or absorbing the entero-
toxins produced by pathogenic bacteria by releasing
anti-enterotoxin molecules into the environment. Tox-
ins, such as mycotoxins, have been detected in signifi-
cant concentrations in animal feed [13]. Due to their
superior colonization abilities in the gut, probiotics
effectively prevent pathogens from gaining access to
resources by making the best possible use of the sub-
strate that is accessible to them. It is possible that the
use of probiotics may assist to minimize litter ammonia
creation, which in turn will help to lower the risk of
keratoconjunctivitis, which is an eye illness caused by
an excess of ammonia in the surrounding environment.
According to a recent study, boosting the apoptosis of
bacteria in the probiotic culture may help to minimize
the risk of Salmonella infection in humans [40]. As
aresult of their intestinal microbiota, intestinal epithe-
lium, and immune system, birds exhibit both passive
and active resistance to enteric infections [38].

For the time being, we don’t know how probiotics
produce their positive effects. “Competitive exclusion”
and “bacterial antagonism” are two putative mecha-
nisms for probiotic bacteria to prevent viruses from
entering the digestive system (such as intestinal villus
and colonic crypts, which are favorite sites of enteric
pathogens). A main goal of probiotics is to prevent
infections from acquiring the nutrition and energy
they require to grow and thrive in the gut environ-
ment. Bacterial pathogens like E. coli and Salmonella
can't survive in an environment where the pH of the gut
has been altered by primary and secondary metabolites
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including organic acid, volatile fatty acid (VFA), and lactic
acid. A class of compounds known as bacteriocins has
been shown to be effective in killing or preventing the
colonization of pathogenic bacteria. Piperidine inhibits
the binding and internalization of bacteria by intestinal
epithelial cells in vitro, according to a research [14].

Enteric bacterial infections and coccidian parasites
are especially sensitive to probiotic treatment, which
significantly enhances the intestinal immunity of birds.
It was shown that several pathogens, including Staphy-
lococcus aureus, E. coli, and Salmonella Enteritidis, as
well as Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni and Candida albicans have been
suppressed by probiotic supplements in chicken [32].
Bacteria isolated from chicken gastrointestinal tracts
were shown to limit Salmonella, E. coli and Clostridium
perfringens development, as well as possessing potential
probiotic characteristics. Chick with coccidiosis were
demonstrated to be considerably reduced by strains
of Pediococcus, Lactobacillus, and Saccharomyces. Pro-
biotics may considerably reduce idiopathic diarrhea
and Salmonella colonization in turkeys and broilers
in commercial turkey brooding houses [40]. To avoid
foodborne illnesses including Salmonella, Campylobac-
ter, Escherichia coli, and Listeria monocytogenes, you
should use probiotics sparingly [15].

9. Immunostimulation

Taking probiotics has been shown to have a variety
of beneficial benefits on the immune system, including
increased macrophage, lymphocyte and natural killer
(NK) cell activity, increased oxidative burst in hetero-
phils, and increased immunoglobulin production, to
name a few (IgG, IgM and IgA). The usage of probiotics,
which help to stabilize the stomach and regulate the
immune system, may help to maintain a healthy bal-
ance between anti-inflammatory and pro-inflammatory
cytokines. As a consequence of these observations, it
has been established that probiotics may increase the
number of lamina propria lymphocytes (LPL) and
intestinal epithelial lymphocytes (IEL) in the small
intestine while also inhibiting the development of
pathogenic microorganisms [32].

Infection-associated diseases like infectious bursal
disease, chicken infectious anemia, reoviral infections,
MareK’s disease, mycotoxins and other immune-sup-
pressive conditions could possibly be alleviated in part
by increasing cell-mediated immunity, which would aid
in the fight against viral infections. Chicks are protected
against a broad variety of infectious illnesses because
their metabolites, which serve as immunomodulatory
agents, provide protection against these infections in
the first place. The use of probiotics in chicks may help
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to raise antibody levels against viral infections such as
ND and IBD, which are frequent in the industry (IBD)
[16]. It is possible to reduce the incidence of secondary
infections in birds by utilizing probiotics to strengthen
the immune system and check/prevent enteric infec-
tions during viral illnesses or immunosuppressive con-
ditions (bacterial, coccidian). Probiotics are beneficial
to bird health since they assist to reduce the detrimental
effects of pathogenic microbes on the birds. They also
significantly reduce the pathogenic microbial load in
the stomach, which reduces the chance of pathogenic
bacteria spreading via fecal contamination and other
means. Because bacteria, fungi, protozoa, and viruses
are responsible for the transmission of many infectious
disorders, a multi-strain probiotic should be included
in the diet on a regular basis [38].

The gut microbiota, epithelial cells, and immune
system all contribute to the development of passive
and active resistance against avian enteric illnesses. In
the stomach of the avian, little is known about the con-
trol of the immune system and bacterial differentiation
between “good” and “bad” bacteria by the bacteria [17].
Because of the constant interactions between diverse
cell types, such as components of the innate and adap-
tive immune systems and bacteria in the gut lumen,
epithelium, or lamina propria, intestinal enterocytes
monitor the epithelial surface area for the presence of
probable pathogens in the gut This equilibrium between
hyper-reaction and non-reaction is accomplished
as a result of the specific intestinal layout and inter-
digitation of immune cells across epithelial tissue. In
part because the gut contains more lymphocytes than
any other tissue and because its size and surface area in
touch with both autochthonous and allochthonous pro-
biotics are also important factors, the gut is sometimes
referred to as the largest immune organ. It is the entero-
cytes of the intestinal epithelium that act as a barrier
to prevent pathogens from gaining access to nutrition
and assist the immune system in recognizing possible
infections in the lumen [18].

Probiotics’ role in an immunological context must
be examined in greater detail. One way probiotics can
help the body is to boost intestinal and/or systemic
immunity, but they can also do other things. Studies
on the effects of probiotic bacteria on the immune
system in animals have shown that there are a wide
range of possible interactions and outcomes to take into
account [19]. When pathogens infect cells or the micro-
flora, probiotics can reduce inflammation by inhibiting
certain signaling pathways, such as MAP kinase and
NF-kappa beta, which are involved in the activation
of the immune response. Many pro- and anti-inflam-
matory cytokines’ expression has been hypothesized as
a potential mechanism of action. A chicken’s knowl-
edge of this topic is limited when compared to that of
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other animals. Probiotics help the immune system by
increasing levels of IgA in the lumen, the number of
cells that produce IgA, IgM, and IgG, and the number
of T cells in the cecal tonsils [20]. Oral administration
of probiotics increases the production of natural anti-
bodies in the stomach and bloodstream against a wide
range of antigens. Antigen-specific antibody response
has been shown to be increased by both probiotic
treatment and vaccination against Newcastle disease.
Antibody response amplification may be one effect of
probiotic supplementation on heterophils in addition
to an increase in the oxidative burst and degranula-
tion of these organisms. However, feeding Lactobacil-
lus sporogenes increased immunity against “Ranikhet”
disease in broilers when fed at 100 to 150 mg/kg diet
for 28 days after vaccination had no effect on carcass
characteristics such as dressing percentage or weight
of liver, heart gizzard, giblet, and abdominal fat [22].
Much remains to be learned about how these organ-
isms interact with and influence their hosts, as well as
the factors that influence their efficacy. We hypothesize
that the significance of our findings may be affected
by the antigen used to measure the immune stimula-
tory responses to probiotics [21]. It has been found that
the same strain of bacteria can have varying effects on
birds” digestive systems and immune systems depend-
ing on their genetics and age, which suggests that dif-
ferent types of birds (layers vs. broilers) may require
different dosages of probiotic supplements at different
times during the year. For both humoral and cellular
immune responses, lactobacilli have the potential to be
a useful supplement, but they must be carefully chosen
and administered. An obvious and convincing effect
on cytokine and oocyst formation was seen in infected
broilers that had been given a commercial Lactobacillus-
based probiotic supplement. By combining L. casei and
dextran into an oral immunoadjuvant for birds to pro-
tect them from infectious diseases, researchers say they
may have found the basis for a vaccine in the future [24].

10. Probiotics as a growth institution

The use of growth promoters, such as probiotics,
in livestock (particularly pigs and cattle) has been
proven to boost growth, feed conversion efficiency,
and immunological responses [11]. Many studies on
broiler chicken production efficiency have focused on
the use of probiotics. To enhance broiler hens” health,
live and inactivated probiotics are both effective. There
have been recent attempts to create a multispecies pro-
biotic fluid for poultry, using Lactobacillus species that
were isolated from the digestive system of chickens. It
has been observed that Lactobacillus strains may boost
the immune systems of both chicken breeds [38].
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10.1. Lactobacilli

Catalase-inhibitors are not required to prevent the
growth of these lactobacilli. There are a number of pro-
biotics that have been employed, including Lactobacil-
lus casei, L. zeae, L. paracasei, and L. rhamnosus. As the
population of unpleasant stomach bacteria grows, the
number of undesired microflora decreases [37]. Lactic
acid bacteria may be found in milk and meat prod-
ucts, as well as in sewage, people, plants, and animals
(LAB). There are three species here: L. johnsonii, L. avi-
arius (from chicken faeces), and L. gallinarum (from
chicken faces). L. casei can withstand temperatures of
up to 72°C, making it a suitable culinary ingredient.
Probiotic feed might benefit from additional research
into LAB and poultry husbandry settings. Compared to
the control, supplementation with four strains of L. bul-
garicus considerably increased chick growth and feed
conversion [25]. When fed jointly, L. acidophilus and
L. bulgaricus improved broiler chick performance. Cul-
tures of L. bulgaricus and L. acidophilus were given to
groups of chicks with low and high protein content and
grown on skimmed milk at 37°C for 48 hours; L. bulga-
ricus was shown to provide a stronger growth response
than L. acidophilus, while L. acidophilus was found to
be less effective. After 40 days of feeding, either a sin-
gle strain of Lactobacillus acidophilus or a combination
of 12 strains of Lactobacillus may significantly boost
broiler weight growth [26].

Regardless of the commercial probiotic utilized in
the trial, researchers discovered that blood glucose lev-
els were higher in the probiotic supplemented groups
than in the control group. The study groups blood
protein levels were unaffected by probiotic administra-
tion. The probiotic diet had no effect on the tibiotarsi
weight/length index, the robustness index, the diaphysis
diameter, the modulus of elasticity, or the yield stress.
The medial and lateral walls of the tibiotarsi developed
thicker and broader on the probiotic diet than on the
control diet. Taking probiotics may increase bone min-
eralization and bone growth by increasing tibia wall
thickness, the tibiotarsal index percent ash, and P con-
tent in the bone [27].

10.2. Aspergillus oryzae

Commercially available fermented products pro-
duced from the Aspergillus oryzae and Aspergillus niger
were shown to have no effect on egg output, egg weight,
or egg shell weight, save for the generation of big eggs.
While the digestibility of protein and fat in laying hens
increased, their nutritional digestibility did not seem to
be significantly impacted. According to another study,
laying hens that received probiotic therapy performed
better when fed diets that varied in methionine content,
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according to the results [28]. It was shown that A. ory-
zae as a supplement to laying chicken feed had positive
impacts on hen gut microbiota, pH and moisture lev-
els in the hens’ intestines, egg quality, and macronutri-
ent metabolism. A. oryzae was shown to have reduced
the moisture content of laying hens” droppings while
increasing the metabolic stability of gross energy and dry
matter. Using A. oryzae in broiler chick diets increased
performance metrics including body weight growth and
feed intake, but had little influence on feed:gain ratios,
according to previous studies Growth performance in
broiler chickens may be linked to A. oryzae, which has
also been shown to reduce ammonia gas production
and lower blood cholesterol in broilers, as well as having
a good effect on their microflora populations [29].

10.3. Yeast

Yeast culture has just recently been discovered to be
effective as a probiotic for chicks. The effects of the yeast
S. cerevisiae and subtherapeutic antibiotics on broiler
chicks were investigated, and it was discovered that
they reduced small intestine weight while enhancing
growth and carcass weight in the birds [30]. The inclu-
sion of yeast in broiler feed improves performance as
aresult of changes in gastrointestinal flora and increased
nutrient utilization on both a quantitative and qualita-
tive basis. When compared to a group feed basal diet,
body weight gains are 4.25 % larger and feed conversion
ratios are 2.8% lower, despite the fact that feed intake
has increased by just a tiny amount in this study. Broiler
chick meals including the complete yeast or S. cerevisiae
cell wall showed reduced oxidation and better growth,
meat tenderness, and villus production. Therefore,
supplementing broiler diets with yeast may serve as
a natural alternative to antibiotics in some circumstances
[31]. Hens with mycotoxicosis (ochratoxin) had their
hematological and biochemical profiles improved when
S. boulardii was added to their diet, and this was con-
firmed to be true. When birds were given yeast culture,
they produced more antibodies in response to SRBC and
CBH responses than when they were fed the baseline
diet, indicating that yeast culture increases the birds’
immune response. As shown by the fact that all treat-
ment groups gained the same amount of weight, yeast
culture had no negative effect on the weight increase
of multiple critical organs [33]. A variety of intestinal
diseases were successfully treated in animals using com-
mercially available S. cerevisiae strains, and some of the
S. cerevisiae strains were found to adhere to potentially
harmful bacteria such as E. coli and Salmonella species.
Probiotics made from the bacteria Saccharomyces have
been shown to improve humoral immunity in birds,
increasing their resistance to coccidiosis when admin-
istered at a concentration more than or equivalent to

0.1 percent in the broiler diet. The probiotic qualities of
S. cerevisiae and S. boulardii (ATCC) yeast strains were
shown to be significantly resistant to pH 1.5, with a sur-
vival rate of 85.3-92.1 percent, indicating that yeast is
an excellent probiotic [38].

11. Salient benefits and recommendations
for probiotic use

Probiotics may help maintain birds’ microbiota
healthy and balanced, which can improve both their
health and productivity if they are utilized on a regular
basis in their diet. It is strongly suggested that probiot-
ics be used in the care of new-born chicks, in stressful
situations, and as an alternative to antibiotic growth
boosters in broiler chicken. Early chick mortality and
gastro-intestinal abnormalities such scouring, lack of
appetite, and inappropriate digestion may be prevented
when pathogenic microorganisms, particularly enteric
pathogens, are eliminated. Chicken breeders may see
an improvement in their productivity and avoid major
losses as a result of this [34].

Probiotics increase microbial balance, nutrient
absorption, digestion, feed conversion, growth rate,
and efficiency. Chick mortality is also reduced by pre-
venting the formation of dangerous microorganisms
and, in particular, digestive issues induced by bacte-
rial invasions. Egg production and quality, fertility
and hatchability of eggs, egg albumen quality, and yolk
cholesterol content are all improved by these products.
There are several advantages to birds’ b-vitamins, such
as improved bone structure and reduced contamina-
tion, enhanced medication and vaccine effects, and
a healthy digestive tract following antibiotic treatment
[35]. Although the unlawful and widespread use of anti-
biotics at subtherapeutic doses may lead to residues in
chicken products and the development of drug-resistant
bacteria, this does not rule out the use of probiotics to
prevent the effects of antibiotics on bacteria. Apart from
that, antibiotics used to treat illness impair the host’s
general microflora, causing bacterial dysbiosis and
difficult-to-treat future illnesses in addition to killing
harmful bacteria. In addition to preventing diarrhoea,
using probiotics with antibiotics helps to maintain the
necessary gut microbiota balance without interfering
with the medication’s effectiveness. It has been advised
that the United States consider regulating the use of
antibiotics in animal husbandry since drugs have failed
to heal human ailments in the past [36]. The European
Union has ban the use of antibiotics in animal feeds.
Providing probiotics on a regular basis is suggested to
keep birds healthy since they are constantly disturbed
and under a high level of infectious strain when grown
intensively. The greatest outcomes will be obtained if
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the supplement is given to the bird before the infection
challenge. In stressful situations, the dosage should be
increased. After antibiotic treatment, probiotics must
be provided to maintain a healthy microbiota popula-
tion and achieve a well-balanced outcome. Powders and
liquids containing probiotics are widely available as feed
additives [37]. A single strain of yeast, a single strain of
bacteria, or a combination of microorganisms may be
utilized to treat numerous illnesses in the commercial
probiotic market. As a rule of thumb, a multi-strain
probiotic should contain at least 10” to 10° or even
higher guaranteed levels of beneficial microorganisms
such as Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. bulgaricus,
Enterococcus fecium, Aspergillus oryzae, Saccharomyces
cerevisiae, etc., per kilogram of the product [1]. Accord-
ing to industry guidelines, chicks/layers/broilers get
0.5-1kg /tone of feed, whereas breeders receive 1kg/tone
of feed. Feed or water should be supplemented with
probiotics, and they should also be provided as a top
dressing or as a top dressing for pelleted feed.

12. Conclusions

Probiotics may be given to chicken feed to help
lower the incidence of gastrointestinal disorders in the
flock. In terms of practical application, it is critical to
understand how probiotics might affect the balance of
bacteria in the avian gut, promote growth, and raise
immunity in the bird population. It is vital to limit
the incidence of sickness in poultry via natural means
in order to create a strong immune system that will
assist in the improvement of chicken production levels.
Instead of using antibiotics as a feed additive or growth
stimulant, it is better to utilize probiotics since they
have no known negative effects and are less expensive.
Furthermore, probiotics do not pose any health risks to
humans since they do not leave residues in eggs or meat
as antibiotics do. Probiotics for birds assist to increase
their natural defenses against a broad variety of diseases
by increasing the number of bacteria in their stomach.
It is believed by a lot of individuals that these “desirable
microorganisms” may assist in keeping hens healthy,
productive, and happy in poultry farms. Because antibi-
otic residues in chicken products and the establishment
of drug-resistant bacterial strains have the potential to
have serious consequences for human health, antibiotic
growth boosters are expected to be phased out in the
not-too-distant future. Probiotic research is becoming
more important as a result of this. The development
of new information and experience in understanding
probiotics, their unique mechanism of action, and their
widespread use in chicken health and productivity in
the next years may pave the way for additional advance-
ments in poultry health and productivity.
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Abstract: Background - The World Health Organizations (WHO) scientific brief on the coronavirus 2019 (COVID-19) pandemic and
asthma from 2021, states individuals with asthma to be at a higher risk of respiratory infections as recorded in the annual influenza
season. However, existing data from the COVID-19 pandemic does not till date establish an association of the disease with asthma. The
disease burden of COVID-19 among asthmatic patients has not been very evident. This paucity of information forms the main rationale
of our literature review, which is focused on collecting scattered literature around transmission, risks, as well as disease characteristics of
COVID-19 among asthmatics world over including Saudi Arabia. Methodology - This study report has been generated after detailed lite-
rature survey using keywords “asthma’, “coronavirus’, “COVID-19” and SARS-CoV-2 including quality high impact publications on rele-
vant focus area through Google Scholar, Web of Science, and PubMed. Publication between year 2019 and 2021 were selected in specific to
ensure the focus of the current literature review does not lose relevance in space of time. Results - Our literature review identified elderly
to have been reported to have high susceptibility to COVID-19; the risk being exacerbated among those with comorbidities. Further, no
specific directives on asthma being one of the risk factors was found to be reported, especially with the current disease management stra-
tegy for COVID-19. The severely diseased COVID-19 patients also have been reported to exhibit increase in multiple cytokines, which
may increase airway inflammation and exacerbate asthma attacks. However, contrary literature reports indicate an increase in T cells to
reduce the disease impact of COVID-19. Conclusion - There is paucity in significant evidence as of writing this review article to highlight
exclusive negative impact of COVID-19 on asthmatics. Asthma patients however need to be reccommended care pertaining to having their
controller medication as new data continue to emerge on the clinic-pathological factors of the novel coronavirus.

1. Introduction. 2. History of the pandemic. 3. Prevalence of COVID-19. 4. COVID-19: Risk factors, manifestation, complications.
5. Methodology. 6. COVID-19 and respiratory disorders. 7. COVID-19 and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) disorders.
8. COVID-19 and asthma. 9. Discussion
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1. Introduction

Asthma is a chronic disease characterized airflow
limitation and is one of the most common chronic
diseases in Saudi Arabia, with the prevalence rate of
11.3% among physician-diagnosed respiratory dise-
ase [1]. The Saudi Thoracic Society initiated the Saudi
Initiative for Asthma (SINA) in the year 2008 to ensure
best practices in pulmonary and respiratory medicine
arein use. The updated 2021 guidelines apart from inte-
grating recommendation around new medication, and
evidence-based treatment updates, also included the
coronavirus disease 2019 (COVID-19) management
guidelines wherein the recommendations were stra-
tified as per different age groups; adults (> 18 years),

adolescents (13-18years), children (5-12years and
<5years) [2]. The novel coronavirus pandemic of 2019
had global implications on healthcare management,
although in Saudi Arabia, a similar challenge was posed
by the Middle East respiratory syndrome coronavirus
(MERS-CoV) when the first case was detected in Sep-
tember 2012, in a 60-year-old from Bisha, Saudi Ara-
bia [3]. Though MERS (1139 cases, 431 deaths) and
severe acute respiratory syndrome (SARS; 8273 cases,
775 deaths) pandemic occurred in the past in the year
2013 and 2003 respectively, the numbers being registe-
red in the ongoing severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection has been much
more and world continue to fight multiple waves of
increasing severity till date. The COVID-19 pandemic
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Table I
Historical data on Coronavirus epidemiology and transmission [71, 72]
Coronavirus Af}li(:)cstted Intermediate host resz(r):reoril:iﬁlost Disease Cell receptor
SARS-CoV Humans | Himalayan palm civet/raccoon | Bat SARS ACE2
MERS-CoV | Humans | Dromedary camels Bat MERS DPP4 (Dipeptidyl peptidase 4)
SARS-CoV-2 | Humans | NA (No report) NA (No report) | COVID-19 | ACE2

has affected over 46 countries internationally, as the
virus continues to mutate, and new strains are being
isolated from different parts of the world. The major
challenge in COVID-19 management continues to be
an asymptomatic transmission, wherein a China CDC
study found 80.9% of the asymptomatic or mild pneu-
monia cases to have released large amounts of viruses
in early infection stage. Further, epidemiological data
indicate the disease spectrum of SARS-CoV-2 to be dif-
ferent from the previous SARS and MERS [4]. A sum-
mary of host and reservoir for SARS-CoV-2 with the
information has been detailed in Table I.

2. History of the pandemic

The COVID-19 pandemic began in December 2019,
when a series of cases resembling viral pneumonia were
recorded from Wuhan in China. The health authorities
issued an epidemiological alert on 31* December 2019
as 59 suspected cases with symptoms of fever, and dry
cough were transferred to a designated hospital even
as all the pneumonia of unknown origin were found to
have a shared history of exposure to the Huanan seafood
market. Further, of the 59 suspected cases, 41 were con-
firmed to be affected by the 2019-nCoV, latter called
SARS-CoV-2 by testing the respiratory specimen by
next-generation sequencing (NGS) and real-time poly-
merase chain reaction (RT-PCR). Further, chest radio-
graphy of the confirmed cases revealed abnormalities
in all, and 98% exhibited bilateral involvement. The
chest-CT findings among non-ICU patients included
bilateral ground-glass opacity and subsegmental areas
of consolidation. Further, all patients had pneumonia.
As on Jan 2020, 15% of the 41 confirmed cases died, as
the time between hospital admission and development
of acute respiratory distress syndrome (ARDS) was
found to be as short as 2 days [5].

The origin of coronaviruses; both SARS and MERS
have been linked to bats and transmitted to humans
through market civets and dromedary camels, and
whole genome sequencing analysis of a SARS-CoV-2
revealed presence of human angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2) receptor which enable virus to
infect and replicate inside human cells using the [6,7].
The findings around pathogenicity of coronavirus in

humans became highlighted only after the SARS epi-
demic of 2002 and 2003 in China, followed by MERS
which emerged in the Middle Eastern countries in 2012
[8, 3]. The need to study the present coronavirus invo-
lved in the COVID-19 pandemic arises as it becomes
one of the notorious infectious diseases to have arrived
in recent times, and the risk of such outbreaks in the
future continues to remain high. The existing virologic,
epidemiologic, data establishes that the SARS-CoV-2
would have evolved from a beta-coronavirus even as
the warning issued by a group of Scientists studying
coronaviruses in the year 2007 which was ignored ear-
lier. The warning clearly read “The presence of a large
reservoir of SARS-CoV-like viruses in horseshoe bats
is a time bomb. The possibility of the re-emergence of
SARS and other novel viruses should not be ignored”
[9]. Global reservoirs of coronaviruses have been iden-
tified in the America, the Africa, the Middle East, and
the South East Asia including China [10].

These highlight the need for understanding trans-
mission and risks involved in SARS-CoV-2pandemic,
to ensure minimal damage to human life, and effective
control measures can be devised in place. Aggressive
monitoring of the hotspots has also been recommended
by scientists to predict and prevent viral emergence and
limiting zoonotic interaction is also a key. The COVID-
19 pandemic has posed a broad challenge to the scienti-
tic and medical community towards identifying symp-
toms, devising rapid diagnostic methods, follow-up,
in addition to managing the rising medical crisis. Fur-
thermore, since this virus affects the respiratory system
individuals with pre-existing respiratory health condi-
tions including chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) and asthma, were categorized as high-risk with
possibility of severe disease consequences [11, 12].

3. Prevalence of COVID-19

Global burden of the SARS-CoV-2 continues rise
with multiple nations suffering from burden of waves
of infection burden apart from insurgence of multiple
variants. This is closely followed by India with number
of infected at 2,96,36,638 and 379,652 deaths indicating
a death rate of 1.3%. However, there are regions which
have reported less than a lakh case including China
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Mainland (91,471), Afghanistan (93,765), Singapore
(62,339), Australia (30,274) to name a few. In terms of
death per million (DPM), the highest ranking is Peru at
5665 (9.4% deaths), followed by Hungary at 3107 (3.7%
deaths). The United Kingdom and the USA also report
DPM of over 1000 at 1875 (2.8% deaths), and 1850
(1.8% deaths), respectively. Developing nations howe-
ver, recorded low DPM for COVID-19, with India at
273, Nepal at 287; while China has a record low DPM at
3. In terms of Middle East, Saudi Arabia records a DPM
of 215 (1.6% deaths), and the United Arab Emirates
(UAE) at 173 (0.3% deaths) [13].

In case of Saudi Arabia, the number of confir-
med cases stands at 468,175 and deaths at 7,606 until
December 2021. The government of Saudi Arabia
implemented early protective measures from the stan-
dard recommendations of social distancing, use of
personal-protective-equipment, and stay-at-home to
cancellation of the international Haj 2021. The rapid
action could also be attributed to the fact that viral epi-
demics have been a part of the Saudi history from the
Spanish flu of 1919, HIN1, MERS and now COVID-19,
with the first case being reported on March 2™,
2020, from the Kingdom. The state is also provi-
ding free medical treatment to their citizens affec-
ted by COVID-19 in both public and private sector
healthcare institutes [14].

4. COVID-19: Risk factors, manifestation,
complications

Scientific evidence around epidemiology and
transmission aspects of the SARS-CoV-2 have indi-
cated old age, male gender, pre-existing comorbidi-
ties, including diabetes, hypertension, heart disease,
obesity, chronic lung disease, immunodeficiency, as
well as pregnancy, to be the possible risk factors for
COVID-19 progression [15]. The early months of the
pandemic only painted a critical picture of the affected
with patients in intensive care, struggling to breathe
an in need for artificial ventilation. However, trans-
mission studies further identified the benign nature of
the infection in many individuals indicating “asympto-
matic” presence [16]. Studies have also found the viral
load and transmission risk to be comparable between
the asymptomatic and the severely symptomatic and
the only diagnostic distinguishing to be achieved thro-
ugh longitudinal testing [17, 16]. 41.1% and 44.8% of
asymptomatic transmission was noted in a study from
Italy which reported results from the two-pilot time
sampling involving 85.9%, and 71.5% of Vo munici-
pality population. Further, the authors reported none
of the asymptomatic to develop symptoms in the two-
-week sampling window [18].
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Controversy around susceptibility of adolescents,
and youth towards SARS-CoV-2 has been recorded,
as old age has been a documented risk factor. Many
studies have reported low susceptibility among adole-
scents and data analysis from the Department of Health
website of the US (six states) experiencing surges found
prevalence to be significantly higher among adolescents
(10-19 years) and youth (15-24 years) (p<0.00001)
[19] than older aged people. Recent studies have also
indicated susceptibility to COVID-19 to be indepen-
dent of age according to mathematical modeling out-
comes on data from Japan, Spain, and Italy; but disease
severity and mortality to be age dependent [20].

Disease manifestation in severe cases have been
noted to include signs of dyspnea, blood oxygen satu-
ration of <93%, partial pressure of arterial oxygen to
fraction of inspired oxygen ratio <300 mmHg, respira-
tory frequency >30/min, within 24-48 hours of time
span [21]. Studies have evaluated the occurrence of dys-
phagia in COVID-19 due to neuromuscular complica-
tions, prolonged bed rest, and endotracheal intubation
[22]. Studies have reported one-third of the hospitalized
patients to exhibit neurological symptoms including loss
of taste and smell due to cranial nerve manifestation,
with a frequency of 5.6%, and 5.1% respectively [23].
Hypernatremia has also been recorded as a manifesta-
tion of COVID-19 wherein studies records show deve-
lopment of first-time therapy-resistant hypernatremia
(plasma sodium concentration >150 mmol per liter)
among critically ill between age groups of 57-84 years
in medical ventilation [24]. In terms of oral manifesta-
tion, dysgeusia has been recorded which includes ulcer,
pustule, vesicle, depapillated tongue, plaque, pigmenta-
tion, hemorrhagic crust, necrosis, swelling, and sponta-
neous bleeding; with tongue involvement being 38%, the
labial mucosa at 26%, and the palate at 22% respectively.
Further, oral lesions have also been recorded to be symp-
tomatic among 68% of the cases [25]. Gastrointestinal
symptoms have also been recorded among patients at
frequency between 16% to 33% and has been associa-
ted with severe disease stage [26]. Ocular presentations
of COVID-19 have also been reported in a case series
from China, 31.6% of hospitalized patients exhibited
ocular symptoms including conjunctival hyperemia,
chemosis, epiphora, and increased secretions [27]. Skin
manifestations of COVID-19 have also been recorded
which include pseudo-chilblains, rashes with macules
and papules, urticaria, vesicular, and vaso-occlusive
lesion [28]. Neurological manifestations recorded inc-
lude myalgia, headache, hyposmia, altered sensorium,
apart from certain uncommon ones like intracere-
bral hemorrhage, ischemic stroke, acute myelitis, and
encephalo-myelitis [29].

Studies have also recorded multiple comorbidities to
increase disease severity including arterial hypertension
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Table II
Common reported symptoms of COVID-19
Study Chen N. etal., | Huang C. etal.,, | Alsofayan Y.M. | Shabrawishi M.
[58] [5] etal., [68] etal., [52]

Patient count 99 41 1519 150

Age (mean, year) 55.5 49 37 46.1
Fever 83% 98% 86% 49%
Cough 82% 76% 89% 49%
Shortness of breath 31% 55% - 20%
Myalgia 11% 44% 29% 3%
Hemoptysis - 5% - 0.4%
Sputum production - 28% - 3%
Confusion 9% - - -

Sore throat 5% - 82% 16%
Rhinorrhea 4% - 72% 6%
Chest pain 2% - - -
Diarrhea - 3% 14% 1%
Headache - 8% 27% 3%

(OR=2.01, 95% CI: 1.3-3.2), diabetes (RR=2.96, 95%
CI: 2.31-3.79), obesity (OR=3.0, 95% CI: 1.22-7.38),
asthma (OR: 1.39, 95% CI: 1.13-1.71), and COPD
(OR=1.36,95% CI: 1.15-1.60) [30-34].

The most common symptoms of COVID-19 have
been summarized in Table II.

5. Methodology

Literature search was done to include research, longi-
tudinal, observational, and case reports pertaining to the
novel coronavirus disease of 2019. The keywords used
for the search included “COVID-19”, “SARS-CoV-2%,
“pandemic’, “asthma’, “coronavirus’, “respiratory dise-
ase”, and search engines including PubMed, Google
Scholar, Scopus, and the Web of Science was used to

select publications between the years 2019 to 2021.

6. COVID-19 and respiratory disorders

The initial viral interaction in the nasal mucosa
among humans occurs by binding of the spike (S) pro-
tein with the ACE2 receptor and enters principally via
the upper airway epithelium., followed by cleavage of
viral S protein by host TMPRSS2 (transmembrane serine
protease 2), which aids in viral entry [35]. In terms of
respiratory distress, the most common COVID-19
presentations include acute respiratory failure, disor-
ders of the airway, lung parenchymal, and pulmonary
vascular region [36]. Studies have also suggested the
shunt physiology to be accompanied with severe abnor-
malities in the ventilation-perfusion (V/Q) matching

with disordered hypoxic vasoconstriction [37]. Fur-
ther, radiographic comparison between Computerized
Tomography scans of COVID-19 affected, and other
viral pneumonia has shown peripheral distribution of
opacities, ground-glass and fine reticular appearance
with vascular thickening to be prominent in the for-
mer [38]. Further, the infected epithelial cells have been
shown to express high levels of inflammatory cytoki-
nes including C-X-C motif chemokine 10 (CXCL-10),
and interferons [39]. An enhanced Th2 immune res-
ponse and the elaboration of cytokines contribute to
the induction of allergy and asthma. Studies have found
the infected alveolar epithelium cells to produce pro-
inflammatory chemicals including interleukins (IL-6,
IL-8,1L-29), and chemokines (CCL5, CXCL9, CXCL10,
and CXCL11) [40]. Interferon-y, a Th1 cytokine, acts in
conjunction with Th2 (IL-4, IL-13, and IL-5) in main-
taining chronic allergic inflammation. The mechanisms
leading to an enhanced Th2 response are still contro-
versial. Th2-dominated immune responses may result
from immune suppression of T-regulatory cells as well
as Th1 cells. Understanding early-life immune mecha-
nisms responsible for atopic diseases, specifically how
cytokines of T-regulatory cells act to balance the Th1
and Th2 immune response, continues to be a fruitful
area of research. The incidence of deep vein thrombosis
has also been recorded to be high among hospitalized
cases with studies reporting a frequency of up to 20%
among the intensive care unit admission [41]. Evidence
also indicates risk of potential sequela to the COVID-19
respiratory problems including fibrotic lung disease,
pulmonary vascular disease, chronic cough, and bron-
chiectasis [42]. Recommendations from the British
Thoracic Society include chest radiography to be done
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3 months’ post hospital discharge of all COVID-19
patients and those with history of severe disease, persi-
stent symptoms, and radiological abnormalities should
be investigated further [43].

7. COVID-19 and chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) disorders

Studies have also evaluated COVID-19 disease out-
come by stratifying comorbidities and one such from
China found COPD (HR=2.681 (1.424-5.048) 95%
CI), diabetes (HR=1.59 (1.03-2.45) 95% CI), hyperten-
sion (HR=1.58 (1.07-2.32) 95% CI) and malignancy
(HR=3.50 (1.60-7.64) 95% CI) to be the risk factors
of reaching the composite end-points and comorbid
COVID-19 patients were found to exhibit poor clinical
outcomes [44]. Studies have also evaluated the impact
of COPD and smoking on COVID-19 disease outcome,
and found COPD to be an increased risk factor for
poor outcome (OR=5.01; 3.06-8.22; 95% CI), morta-
lity (OR=4.36; 1.45-13.10; 95% CI), severe COVID-19
disease (OR=4.62;2.49-8.56; 95% CI), and ICU admis-
sion (OR=8.33; 1.27-54.56; 95% CI). Further, smoking
was also found to significantly increase risk of severe
COVID-19 (OR 1.65; 1.17-2.34; 95% CI) [45].

8. COVID-19 and asthma

The presence of asthma, a chronic airway disease
has been increasing since the year 1950, and more
than 300 million people worldwide have been repor-
ted to be affected: by both allergic and non-allergic
causes. It is a heterogeneous disease characterized by
persistent cough, wheezing, and dyspnea; affecting the
lower respiratory tract [46, 47]. Further, the manage-
ment of asthma includes long-term exposure to sys-
temic corticosteroids which increases risk of other
disease conditions including hypertension, diabetes,
and impaired humoral immunity [48]. In studying the
relation between asthma exacerbation in COVID-19,
published reports till date are divided in the findings,
which continues to be intriguing as Coronaviridae have
been associated with asthma exacerbation in up to 27%
of the adults [49]. Since virus commonly trigger asthma
exacerbations, asthma became listed as a risk factor for
COVID-19 morbidity, as the symptoms presented also
included the common acute asthma inclusions like
shortness of breath and dry cough. Further, recommen-
dations indicate benefit from use of oral steroids for
patients with asthma with weak response to bronchodi-
lators, although the same is not recommended to treat
COVID-19 lung disease due to risk of increased viral
replication [50]. A study conducted on 150 COVID-19
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patients indicated IL-6 an indicator of death. Significant
difference in levels of white blood cell counts, platelets,
albumin, total bilirubin, blood urea nitrogen, blood cre-
atinine, myoglobin, cardiac troponin, C-reactive pro-
tein (CRP) and interleukin-6 (IL-6) was found between
the deceased group and the survivors [51].

Reports from Saudi Arabia indicated the prevalence
of asthma to be 2.9%, 0%, and 7.7%, among patients
with mild, moderate, and severe COVID-19 [52].
In a Brazilian retrospective study including 51,770
COVID-19 cases, the prevalence of moderate to severe
asthma was found to be 1.5%, while in a Spanish study,
the prevalence was noted to be 3.7% among the fatal
cases, and 5.5% among the discharged cases [53, 54].

Studies have also focused on documenting the clini-
cal course of COVID-19 among asthma patients using
big data analytics and artificial intelligence. One such
analysis including 71182 patients with asthma, found
the frequency of COVID-19 to be 1.41%, and much
higher than the recorded 0.86% among the general
population. Further, the cohort majorly included older
adults (55 vs 42 years), and female gender (66% vs 59%),
apart from smoking, hypertension, diabetes, and obe-
sity. This study found increased risk of COVID-19
hospitalization among asthma patients to be linked
with age and comorbidity-related factors. Further, use
of inhaled corticosteroids (ICS) and biologics to have
a protective impact against severe disease as low rate of
hospitalization was noted among both, and specifically
0.23% for biologics [55]. Another clinical study invo-
lving 1526 COVID-19 patients, found 14% to be asthma-
tics, and wherein the condition (OR=0.96; 0.77-1.19;
95% CI), and use of ICS (RR=1.39; 0.90-2.15; 95% CI)
did not increase the risk of hospitalization in an adju-
sted model [56]. Multiple reports from China including
one by Zhang J.]. etal., [57] involving 140 patients, and
Chen N. etal., [58] involving 99 cases, did not find
asthma or allergic disease as a risk factor or pre-exi-
sting comorbidity in COVID-19. Few studies howe-
ver, have reported finding the presence of comorbid
asthma among hospitalized COVID-19 patients. These
include one report from 106 patients from the Chest
Diseases Department of Strasbourg University Hospi-
tal, wherein 23 patients were found to have asthma.
Further, no significant difference between patients with
and without asthma was noted with respect to need of
maximal oxygen flow, length of hospital stays, need for
non-invasive ventilation or the intensive care transfer;
and SARS-CoV-2 did not induce severe asthma exacer-
bation [59]. Another UK study involving 16749 hospi-
talized patients found asthma to be the fourth-com-
mon comorbidity at 14%, after chronic cardiac disease
(29%), uncomplicated diabetes (19%), and non-asthma-
tic chronic pulmonary disease (19%) [60]. The inconc-
lusive association between COVID-19 and asthma has
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been reported in observational studies from different
parts of the world including multiple reports from
China, where the pandemic began. Few studies which
have reported increased asthma prevalence among
COVID-19 patients indicate underreporting, and under
diagnosis to be the cause for inconclusive evidence. The
data reported from the Center for Disease Control and
Prevention found 27.3% of COVID-19 positive hospi-
talized patients to have listed asthma as a comorbidity
from several hospitals across US [61].

Several Study reports also indicate asthma to be
protective in COVID-19, wherein studies have found
eosinophils to be reduced in SARS-CoV-2 infected
peripheral blood, and it is speculated that increased
eosinophils in the airway of asthmatics might be
protective against the exaggerated inflammatory
response in COVID-19 [57&62]. Another study involving
951 COVID-19 asthmatics found pre-existing eosino-
philia (AEC=150cells/uL) to be protective from
COVID-19-associated admission, and development
of eosinophilia during hospitalization to be associa-
ted with decreased mortality (mortality rate 9.6%
vs 25.8%; OR=0.006, 95% CI: 0.0001-0.64) [63].
Other protective factors against SARS-CoV-2 among
patients with allergic asthma has been reported to be
the asthma treatment, overproduction of mucus, and
the T2 immune response [64-66]. Besides, the respi-
ratory epithelial cells of asthma patients have been
found to have reduced expression for ACE2 receptors
which may contribute to protection from SARS-CoV-2
infection [64&67]. A study from Saudi Arabia invo-
lving 1519 confirmed cases of COVID-19 found 71.6%
of the cases to be hospitalized, 4.7% to be admitted
to intensive care and 9.3% of people with COVID-19
did not show symptoms. The study did not specifi-
cally clarify the symptoms associated with them. The
study did not add details about the development and
severity of cases [68].

In terms of management, it has been noted that
there is a concern in the medical community on the use
of nebulizers in hospitals to treat patients with asthma,
especially those with COVID-19, as it can cause possi-
ble transfer of contaminated droplets to the uninfected
and the medical staff [69]. Further, there is a consen-
sus among the medical community to treat asthma
by replacing nebulizers with metered-dose inhalers
(MDIs) without negatively affecting patient outcome
and also avoid COVID-19 transmission [70].

9. Discussion
The literature review and the citations in this review

highlights that asthmatic were exposed to SARS-CoV-2,
but there was no serious impact on disease severity or
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outcome of the disease through appropriate medical
intervention. It has been reported among majority with
uncontrolled asthma and other chronic disease when
exposed to SARS-CoV-2, there will likely be worse-
ning of COVID-19 severity and the need for intensive
care may arise.

However, this review is limited with respect to the
number of available literatures studied to generate this
review article. There are information on COVID-19 and
asthma however conflicting reports are abundant. Fur-
ther investigations and examination for various labo-
ratory signs and clarification on ACE2 and TMPRSS2
expression and their involvement in COVID-19 and
asthma is needed. This review is one of the few compre-
hensive literature studies on the impact of SARS-CoV-2
infection on patients with asthma.
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Streszczenie: Krztusiec jest zakazng chorobg, typowa dla wieku dziecigcego. Znamiennym objawem jest napadowy, silny i bezproduktywny
kaszel, pogarszajacy si¢ w nocy, ktéry moze prowadzi¢ do wymiotéw, bezdechu oraz sinicy. Pod wzgledem klinicznym diagnostyka krztusca
jest problematyczna, poniewaz u zaszczepionych dzieci, nastolatkéw oraz dorostych objawy moga by¢ znacznie tagodniejsze i mniej cha-
rakterystyczne, a wiec trudniejsze do zdiagnozowania. Wprowadzenie szczepionki pelnokomoérkowej (DTwP) oraz obowigzku szczepien
skutecznie zredukowato liczbe przypadkéw. W wielu krajach, szczepionki DTwP zawierajace pelne komorki bakteryjne, ze wzgledu na
swoja reaktogennos¢, zostaly calkowicie lub czesciowo, zastapione szczepionkami bezkomorkowymi (DTaP) zawierajacymi kilka wybra-
nych i oczyszczonych biatkowych antygendw bakteryjnych. Pomimo powszechnosci szczepien ochronnych notuje si¢ wzrost zachorowan
na krztusiec, nie tylko wéréd najbardziej wrazliwej grupy - noworodkow, ale rowniez zaszczepionych nastolatkéw i dorostych. Gléwna
przyczyng wzrostu zachorowan jest niepetna ochrona oraz staba skutecznos¢ szczepionki bezkomoérkowej w zapobieganiu transmisji Bor-
detella pertussis, ktora jest glownym czynnikiem etiologicznym krztusca. Nowoczesne metody badawcze pozwalajg takze na identyfikacje
innych gatunkéw bakterii z rodzaju Bordetella, tj. B. parapertussis oraz B. holmesii wywolujacych parakrztusiec o podobnych objawach.
Obecnie stosowane szczepionki nie chronig przed szczepami gatunku B. holmesii, ktory staje sie drugim, pod wzgledem czestosci zachoro-
wan, czynnikiem etiologicznym krztusca. Niedoskonalos¢ dostepnych szczepionek jest przyczyna intensywnych poszukiwan nowych anty-
gendw szczepionkowych i adiuwantéw, powtornego zainteresowania szczepionkami pelnokomérkowymi oraz podejécia hybrydowego przy
projektowaniu szczepionki bezkomadrkowej opartej o pecherzyki zewnatrzblonowe. Najwieksze szanse na wprowadzenie ma szczepionka
BPZE], ktora jest ostabionym szczepem bakterii B. pertussis i jest przeznaczona do podawania w postaci zywej szczepionki donosowe;.

1. Krztusiec. 2. Rodzaj Bordetella. 2.1. Bordetella pertussis. 2.2. Bordetella parapertussis. 2.3. Bordetella bronchiseptica. 2.4. Bordetella hol-
mesii. 2.5. Nieklasyczne Bordetellae. 3. Morfologia i diagnostyka bakterii z klastra B. bronchiseptica. 3.1. Morfologia. 3.2. Diagnostyka
krztuéca. 4. Epidemiologia pateczek Bordetellae i udzial poszczegélnych gatunkéw w wywolywaniu zakazen u ludzi. 5. Szczepionki prze-
ciwkrztuscowe. 5.1. Szczepionki przeciwkrztuscowe pelnokomérkowe i bezkomorkowe. 5.2. Poszukiwania nowej szczepionki przeciw-
krztu$cowej. 6. Podsumowanie

PERTUSSIS AND THE RED QUEEN EFFECT

Abstract: Whooping cough is a contagious and typically childhood disease transmitted via droplets. Pertussis is especially dangerous for
infants, but adults have become more susceptible. A pathognomonic symptom of pertussis is a severe spasmodic and unproductive cough
that worsens at night and is accompanied by vomiting, apnea and cyanosis. The symptoms among vaccinated children, adolescents and
adults, are milder, less characteristic, and therefore more difficult to diagnose. Whole-cell pertussis vaccine (DTwP) has been highly effec-
tive in reducing morbidity and mortality. However, in many countries DTwP vaccines, due to their reactogenicity, have been completely
or partly replaced, by acellular pertussis vaccines (DTaP) that contain several purified bacterial protein antigens. In spite of the sustained
high coverage of vaccinations, there is an increase of whooping cough cases in all age groups. The main cause of the increase is the lack of
full protection from acellular vaccine in preventing transmission of Bordetella pertussis, which is the main etiological factor of whooping
cough. Moreover, new diagnostic methods allow to identify other Bordetella species that cause pertussis-like symptoms, i.e. B. para-
pertussis and B. holmesii. The currently used vaccines do not provide a cross-protection against B. holmesii that has now become the second
etiological factor of pertussis. Imperfections of existing vaccines are the reason for an intense development of improved anti-pertussis vac-
cines. Several research directions can be distinguished, such as identifying new components, designing an acellular vaccine based on the
outer membrane vesicles or the renewed interest in whole cell vaccines.

1. Whooping cough. 2. Genus Bordetella. 2.1. Bordetella pertussis. 2.2. Bordetella parapertussis. 2.3. Bordetella bronchiseptica. 2.4. Borde-
tella holmesii. 2.5. Non-classical Bordetellae. 3. Morphology and diagnostics of bacteria from B. bronchiseptica cluster. 3.1 Morphology.
3.2. Pertussis diagnosis. 4. Epidemiological overview and species distribution. 5. Pertussis vaccines. 5.1. Whole cell and acellular pertussis
vaccines. 5.2. Search for a new pertussis vaccine. 6. Summary

Stowa kluczowe: Bordetella holmesii, Bordetella pertussis, krztusiec, szczepionki
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1. Krztusiec

Terminy ,,hipoteza Czerwonej Krélowej”, ,,ewolucja
Czerwonej Krdlowej’, ,efekt Czerwonej Krolowej” czy
»dynamika Czerwonej Krolowej” uzywane sg w réznych
dziedzinach nauki do opisu sytuacji, w ktérej opozy-
cyjne gatunki (np. patogen-zywiciel czy drapieznik-
-ofiara) prdobuja si¢ wzajemnie ,przescignac”. Zmie-
niaja swoje cechy fenotypowe, aby lepiej przystosowac
sie do cech przeciwnika, jednak w efekcie pozostaja we
wzglednej homeostazie [17]. ,Trzeba biec ile sil, Zeby
utrzymac si¢ w tym samym miejscu”’ stowa Czerwonej
Krolowej z ksigzki pt. ,Po drugiej stronie lustra” Lewisa
Carrolla odzwierciedlajg impas, w ktorym jako popula-
cja znalezlismy sie¢ tracac przewage nad proba ograni-
czenia rozprzestrzeniania si¢ krztusca. Wydawalo sie,
ze w momencie wprowadzenia pierwszej szczepionki
przeciwkrztuscowej i obserwacji spektakularnych efek-
tow jej dziatania droga do celu jest prosta, cho¢ wymaga
utrzymywania diugotrwalego rezimu szczepien. Jed-
nak od pewnego czasu, pomimo wysokiego poziomu
wyszczepienia spoleczenstwa, liczba przypadkow utrzy-
muje minimalng aczkolwiek stalg tendencje wzrostowa
z nawracajacymi cyklicznie falami. Wprowadzenie
szczepionek znacznie ograniczylo liczbe przypadkow
krztusca, ale przyspieszylo proces zmian geno- i feno-
typowych u bakterii w celu ich lepszego przystosowania
do nowej sytuacji.

Krztusiec jest zakazng chorobg bakteryjng, znang na
calym $wiecie pod réznymi nazwami, ktére odnosza si¢
do czasu jej trwania (,,kaszel stu dni”) lub charaktery-
stycznego kaszlu (krztusiec, koklusz) przypominajacego
pianie koguta, ktory jest objawem patognomonicznym.

Pierwsze udokumentowane doniesienia o krztuscu
datowane s3 na poczatek XV wieku w Korei. Prawie
100 lat pozniej w perskim miescie Herat (obecnie
zachodni Afganistan) doszlo do wybuchu epidemii
krztusca, ktorej opisy przypisywane sg lekarzowi Baha
al-Dawlah Raziemu [3]. Choroba charakteryzowata
sie wysoka zarazliwo$cig oraz $miertelnoscig zaréwno
u dzieci jak i wérdd dorostych. Powszechnym ,,lekar-
stwem” byl napar z jednego ,mithkala” (6 g) imbiru.
Kolejna fala epidemii, ktéra nadeszla po pot roku miata
juz znacznie tagodniejszy przebieg oraz mniejszg $mier-
telno$¢ [3]. Najwczesniejsze europejskie informacje
o epidemii krztusca pochodzg z Paryza z 1578 roku.
Francuski lekarz Guillaume de Baillou réwniez opi-
sal dwie fale epidemii. Podczas pierwszej fali choroba
zaatakowala zaréwno niemowleta, dzieci jak i doro-
stych [3, 5]. Na poczatku XX wieku belgijscy badacze
Jules Bordet i Octave Gengou zidentyfikowali czynnik
etiologiczny krztusca — pateczki Bordetella pertussis [8].

! Lewis Carroll, Alicja w krainie czaréw. Po drugiej stronie
lustra, Wydawnictwo Vesper, In Rock Music Press, 2012.
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Krztusiec uwazany jest za wysoce zakazng cho-
robe wieku dzieciecego. Wspolczynnik okreslajacy
zakazno$¢ choroby R (rate of infection) dla krztusca
jest wysoki R =15-17 [1]. Paleczka krztusca przeno-
szona jest drogg kropelkowg i jedynym znanym spo-
sobem infekcji jest transmisja od zakazonej osoby.
Czgsto zrodtem zakazenia jest bezobjawowy dorosty,
ktéry pomimo zaszczepienia, moze stac sie ,,cichym
nosicielem” i nie§wiadomie bra¢ udzial w transmisji
choroby. Zachorowalno$¢ na krztusiec uzalezniona
jest od stopnia uodpornienia, wieku oraz plci [19].
Wiréd zaszczepionych dzieci, nastolatkéw oraz doro-
stych objawy moga by¢ znacznie tagodniejsze i mniej
specyficzne, a wiec trudniejsze do zdiagnozowania.
Zespot ekspertow z Global Pertussis Initiative (GPI),
zaproponowal wprowadzenie algorytmu rozpoznania
krztusca w zaleznosci od grupy wiekowej: 0-3 miesiecy,
4 miesigce - 9 lat oraz od 10 lat [12].

W modelowym przebiegu krztusca u nieszcze-
pionych dzieci ponizej pierwszego roku zycia mozna
wyrdznic trzy stadia. W pierwszym stadium choroby,
zwanym inaczej faza kataralng obserwowane s3 mato
specyficzne objawy jak przy typowym przeziebieniu,
tj. suchy kaszel, bol gardta, niezyt drég oddechowych,
katar, oslabienie, zapalenie spojowek oraz lekkie stany
podgoraczkowe. Po 7-14 dniach chory wchodzi w dru-
gie stadium, zwane fazg napadowego kaszlu. Faza ta
moze trwa¢ nawet do dwdch miesiecy. Typowe i bar-
dzo charakterystyczne dla tej fazy objawy to: silny,
paroksyzmowy i bezproduktywny kaszel, pogarsza-
jacy sie w nocy, o charakterystycznym $wiszczacym
dzwigku, ktory moze powodowaé bezdech, sinice,
a nawet wymioty. Trzecie stadium, ktére moze trwa¢
nawet 12 tygodni to faza rekonwalescencji, w ktorej
czestotliwo$¢ napadowego kaszlu wyraznie maleje
[88]. Zakazenie B.pertussis prowadzi do wielu, dos¢
czesto pojawiajacych sie powiktan takich jak przepu-
klina pachwinowa, krwotok spojéwkowy, drgawki,
encefalopatia, zesp6l zaburzen oddychania, zapalenie
pluc. Wystapienie tego rodzaju komplikacji, szczegol-
nie u noworodkéw, moze doprowadzi¢ do bezdechu
i naglej $mierci [31].

Bakteria B. pertussis jest wylacznym czynnikiem
etiologicznym krztusca w klasycznym podejsciu. Nie-
ktére przypadki sa jednak infekcjami mieszanymi
wywolanymi przez B. pertussis oraz dodatkowo przez
Bordetella parapertussis lub Bordetella holmesii. B. para-
pertussis i B. holmesii niezaleznie sa w stanie wywo-
ta¢ chorobe o niezwykle podobnych objawach, pod
wzgledem klinicznym praktycznie nieodréznialng od
typowego krztusca, ale o tagodniejszym przebiegu
- tzw. parakrztusiec. Obecnie uwaza sie, ze krztusiec
moze by¢ wywolywany przez trzy gatunki bakterii
z rodzaju Bordetella: B. pertussis, B. parapertussis oraz
B. holmesii [28, 49, 54, 63].
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2. Rodzaj Bordetella

Bordetellae to zazwyczaj aerobowe, niewielkie,
Gram-ujemne bakterie o ksztalcie posrednim miedzy
ziarniakiem, a paleczky. Rodzaj Bordetella nalezy do
rodziny Alcaligenceae [4]. Na podstawie badan mole-
kularnych rybosomalnego 16S RNA (rRNA) w ciagu
ostatnich dwudziestu lat do listy gatunkoéw z rodzaju
Bordetella dopisano nowe, niektdre poczatkowo uwa-
zane za niechorobotworcze, a obecnie klasyfikowane
jako patogenne. Do rodzaju Bordetella zalicza si¢ szes-
nascie gatunkow:

= B. pertussis, = B. avium,

= B. parapertussis, = B. ansorpii,

®» B. bronchiseptica, = B. flabillis,

» B. holmesii, = B. bronchialis,
= B. petrii, = B. sputigena,
®» B. hinzii, = B. muralis,

" B. pseudohinzii, = B. tumulicola,
® B. trematum, = B tumbae.

Patogenne gatunki z rodzaju Bordetella, blisko spo-
krewnione i wywolujace zakazenia uktadu oddecho-
wego u ssakow okreslane s3 mianem ,,klastra Bordetella
bronchiseptica” i sa to tak zwane klasyczne Bordetellae.
Do tej grupy naleza B. pertussis, B. parapertussis oraz
B. bronchiseptica, ktére kolonizuja drogi oddechowe
wywolujac infekcje oskrzeli i pluc u zwierzat i ludzi [84].

2.1. Bordetella pertussis

Gatunek B. pertussis jest najbardziej rozpoznawa-
nym przedstawicielem bakterii z rodzaju Bordetella.
Jedynym znanym rezerwuarem tego patogenu jest
czlowiek, przy czym od takiej osoby bakterie mozna
wyizolowa¢ jedynie w poczatkowych etapach zakazenia,
w fazie kataralnej [8].

Analiza filogenetyczna wykazala, ze niestychanie
szybkie rozprzestrzenienie si¢ pateczek krztusca w po-
pulacji ludzkiej nastagpilo w ciagu ostatnich 500 lat.
Szczepy, ktore obecnie kraza w populacji mozna przy-
porzadkowa¢ do dwoch znacznie réznigcych sie mie-
dzy sobg rozgalezien. Do rozgalezienia I zaliczana jest
niewielka liczba szczepow, natomiast rozgalezienie II
zawiera 97,3% szczepow. Istnieja dwie koncepcje,
ktorych autorzy probuja wyjasni¢ to nieréwnomierne
zroznicowanie. Wedlug jednej z teorii, okoto 2000 lat
temu dwie linie ulegly rozdzieleniu, z kolei wedlug
drugiej hipotezy zaadaptowaly si¢ niezaleznie od sie-
bie do populacji ludzkiej z nieznanego rezerwuaru [5].
Zmienno$¢ genetyczna B. pertussis jest ekstremalnie
niska (1=0,004%) co sugeruje, ze pateczki B. pertussis
jako gatunek doswiadczyly efektu ,waskiego gardla”
(gdy liczebnos¢ gatunku zmniejszyta si¢ na skutek kata-
strofy co ograniczylo pule genowa) lub/i szybkiej klonal-
nej ekspansji [41]. Wielko$¢ genomu B. pertussis wynosi
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w przyblizeniu ~4 000 kilo par zasad, czyli w poréwna-
niu z innymi bakteriami z rodzaju Bordetella genom jest
mniejszy o 10%. Prawdopodobnie w trakcie adaptowa-
nia si¢ do pasozytniczego trybu zycia bakterie B. pertus-
sis utracily cz¢$¢ genomu, aby moc skolonizowa¢ nisze
i przetrwa¢ w nowych warunkach srodowiskowych [84].

2.2. Bordetella parapertussis

Drugim gatunkiem (wedlug czestosci izolacji)
z rodzaju Bordetella, ktéry wywoluje krztusiec, jest
B. parapertussis. Krztusiec wywolywany przez B. para-
pertussis ma znacznie fagodniejszy przebieg i nazywany
jest parakrztuscem [6].

2.3. Bordetella bronchiseptica

Najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem pato-
gennym i srodowiskowym jest B. bronchiseptica. Bakte-
rie te nie sg ograniczone tylko do jednego typu gospoda-
rza. Majg zdolno$¢ do wywolywania zakazenia u wielu
gatunkow ssakow, szczegolnie zwierzat towarzyszacych
czlowiekowi, zwierzat gospodarskich, ale takze dzi-
kich, u ktoérych wywotuje infekcje drég oddechowych.
Paleczki B. bronchiseptica izolowane sg czesto od kotow,
psow, krolikow, swin, koni a nawet kawii domowych.
W miejscach o duzym zageszczeniu zwierzat (schroni-
ska, gospodarstwa rolne) bakterie te moga sie szybko
rozprzestrzeniaé zwlaszcza, ze zakazenie u zwierzat
moze by¢ przewlekle oraz bezobjawowe [26]. Pierw-
szych izolacji B. bronchiseptica dokonano u psow z infek-
cjami drog oddechowych. W niektoérych przypadkach,
réwniez czlowiek moze zosta¢ zakazony. Najczesciej
dotyczy to oséb majacych codzienny kontakt ze zwie-
rzetami np. w gospodarstwie [94]. Infekcje sg rowniez
czeste u 0sob z ostabionym ukfadem odpornosciowym,
pacjentéw immunosupresyjnych [18, 94], pacjentdéw
z chorobg nowotworowg [69], czy po przeszczepieniach
narzagdéw [51]. Badania filogenetyczne wskazuja, ze
przodek B. bronchiseptica moze by¢ réwniez wspolnym
przodkiem B. pertussis oraz B. parapertussis [96].

2.4. Bordetella holmesii

Pateczki B. holmesii (Ryc.1) poczatkowo zostaly
opisane jako bakterie wywolujace zakazenia u pacjen-
tow immunosupresyjnych po resekeji $ledziony [87],
a dopiero pézniej zostaly wyizolowane od pacjentow
z objawami przypominajacymi krztusiec [95]. B. hol-
mesii nie jest typowym przykladem patogennych
ssaczych Bordetellae. Okolo 66% gendw wspotdzieli
z B. pertussis oraz B. parapertussis. Na podstawie analiz
sekwencji 16S rRNA poczatkowo ustalono, ze pateczka
B. holmesii jest blisko spokrewniona z B. pertussis [4,
87], jednak szersze analizy catego genomu wskazuja,



Ryc. 1. B. holmesii ATCC 51541

(A) szerokos¢ pola widzenia FOV 2,8 um, powigkszenie 100 000x,

wskaznik skali 200 nm, detektor Everhard - Thornley (B) szeroko$¢

pola widzenia FOV 2,0 um, powigkszenie 150 000x, wskaznik skali
100 nm, detektor InLens SE1; fot. dr hab. Marek Drab.

ze jest to dalsze pokrewienstwo [41]. Biorgc pod uwage
zawarto$¢ genomu jest on bardziej zblizony do geno-
mow B.avium oraz B. petrii. Przodkiem B. holmesii
byly prawdopodobnie ptasie Bordetellae [16]. W przy-
padku B. holmesii dos¢ tatwo zachodzi poziomy transfer
genow. Az 400 genéw (ok. 12,5%) opisanych w réznych
izolatach B. holmesii nie wystepuje u innych gatunkow
bakterii z rodzaju Bordetella. Kazdy szczep posiada
od 24 do 114 unikalnych genéw, a jeden z wykrytych
genow zostal zidentyfikowany takze w genomie Esche-
richia coli. Paleczki B. holmesii poprzez horyzontalny
transfer genéw mogty uzyska¢ zdolnos¢ do wywoty-
wania parakrztusca od B. pertussis [30]. Roznorodnos¢
genetyczna B. holmesii jest jeszcze mniejsza niz rézno-
rodno$¢ B. pertussis, co rowniez sugeruje jej niedawne
przystosowanie do ludzkiego gospodarza [41].
Pateczki B. holmesii przenosza sie prawdopodobnie
droga kropelkowa [35]. Bakterie te poczatkowo izolo-
wano od pacjentdw z podejrzeniem krztusca, na pozio-
mie ok. 0,4% [28]. Pézniejsze wyniki badan wskazuja, ze
B. holmesii rozprzestrzenia si¢ po calym $wiecie. Wykry-
wane s3 w 20% probek pobranych od dorostych pacjen-
tow we Francji [54], czy do 29% w Ohio (Stany Zjed-
noczone) diagnozowanych w kierunku krztusca [63].
Obecnie zakazenia o etiologii B. holmesii nie wydaja
sie by¢ zbytnim powodem do obaw i zagrozeniem dla
zdrowia publicznego. Jednak ich hipotetyczna zdolno$¢
do zwigkszania chorobotwdrczosci przez horyzontalny
transfer czynnikéw wirulencji moze by¢ przyczyna
czestszego pojawiania si¢ ostrych infekeji [58].

2.5. Nieklasyczne Bordetellae

Pozostate gatunki bakterii z rodzaju Bordetella réw-
niez s3 zdolne do kolonizacji uktadu oddechowego
i wywolania infekcji oskrzeli oraz pluc, zakazenia ran
[70, 77, 80], a takze posocznicy [66]. Duze znaczenie
ekonomiczne dla hodowcow ptakéw ma B. avium. Jest
gléwnym czynnikiem etiologicznym kataru u indyczych
pisklat [36]. Z drég oddechowych drobiu izolowane sg
réwniez paleczki B. hinzii, ktore czasami ulegaja prze-
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niesieniu z ptaka na czlowieka [78]. Szczepy blisko
spokrewnionego gatunku B. pseudohinzii s izolowane
z drég oddechowych myszy laboratoryjnych [33]. Od
pacjentéw chorych na mukowiscydoze czasami izolo-
wane s3 B. flabillis, B. bronchialis oraz B. sputigena [79].
Gatunki takie jak B.trematum [77] oraz B.ansorpii
[38] zwiazane sa z infekcjami ran oraz ucha. Pierw-
szym opisanym srodowiskowym gatunkiem z rodzaju
Bordetella jest B. petrii wyizolowana z osadu rzecznego
[92]. Stwierdzono tez obecnos¢ B. petrii w materiatach
pobranych z zakazonej tkanki kostnej [23, 68], czy
u pacjentéw z mukowiscydoza [67]. Do nowoodkrytych
gatunkow niepatogennych naleza B. tumbae, B. tumuli-
cola i B. muralis wyizolowane z malowidet nasciennych
w starozytnych chinskich grobowcach [72].

Wiele gatunkéw Bordetellae jest szeroko rozpo-
wszechnionych i izolowanych z réznych nisz srodowi-
skowych [20, 53, 72, 80, 92]. Paleczki B. bronchiseptica
oraz B. hinzii zachowaly zdolno$¢ do wzrostu na eks-
trakcie glebowym, pomimo przystosowania do zwie-
rzgcego i ludzkiego gospodarza [29]. Sugeruje to, ze
gleba moze by¢ naturalnym $rodowiskiem dla Borde-
tellae. Istnieje mozliwo$¢, ze wiele innych, niepozna-
nych jeszcze, patogennych Bordetella spp. moze byto-
waé w $rodowisku glebowym.

3. Morfologia i diagnostyka bakterii z klastra
B. bronchiseptica

3.1 Morfologia

Gatunek B. pertussis nalezy do bakterii o duzych
wymaganiach wzrostowych, pod wzgledem warun-
kow hodowlanych. Wzrost uzyskuje si¢ na podlozu
Bordeta-Gengou, Regan-Lowe lub alternatywnie na
agarze weglowym wzbogaconym odwldkniong krwig
baranig w temperaturze 37°C, w czasie 3 do 7 dni,
w warunkach tlenowych. Kolonie paleczek krztusca
pojawiajace si¢ po okolo 3 dniach s3 drobne, gladkie,
wypukle i pertowe. Ze wzgledu na kolor okresla sie je
mianem ,,kropli Merkurego”. Jednak dalsze obserwa-
cje wskazaly, ze kolor kolonii bakteryjnych zalezy od
fazy wzrostu B. pertussis. Typowe kolonie fazy I (faza
wzrostu ,logarytmicznego”) sa mate i I$nigce. Kolonie
B. parapertussis pojawiaja sie wcze$niej i ze wzgledu na
wytwarzanie barwnika mogg by¢ bardziej brazowe. Oba
gatunki w fazie I wykazuja zdolno$¢ do hemolizy krwi-
nek obecnych w podiozu hodowlanym. Kolonie fazy II
i III nie zmieniaja wygladu, ale z czasem tracg wtasci-
wosci hemolityczne. W fazie IV kolonie zmieniajg si¢
na bardziej biale i ptaskie [88]. Kolonie pateczek B. hol-
mesii rdbwniez sg niewielkich rozmiardw, ale pojawiaja
sie po ok. 2 dniach i w kolejnych 2-3 dniach hodowli
bakterie wytwarzaja brazowy barwnik. W hodowli
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Tabela I
Morfologia bakterii z klastra B. bronchiseptica oraz B. holmesii
B. pertussis | B. parapertussis | B. bronchiseptica | B. holmesii

Czas wzrostu na podlozu Bordeta-Gengou 3-4 dni 2-3 dni 1 dzien 3-4 dni
Temperatura 37°C 37°C 37°C 35°C
Atmosfera podczas hodowli tlenowa tlenowa tlenowa 5% CO,
Oksydaza + - + -
Ureaza - + + -
Ruch + - + -
Whaéciwosci hemolityczne + + + +
Wytwarzanie barwnika 20ty 20Nty 20ty z0lty

- brazowy - brazowy

(,»+” obecnosé; ,,~” brak)

plynnej bakterie z klastra B. bronchiseptica uwalniajg
do syntetycznej pozywki Stainer-Scholte stomkowo-
201ty barwnik, ktory zidentyfikowano jako ryboflawine
(witamina B,). W warunkach niskiej gestosci pateczki
B. pertussis w 1 i II fazie wzrostu wytwarzaja rybofla-
wing, ktora stymuluje ich namnazanie do optymalnego
poziomu [55]. Dodatkowo zaréwno B. parapertussis
jak i B. holmesii po 48 godzinach hodowli w obecnosci
jondw zelaza wytwarzajg niezidentyfikowany jeszcze
brazowy barwnik.

Pateczki krztusca wytwarzajg wiele czynnikéw zja-
dliwosci. Toksyna krztuscowa (pertussis toxin, PT) jest
jednym z najwazniejszych czynnikéw wirulencji bio-
racych udzial w patogenezie krztusca i w zinaktywo-
wanej formie jest najbardziej istotnym komponentem
szczepionek przeciwkrztuscowych. Egzotoksyna PT,
wytwarzana jest wylacznie przez B. pertussis, ale to nie
jedyny gatunek z rodzaju Bordetella, ktory posiada geny
kodujace PT. Geny te u B. parapertussis oraz B. bronchi-
septica sg transkrypcyjnie nieaktywne i w efekcie PT
nie jest wytwarzana [2]. Wérdd pozostatych czynnikéw
chorobotworczosci istotne sg hemaglutynina wtdkien-
kowa (filamentous hemagglutinin adhesin, FHA), per-

Tabela IT
Czynniki wirulencji bakterii z klastra B. bronchiseptica
oraz B. holmesii

wirateng | BPertiss | P | gt | Bl
PT + - - -
FHA + + + -
ACT + + + -
DNT + + + -
PRN + + + -
FIM + - +/- -
TCT + + + -
LOS/LPS + + +
»+~ obecnos¢, ,,—” brak

taktyna (pertactin, PRN) oraz fimbrie (fimbriae, FIM),
ktére moga by¢ skladnikami szczepionek. Pozostate
antygeny takie jak toksyna dermonekrotyczna (dermo-
necrotic toxin, DNT), cyklaza adenylanowa (adenylate
cyclase toxin, ACT), cytotoksyna tchawicza (tracheal
cytotoxin, TCT), biatko BrkA (Bordetella resitance to
killing A) oraz endotoksyna (lipopolisacharyd, LPS)
nie sa sktadnikami szczepionek podjednostkowych, ale
s3 komponentami obecnymi w szczepionkach petno-
komoérkowych [27].

3.2 Diagnostyka krztusca

Zazwyczaj krztusiec diagnozowany jest na podsta-
wie wystapienia patognomonicznego objawu - kaszlu
przypominajacego pianie koguta. Objawy krztusca
u nastolatkéw oraz doroslych sa jednak mato specy-
ficzne i charakterystyczny kaszel moze w ogodle nie
wystepowac. Podstawg rozpoznania krztudca jest prze-
prowadzenie badan mikrobiologicznych, serologicz-
nych oraz coraz czesciej badan molekularnych [88].

Klasyczna diagnostyka krztusca polega przede
wszystkim na hodowli kolonii bakteryjnych na odpo-
wiednim podtozu. W standardowej diagnostyce w kie-
runku B. pertussis do podloza hodowlanego Bordeta-
-Gengou dodawany jest antybiotyk cefaleksyna. Jednak
dodatek tego antybiotyku hamuje wzrost B. holmesii,
co zafalszowuje wynik badania mikrobiologicznego
[46]. B. pertussis nalezy do bakterii diugo rosnacych,
dlatego coraz powszechniejsze stajg sie badania mole-
kularne oparte o real-time PCR wykrywajace DNA
bakteryjne. W poréwnaniu do hodowli kolonii bak-
teryjnych (typowy czas wzrostu dla izolatu to 7 dni)
jest to metoda znacznie szybsza i bardziej czula, nie-
stety dosy¢ kosztowna.

Najczgsciej wykorzystywang sekwencjg do identy-
fikacji bakterii w diagnostyce krztusca jest sekwencja
1S481. Wystepuje ona w genomie B. pertussis w liczbie
50-200 kopii [25]. Obecna jest réwniez w genomie
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Tabela III
Sekwencje docelowe w DNA Klastra B. bronchiseptica i B. holmesii

151001

Sekwencja

h-1S1001

1S1002 recA

B. pertussis

B. parapertussis

Niektore
szczepy

B. bronchiseptica

B. holmesii

I obecno$¢ sekwengji,
cze$ciowa obecno$¢ sekwencji,
[—Jbrak sekwengji

B. holmesii (8-10 kopii) oraz niektérych szczepow
B. bronchiseptica (<5 kopii) [71]. Druga najczesciej
stosowang sekwencja w diagnostyce molekularnej jest
sekwencja IS1001 charakterystyczna dla B. parapertus-
sis (~20 kopii). Na podstawie jej braku mozna wyeli-
minowac¢ krztusiec wywolywany przez B. pertussis, nie
pozwala natomiast na odroznienie B. parapertussis od
B. bronchiseptica, ktore réwniez posiadajg kilka kopii
(1-7 kopii) tej sekwencji [74, 96]. Na podstawie obec-
nosci homologicznej sekwencji #-IS1001 (1 kopia) iden-
tyfikowane sg pateczki B. holmesii [70]. Podobne znacze-
nie potwierdzajace zakazenie B. holmesii pelni sekwencja
recA [45]. Na wykluczenie zakazenia B. holmesii pozwala
sekwencja IS1002, ktdra obecna jest w genomie B. para-
pertussis (9 kopii), B. pertussis (4-9 kopii) oraz kilku
szczepOow B. bronchiseptica (1 kopia) [96]. B. pertussis,
jako jedyny gatunek z rodzaju Bordetella wytwarza tok-
syne krztuscowa, dlatego wydawaloby sie, ze najbar-
dziej odpowiedniag sekwencja pozwalajacg zidentyfi-
kowa¢ paleczki krztusca bylaby sekwencja ptxS1, ktéra
koduje podjednostke S1 toksyny krztuscowej. Jednakze
u B. parapertussis oraz B. bronchiseptica geny kodujace
toksyne krztuscowg sg obecne, ale na skutek mutacji
w regionie promotorowym ulegly wyciszeniu [71].
Sekwencja promotorowa ptxP (1 kopia) jest swoistym
markerem identyfikujacym B. pertussis [88]. Wada sto-
sowania sekwencji jednokopijnej ptxP jest niska czulos¢
diagnostyczna testu. Do identyfikacji poszczegdlnych
gatunkow wywolujacych krztusiec potrzebny jest algo-
rytm oparty o zestaw rdznych sekwencji, aby moc wlas-
ciwie zinterpretowaé wyniki.

W laboratoriach mikrobiologicznych coraz bardziej
powszechna staje si¢ metoda identyfikacji bakterii oparta
o spektrometri¢ mas (mass spectrometry, MS). Jest to
technika polegajaca na pomiarze stosunku masy do
tadunku (m/z) jonéw wytworzonych w trakcie jonizacji
analizowanych czgsteczek. Jako metode jonizacji stosuje
sie desorpcje/jonizacje laserem wspomagang matryca
(matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI).
Biotypowanie technika MALDI-TOF MS (time of
flight, TOF) polega na analizie uzyskanych bakteryjnych
profili biatkowych, charakterystycznych dla danego

Niektore
szczepy

gatunku. Wygenerowane widma masowe pordéwnuje
sie z wzorami referencyjnymi zamieszczonymi we wcigz
rozbudowywanych bazach danych. Przyktadowymi sys-
temami stosowanymi w biotypowaniu bakterii sg Bio-
typer (Bruker) i Vitek MS (bioMérieux, Inc.). Do prze-
prowadzenia analizy wystarczy niewielka ilos¢ materiatu
(zwykle 1 kolonia), a cale biotypowanie mozna przepro-
wadzi¢ w krétkim czasie kilkunastu minut od momentu
pobrania kolonii, co jest istotna zalet3 w poréwnaniu
do standardowych metod biochemicznych. Biotypowa-
nie sprawdza si¢ rowniez w przypadku zakazen mie-
szanych i nadaje si¢ do identyfikacji klasycznych Bor-
detellae [98], ale nie jest powszechnie przyjeta metoda
w diagnostyce mikrobiologicznej krztusca.

4. Epidemiologia paleczek Bordetellae i udzial
poszczegolnych gatunkow w wywolywaniu
zakazen u ludzi

Pateczki krztusca stale kraza w populacji ludzkiej,
co kilka lat wywolujac lokalny, gwaltowny wzrost
liczby zakazen. Za zdecydowana wigkszo$¢ przypadkow
odpowiada B. pertussis. Rozklad gatunkowy rézni si¢
w zaleznoéci od regionu i zmienia si¢ w czasie.

W stanie Massachusetts, w USA w latach 1995-1998
rozklad ten przedstawial si¢ nastepujaco. Za 85% przy-
padkow krztusca odpowiedzialne byly paleczki B. per-
tussis, w 11% probek wykryto B. parapertussis, a B. hol-
mesii w 3,7% préb [46]. Podczas epidemii w Ohio
w latach 2010-2011 B. pertussis wykryto w 68% przy-
padkéw. Na drugim miejscu wykryto gatunek B. hol-
mesii, ktory byl odpowiedzialny za 29% przypadkow.
Kolejne 2% przypadkoéw to zakazenia mieszane B. per-
tussis i B. holmesii. B. parapertussis wykryto w 1,4%
badanych préobek [63]. W podobnym okresie w Kana-
dzie (2007-2008) paleczki B. holmesii zostaly zidenty-
tikowane w zaledwie 0,007% przypadkéw. Glownym
czynnikiem etiologicznym byla B. pertussis — 96% bada-
nych proéb. B. parapertussis wykryto w 2,5% przypad-
kow, a zakazenia mieszane z udziatem B. pertussis oraz
B. parapertussis oscylowaly na poziomie 0,007% [28].
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W latach 2009-2012 w Szwajcarii krztusiec byt
wywotywany gléwnie przez B. pertussis (97%), niewielki
odsetek przypadkow zidentytikowano, jako zakazenie
B. parapertussis (3%), natomiast nie wykryto B. holmesii
[57]. W latach 2009-2010 we Frangji jako gléwny czyn-
nik etiologiczny krztusca dominowaly pateczki B. per-
tussis (92%). Znikomy odsetek przypadkéow (0,6%)
zidentyfikowano, jako jednoczesne zakazenie B.per-
tussis oraz B. parapertussis lub B. bronchiseptica. DNA
B. holmesii wykryto w 6,8% probek [54].

W Barcelonie w okresie maj 2016 — kwiecien 2017
na 69 potwierdzonych przypadkéw krztusca B. pertus-
sis zidentyfikowano w 91,3% préb, B. holmesii — 7,2%,
a B. parapertussis — 1,5% [76]. W ciagu kilku lat sko-
kowo do poziomu 8,8% wzrosta liczba przypadkow
o etiologii B. holmesii [49].

5. Szczepionki przeciwkrztuscowe

Do momentu wprowadzenia powszechnych szcze-
pien przeciwkrztuscowych, krztusiec uwazany byt za
bardzo zakazna i czesto $miertelng chorobe wieku dzie-
ciecego. Szacuje sie, ze przed wynalezieniem szczepionki,
kazdego roku na krztusiec umierato 760 000 niemowlat
[88]. Przelomem okazaly si¢ lata 40. XX wieku, kiedy
to wprowadzono powszechny obowigzek szczepien.
Od tego momentu zaobserwowano znaczacy spadek
$miertelnosci. W 2018 roku przy globalnym poziomie
wyszczepienia populacji trzema dawkami szczepionki
przeciwkrztuscowej na poziomie 86% zidentyfikowano
151 074 przypadki krztusca [90]. Takze w Polsce po
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wprowadzeniu obowigzku szczepien zachorowalnosé
na krztusiec zauwazalnie zmalata (Ryc. 2).

Z uplywem czasu zaobserwowano, ze powszechne
szczepienia zredukowaly liczbe zachorowan i umieral-
no$¢ wsrdd niemowlat oraz wplynety na przesuniecie
wieku zachorowan. Wedtug najnowszego europejskiego
raportu epidemiologicznego 62% przypadkow krztusca
dotyczy nastolatkow i dorostych [19]. Doro$li sg glow-
nym zrédlem transmisji choroby i przenosza pateczki
krztu$ca na wrazliwe niemowleta. Dla noworodkow
krztusiec jest najbardziej niebezpieczny. Ponad 41%
przypadkéw wsrod dzieci ponizej pierwszego roku
zycia wymaga hospitalizacji. U dzieci ponizej 3 mie-
siecy ten odsetek wzrasta do 66% [19].

5.1. Szczepionki przeciwkrztuscowe
pelnokomorkowe i bezkomorkowe

Pierwszym typem szczepionki wprowadzonym do
powszechnego uzytku byta szczepionka pelnokomor-
kowa skojarzona (whole-cell pertussis; wP, DTwP,
DTP) przeciwko blonicy (Diphtheria), tezcowi (Teta-
nus) oraz krztuscowi (Pertussis) zawierajaca toksoid
bloniczy, toksoid tezcowy oraz inaktywowane bakterie
wybranych szczepow B. pertussis. Do produkcji szcze-
pionki pelnokomédrkowej wykorzystuje si¢ bakterie
B. pertussis hodowane na syntetycznym plynnym pod-
tozu. Bakterie sg zabijane chemicznie lub/i termicznie
i po dostosowaniu do odpowiedniej gestosci, adsorbo-
wane na solach glinu [34].

Drugim typem wprowadzonej szczepionki jest
szczepionka bezkomoérkowa (acellular pertussis; aP,
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Ryc. 2. Stan epidemiologiczny krztusca w Polsce w latach 1950-2017

Zrédlo danych: biuletyny roczne ,Choroby zakazne i zatrucia w Polsce” oraz ,,Szczepienia ochronne w Polsce”
(wyd: NIZP-PZH, GIS). Data ostatniej aktualizacji 10.12.2021
http://szczepienia.pzh.gov.pl/szczepionki/krztusiec/3/#jak-wiele-zachorowan-na-krztusiec-wystepuje-w-Polsce).
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DTaP), ktora zawiera toksoid bloniczy, toksoid tezcowy
oraz kilka wybranych, wyizolowanych i oczyszczonych
antygenow bakteryjnych B. pertussis. Antygenami sa:
toksyna krztuscowa (PT), hemaglutynina wiokienkowa
(FHA), pertaktyna (PRN) oraz fimbrie (FIM2 i FIM3).
W zaleznosci od producenta sktad i proporcje anty-
genow biatkowych réznig sie.

W wielu krajach, szczepionki acelularne (DTaP)
czes$ciowo lub catkowicie zastapily szczepionki DTwP.
Gléwnym powodem byto to, ze szczepionki DTwP sg
reaktogenne. W miejscu podania szczepionka DTwP
moze wywola¢ bolesnos$¢, zaczerwienienie i obrzek.
Miejscowe odczyny poszczepienne sg krotkotrwale,
ale moga powodowaé pewien dyskomfort. Najczes-
ciej do ogolnych obserwowanych odczynéw nalezy
wzrost temperatury powyzej 38°C, senno$¢, wymioty
i uporczywy placz [21]. Za reaktogennos¢ szczepionek
DTwP odpowiedzialny jest lipopolisacharyd, ktory jest
integralnym skfadnikiem blony zewnetrznej bakterii
ijego zawarto$¢ w szczepionce jest zmienna. Ilo§¢ tego
antygenu waha si¢ w granicach 0,9-2,8 ug/ml, z czego
wigkszo$¢ to LPS uwolniony do roztworu. LPS jest
uwalniany z komorki bakteryjnej wraz z uptywem czasu
przechowywania szczepionki. Po okolo szesciu miesig-
cach nawet 80% LPS moze zosta¢ uwolnione [32].

Szczepionki DTaP nie zawieraja LPS, a wigc s3
znacznie mniej reaktogenne i ewentualne odczyny
poszczepienne s rzadziej obserwowane [13]. Jednakze
wraz z podaniem kolejnej dawki i z wiekiem dziecka,
reaktogenno$¢ szczepionki DTaP wzrasta pomimo
braku LPS w skladzie [7]. Dla starszych dzieci i doro-
stych rekomendowane sa szczepionki dTap z obnizong
zawarto$cig antygendéw bloniczych i krztuscowych
(pisane matymi literami dla odréznienia od szczepionki
DTaP). W przypadku kolejnych dawek miejscowe
odczyny poszczepienne sa stabsze [65] lub rdznice
pomiedzy odczynami nie sg znaczace [83].

Przechorowanie krztusca nie gwarantuje dozywot-
niej ochrony przed ponownym zakazeniem. W zalez-
nosci od szczepow krazacych w populacji, maksymalny
czas ochrony moze trwaé ~20 lat. Jednak zazwyczaj
okres ochronny jest znacznie krétszy, dlatego tak
istotne jest doszczepienie nastolatkéw i dorostych.
Dzialanie ochronne po immunizacji szczepionkg pet-
nokomodrkowa DTwP jest dtuzsze niz po immunizacji
szczepionka DTaP i moze trwac nawet do 12 lat [86].
Ochrona po zaszczepieniu szczepionkg bezkomodrkowsa
DTaP zanika dos¢ szybko i po uptywie ok. 8 lat chronio-
nych pozostaje jedynie 10% dzieci [47]. Najkrotszy efekt
ochronny zaobserwowano dla szczepionek dTap, ktéry
to obniza sie juz po 4 latach z poziomu 68,8% do 8,9%
[37]. Po przeanalizowaniu wielu wynikéw badan nad
skuteczno$cia wszystkich rodzajow szczepionek okres-
lono ich efektywno$¢ na poziomie 94% dla DTwP, 85%
dla DTaP [24] oraz 67% dla dTap [63].

KAROLINA UCIEKLAK

Pomimo zaprojektowania dwdch rodzajow szczepio-
nek przeciwkrztuscowych wiele antygendw nie zostato
jeszcze zidentyfikowanych i nie do konca réwniez wia-
domo, ktore sg kluczowe w aktywacji danego typu odpo-
wiedzi immunologicznej. Trudno$¢ w prowadzonych
badaniach sprawia zidentyfikowanie antygenéw wywo-
tujacych odpowiedZz immunologiczna i ustalenie czy
dzialajgc niezaleznie, czy w synergii z innym antygenem
s3 w stanie zapewnic¢ zadowalajacy poziom ochrony. Typ
wywolywanej odpowiedzi jest gtdwna cecha, odréznia-
jaca szczepionki bezkomodrkowe od komoérkowych.
W modelu badan przeprowadzonych na szympansach
wykazano, ze naturalne zakazenie oraz w mniejszym
stopniu zaszczepienie DTwP indukuje odpowiedz typu
Th17 oraz Thl, a zaszczepienie DTaP indukuje powsta-
wanie limfocytéw pomocniczych Thl oraz Th2 [81].
Brak aktywacji komoérek Th17 na blonach s§luzowych
nosogardla przez szczepionke DTaP jest jej gléwna
wada. Na modelu zwierzecym wykazano, ze DTaP
chroni przed rozwojem choroby, ale w przeciwienstwie
do szczepionki pelnokomorkowej nie zapobiega trans-
misji i infekcji B. pertussis [82]. W wyniku zaszczepienia
DTaP w gérnych drogach oddechowych nie powstaja
rezydentne komdrki pamieci (tissue-resident memory T
cells, T, ), ktore zachowujg pamie¢ immunologiczng na
powierzchni blon §luzowych i s3 w stanie jako pierwsze
zareagowac na zakazenie i zrekrutowa¢ komorki odpo-
wiedzi wrodzonej i humoralnej [91].

Sktad szczepionki DTaP jest $cisle zdefiniowany
i zawiera 3-5 antygenow biatkowych. Natomiast zawar-
tos¢ réznych antygenow B. pertussis w szczepionkach
DTwP nie jest do konca okreslona i obejmuje ponad
3000 antygenow, z czego wiecej niz 20 moze miec¢ wlas-
ciwosci ochronne [11]. W zaleznos$ci od warunkow
hodowli lub/i od szczepu liczba oraz ilo$¢ poszcze-
golnych antygenéw moze ulega¢ zmianom.

Uwaza sie, ze mozliwe odczyny poszczepienne poja-
wiajace sie po zaszczepieniu szczepionkg DTwP byly
gléownym czynnikiem, ktéry zadecydowal o zmia-
nie szczepionki pelnokomoérkowej na bezkomodrkowa
w programach szczepien wielu krajow [93]. Najnow-
sze analizy wskazuja na wiele innych czynnikéw, ktére
mialy zasadniczy wptyw na podjecie decyzji o tej zmia-
nie. W badanych europejskich krajach (Dania, Szwecja,
Francja, Wielka Brytania) byly to czynniki, ktére mozna
przypisa¢ do 3 grup: naukowych, socjologicznych i prag-
matycznych. W Wielkiej Brytanii gléwnym powodem
zamiany DTwP na DTaP w programie szczepien, byla
nie obawa o skutki uboczne, ale epidemia poliomyelitis.
Preparat szczepionki bezkomodrkowej dodatkowo zawie-
ral inaktywowane wirusy polio i to byl decydujacy argu-
ment o zmianie typu szczepionki przeciwkrztuscowe;j.
We Frangji gléwnym powodem byly preferencje leka-
rzy w stosowaniu szczepionki DTaP i w konsekwencji
wzgledy pragmatyczne w utrzymaniu tylko jednej linii
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produkcyjnej szczepionki. Polska jest jedynym kra-
jem w Unii Europejskiej, ktory kontynuuje szczepie-
nia podstawowe szczepionka petnokomérkowg DTwP
[93]. Obowiazujacy kalendarz szczepien przewiduje
czterokrotne zaszczepienie dziecka szczepionka DTwP
(w2,3-4,5-6116-18 miesiacu zycia) oraz dawka przy-
pominajaca w 6 roku zycia szczepionkg DTaP. Szcze-
pionki pelnokomdrkowe DTwP stosowane sa w krajach
o niskim i §rednim dochodzie. W 2018 roku GPI wydalo
rekomendacje, aby kraje te, nie zmienialy rodzaju szcze-
pionki w programie szczepienn noworodkéw, a dazyly do
standaryzacji preparatow [22].

Pomimo powszechnosci szczepien przeciwkrztus-
cowych na calym $wiecie notuje si¢ trend wzrostu
zachorowan. Moze to by¢ wywotane kilkoma czynni-
kami. Pierwszym jest naturalnie zanikajaca odpornos¢.
Z uplywem czasu maleje ilo§¢ ochronnych przeciwcial,
ale utrzymanie ich odpowiedniego poziomu moze by¢
kontrolowane poprzez szczepienia dawkami przypo-
minajgcymi. Drugim powodem wzrostu zachorowan
jest stosowanie szczepionek bezkomoérkowych. Liczba
antygenow stosowanych w szczepionkach DTaP zostata
ograniczona do maksymalnie 5 bialek. Co prawdo-
podobnie spowodowalo wystapienie mutacji w alle-
lach genéw kodujacych antygeny (dryf antygenowy).
Sekwencjonowanie genéw kodujacych PT, w réznych
szczepach krazacych na przestrzeni kilkudziesieciu
lat ujawnilo polimorfizm tych genéw (ptxI, ptx2,
ptx3) oraz polimorfizm w regionie promotora (ptxP),
ktéry obniza poziom ekspresji toksyny [50]. W efekcie
wyewoluowaly szczepy bakteryjne, ktore wytwarzajg
antygeny szczepionkowe w zmienionej formie lub
w ogole ich nie wytwarzaja. Dotyczy to wszystkich anty-
genow szczepionkowych, ale najczesciej obserwowane
sg zmiany w ekspresji pertaktyny. Do tego stopnia, ze
szczepy niewytwarzajace PRN dominujg w niektérych
krajach stosujacych tylko szczepionke bezkomoérkowa
DTaP [56]. Podobne zmiany w wolniejszym tempie
obserwuje si¢ rowniez w krajach, ktore stosuja szcze-
pionke pelnokomadrkowa np. w Polsce [59].

5.2. Poszukiwania nowej szczepionki
przeciwkrztuscowej

Obecnie stosowane szczepionki nie sg jednak ide-
alne. Globalnie dostepne bezkomoérkowe szczepionki
przeciwkrztu$cowe nie zapewniajg ochrony przeciwko
B. holmesii. Paleczki B. holmesii nie wytwarzaja PT,
FHA, PRN i FIM, ktore sg antygenami szczepionko-
wymi obecnymi w szczepionce DTaP [64]. Poliklo-
nalne przeciwciala indukowane szczepionka DTaP,
rozpoznaja tylko jeden nieokreslony antygen z niska
efektywnoscia, a przeciwciata indukowane szczepionka
petlnokomoérkowa DTwP rozpoznaja jedynie antygeny
o masie nizszej niz 60kDa [97]. Jedynym znanym

wspdlnym antygenem biatkowym B. holmesii i B. per-
tussis jest biatko BipA, ktorego sekwencja aminokwa-
sowa wykazuje 59% homologii i 89% podobienstwa
[64]. W badaniach na modelu mysim wykazano jego
wlasciwosci ochronne przeciwko infekcji B. holmesii.
Jednak gtéwnym problemem w zastosowaniu tego
bialka, jako antygenu szczepionkowego jest jego wysoka
niestabilnos¢ [64]. Brak wspolnych antygenow biatko-
wych B. holmesii oraz B. pertussis jest przyczyna braku
efektywnosci rekomendowanej dla dorostych szcze-
pionki dTap (36%) [63].

Dane o antygenach ochronnych Bordetellae sg skape
i trudno ustali¢, ktore sg kluczowe, jako skladniki szcze-
pionek podjednostkowych. Podejmowane sa proby
zwiekszenia skutecznosci szczepionek bezkomdrkowych
poprzez uzupelnienie ich skladu o dodatkowe antygeny
bialkowe jak cyklaza adenylowa i biatko BrkA, ktore jed-
nak pojedynczo nie indukuja wytwarzania ochronnych
przeciwcial. Jedynie w obecnosci pozostalych antyge-
ndéw sg w stanie zwiekszy¢ efektywno$¢ szczepionki bez-
komorkowej [10]. Efektywnos¢ zwiekszana jest rowniez
poprzez dodanie adiuwantu. We wszystkich szczepion-
kach bezkomoérkowych DTaP jako adiuwant stosowany
jest wodorotlenek glinu lub jego sole. W szczepion-
kach petnokomoérkowych role dodatkowego adiuwantu
pelni endotoksyna. Ze wzgledu na duza reaktogennosé¢
natywna pelna czasteczka LPS nie moze by¢ stosowana
jako adiuwant. Centrum toksycznos$ci endotoksyny sta-
nowi lipid A, ktory warunkuje aktywnos¢ biologiczna
poprzez oddzialywanie z kompleksem receptoréw dla
LPS. Pochodna lipidu A, czyli monofosforylowany
lipid A (MPL) charakteryzuje si¢ znacznie mniejsza
toksycznoscia i stosowany jest, jako adiuwant w szcze-
pionkach przeciw HPV oraz WZW B [10].

Lipopolisacharyd jest integralnym sktadnikiem
blony zewnetrznej. W wyniku immunizacji pelnymi
komorkami bakteryjnymi produkowane sg swoiste
i czesto bakteriobdjcze przeciwciala skierowane prze-
ciwko LPS [60]. Dlatego LPS wydaje si¢ by¢ ideal-
nym zrédlem antygendéw polisacharydowych. Szcze-
pionki polisacharydowe rozwijane sa od ponad 50 lat,
ale ich gléwna wada jest to, ze sam polisacharyd jest
antygenem T - niezaleznym. Wywolana przez niego
odpowiedz immunologiczna jest staba i krotkotrwata.
Zwiekszenie immunogennosci polisacharydu nastepuje
po jego koniugacji z silnie immunogennym biatkiem
np. toksoidem tezcowym lub bloniczym. Powstaly gli-
kokoniugat nabiera cech antygenu T - zaleznego [43].
Powszechnie stosuje si¢ szczepionki skoniugowane,
ktére zawierajg polisacharydy otoczkowe Streptococ-
cus pneumoniae, Neiseria meningitidis oraz Haemophi-
lus influenzae typu b [85]. Oprocz lipidu A, ktory ze
wzgledu na toksycznos$¢ nie moze zosta¢ skfadnikiem
szczepionki, drugim najbardziej stabilnym ewolucyj-
nie regionem LPS jest region oligosacharydu rdzenia.
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Oligosacharyd (OS) B. pertussis jest nonasacharydem,
ktéry w zaleznosci od szczepu moze by¢ podstawiony
pojedyncza podjednostka. OS z przytaczonym dystal-
nym tréjcukrem jest dodekasacharydem [9]. Struktury
OS rdzenia innych bakterii z rodzaju Bordetella oraz
pateczki B. holmesii wykazuja duze podobienstwo [75],
dlatego OS i jego pochodne wydaja si¢ by¢ odpowied-
nimi kandydatami na antygeny szczepionkowe. Glikoko-
niugaty OS z toksoidem tezcowym indukujg powstawa-
nie specyficznych przeciwcial, rozpoznajacych epitopy
LPS na powierzchni komorek bakteryjnych [43]. Metoda
deaminacji z lipooligosacharydu B. pertussis 186 wyi-
zolowano pentasacharydowy fragment zawierajacy
dystalny tréjcukier, ktory ze wzgledu na immunodomi-
nujacy charakter jest istotnym elementem glikokoniu-
gatu [52]. Glikokoniugaty pentasacharyd-PT i OS-PT,
w ktorych jako biatko nosnikowe zastosowano toksyne
krztuscows, indukujg powstawanie przeciwcial o wlasci-
wosciach bakteriobojczych [39]. W Instytucie Butantan
(Brazylia) opracowana zostala alternatywna szczepionka
pelnokomoérkowa ,;wPlow”. W wyniku chemicznego pro-
cesu ze szczepionki DTwP usunigto LPS, ktory jest naj-
bardziej reaktogennym antygenem. Wzgledy ekono-
miczne byly gléwnym motywatorem modyfikacji szcze-
pionki DTwP, w kierunku mniejszej reaktogennosci.
Koszt wyprodukowania szczepionki DTaP jest ponad
300-krotnie wyzszy niz szczepionki DTwP [14]. W pierw-
szej fazie badan klinicznych udato si¢ obnizy¢ reakto-
genno$¢ przy zachowaniu podobnego poziomu immu-
nogennosci i ochrony poszczepiennej w poréwnaniu
ze standardowo stosowang szczepionkg DTwP [15].
Szczepionka ,wPlow” musi przejs¢ dodatkowe badania
kliniczne przed wprowadzeniem do kalendarza szcze-
pien, ale wiele wskazuje na to, ze w Brazylii zastapi
szczepionke DTwP. Dodatkowg korzyscig jest wypro-
dukowanie, w trakcie procesu pozbawiania B. pertussis
LPS, silnego szczepionkowego adiuwantu - MPL [61].
Zespol prof. Lochta opracowal szczepionke BPZE1,
ktora nasladuje naturalne zakazenie paleczkami B. per-
tussis. Wybrany szczep bakteryjny zostal genetycznie
zmodyfikowany. Modyfikacjom zostaly poddane geny
kodujace toksyny. W efekcie tych modyfikacji B. pertus-
sis nie wytwarza toksyny dermonekrotycznej, obnizono
poziom produkeji cytotoksyny tchawiczej, a glowny
antygen, czyli toksyna krztuscowa jest nieaktywna.
Zmieniona zostata réwniez metoda podania szczepionki
na donosowg, aby imitowa¢ sposob rozprzestrzeniania
sie paleczki krztusca. W szczepionce BPZE1 bakterie
zostaly atenuowane [48]. W badaniach przeprowadzo-
nych na szympansach wykazano wysokg skutecznos¢
szczepionki BPZE1, ktora chronila przed infekeja i kolo-
nizacjg gornych drég oddechowych oraz przed rozwo-
jem krztusca [42]. W polowie 2020 roku zakonczona
zostala druga faza badan klinicznych. Jedna dawka
szczepionki BPZE1 indukuje odpowiedz typu Thl,
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podobnie jak szczepionka pelnokomérkowa. W pordw-
naniu ze szczepionka bezkomoérkowa wywotuje powsta-
wanie przeciwcial o szerszym zakresie dzialania [40].
Obecnie trwaja prace nad otrzymaniem stabilnego
preparatu w formie liofilizatu aby mozna bylo dopusci¢
szczepionke do dalszych badan i komercjalizacji [73].

Nowoscig jest rowniez projekt szczepionki bezko-
morkowej podawanej donosowo opartej o pecherzyki
zewngtrzbtonowe (outer membrane vesicles, OMV’s)
wydzielane przez B.pertussis. Pecherzyki zawieraja
wigkszos¢ powierzchniowych antygendéw wytwarzanych
przez pateczke krztusca w ich natywnej formie. Zapew-
niajg podobny poziom ochrony jak szczepionki petno-
komorkowe [62]. Szczepionka OMV w przeciwienstwie
do bezkomorkowej szczepionki DTaP zapobiega koloni-
zacji bakterii w ptucach i jest skuteczna nawet dla szcze-
pow nie wytwarzajacych pertaktyny [99].

6. Podsumowanie

Pod koniec lat 90. XX wieku WHO zakwalifikowatla
krztusiec, jako jedng z nawracajacych chordb o poten-
cjale epidemiologicznym [89]. Przejscie ze szczepionek
petnokomérkowych na bezkomdrkowe w podstawo-
wym schemacie szczepien niemowlat jest coraz czesciej
uwazane za najbardziej prawdopodobne wyjasnienie
nawrotu krztusca. Zadna ze szczepionek nie wywotuje
tak silnej, diugotrwalej ochrony jak naturalna infek-
cja, przy czym odpornos¢ zalezna od szczepionek aP
zanika znacznie szybciej. Co wiecej, szczepionki bez-
komorkowe nie zapobiegaja kolonizacji gérnych drég
oddechowych, ulatwiajac tym samym przenoszenie
pateczek B. pertussis przez bezobjawowych nosicieli
w populacjach w pelni zaszczepionych.

Obecna definicja krztusca rozni sie od definicji
sprzed kilkudziesigciu lat. Nowoczesne metody badaw-
cze pozwolily zidentyfikowa¢ gatunki, wywotujgce cho-
robe o identycznych objawach, ale o mniejszym nasile-
niu, przez co moga by¢ trudniejsze w rozpoznaniu. Za
zdecydowang wiekszo$¢ zdiagnozowanych przypadkow
krztu$ca odpowiada B. pertussis. Coraz czgsciej jednak
krztusiec wywolywany jest przez paleczki B. holmesii.
Z bakterii wywolujacej poczatkowo jedynie zakaze-
nia u pacjentéw immunosupresyjnych, szybko zostata
druga, pod wzgledem czestosci diagnozowania, bak-
terig wywolujaca krztusiec [49, 54, 63, 76].

Zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw
zanikajacej odporno$ci i niewystarczajacej ochrony
przed zakazeniem/przenoszeniem, zardwno na pozio-
mie blony sluzowej, jak i na poziomie ogélnoustro-
jowym, wplywa na testowanie nowych, skutecznych
strategii immunizacji. Proby wprowadzenia nowych
szczepionek przeciwkrztuscowych, §wiadcza o tym, ze
istnieje potrzeba stworzenia nowej szczepionki, ktora
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indukowataby skuteczng i dlugotrwalg odpornos¢.
Idealna szczepionka przeciwkrztuscowa bytaby poda-
wana w okresie niemowlecym, jako jedna dawka
donosowo, aby nasladowa¢ naturalne zakazenie. Nowa
szczepionka wywotywataby silng, szeroka i trwalg odpor-
nos¢ $luzéwkowa i ogdlnoustrojows. Indukowalaby
powstawanie specyficznych dla krztusca przeciwcial
sIgA(/IgG) wraz z rezydentnymi komérkami pamieci.
W ten sposéb zapewniona zostalaby ochrona przed
zapaleniem pluc, jak réwniez kolonizacja nosogardta
i poZniejsza transmisja.

Na calym $wiecie, przez rézne zespoly badawcze,
podejmowane sg proby zaprojektowania nowych szcze-
pionek przeciwkrztuscowych z nadzieja, ze moze tym
razem uda si¢ wyprzedzi¢ krztusiec w tym wyscigu
i przezwyciezy¢ efekt Czerwonej Krolowej.
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Szanowni Czytelnicy,

Z duzym smutkiem zawiadamiamy P.T. Czytelnikéw o stwierdzeniu znamiona plagiatu wsréd kolejnych publi-
kacji, wydanych przez nasz kwartalnik.

Wszystkie siedem prac zespotu Autoréw zwigzanych z pracami zgloszonymi w poprzednim zeszycie Postgpéw
Mikrobiologii zostaly dokladnie przeanalizowane przez Redakcje, Prezesa PTM, niezaleznego Recenzenta oraz
Specjaliste w dziedzinie patologii w nauce. Wyniki analiz niestety w wiekszosci przypadkéw swiadcza o bardzo
duzym podobienstwie do publikacji wydanych wcze$niej przez inne czasopisma, wskazujgcym na niedozwolone
przejecie z innych publikacji koncepcji pracy, ukladu tresci i rozlegtych fragmentéw tekstu.

Umozliwilismy Autorom ustosunkowanie sie do decyzji Redakcji, wiekszo$¢ Autordw skorzystala z tej mozli-
wosci. W niektdrych przypadkach Redakcja zgodzila si¢ z uwagami Autorow, dwie z siedmiu publikacji pozosta-
wiamy w naszych zbiorach. Niestety az pie¢ prac kierujemy do retrakeji. W biezacym zeszycie, na kolejnej stronie
naszego kwartalnika, publikujemy note retrakcyjng w ktorej przedstawiamy liste prac, ktore ulegajg retrakeji wraz
z uzasadnieniem.

Na kolejnych stronach, w dziale LISTY DO REDAKC]I, publikujemy o$wiadczenia Autoréw w tej sprawie.

z wyrazami szacunku,
Redakcja
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1. Sebastian Gnat, Aneta Nowakiewicz, Przemystaw Zigba: Taksonomia dermatofitow — systemy klasyfikacyjne
sie zmieniaja, problemy identyfikacyjne pozostaja te same. Postepy Mikrobiologii, 2019, 58, 1, 49-58.
DOI: 10.21307/PM-2019.58.1.049
Redakcja wycofuje wyzej wymieniong prace ze wzgledu na fakt, ze tre$¢ publikacji S. Gant i wsp. jest w zdecy-
dowanej wigkszosci tozsama z wczesniejszg pracg, ktora ukazata si¢ w czasopi$mie Mycopathologia:
de Hoog, G.S., Dukik, K., Monod, M., Packeu, A., Stubbe, D., Hendrickx, M., ... & Griser, Y. (2017). Toward
a novel multilocus phylogenetic taxonomy for the dermatophytes. Mycopathologia, 182(1), 5-31.

2. Sebastian Gnat, Dominik Lagowski, Aneta Nowakiewicz, Mariusz Dylag: Molekularne metody diagnostyki
dermatomykoz - przeglad dostepnych technik oraz ocena ich zalet i wad w implementacji do rutynowego
stosowania. Postgpy Mikrobiologii, 2019, 58, 4, 483-494. DOI: 10.21307/PM-2019.58.4.483
Redakcja dokonuje retrakcji powyzszej pracy ze zwgledu na rozlegte podobienstwo do opublikowanej wczesniej
pracy w czasopi$mie Mycopathologia:

Verrier, J., & Monod, M. (2017). Diagnosis of dermatophytosis using molecular biology. Mycopathologia, 182(1),
193-202.

3. Dominik Lagowski, Sebastian Gnat, Aneta Nowakiewicz: Mechanizmy powstawania opornosci dermatofitow
na substancje przeciwgrzybicze. Postgpy Mikrobiologii, 2020, 59, 2, 153-165. DOI: 10.21307/PM-2020.59.2.012
Powyzsza praca ulega retrakcji z powodu powtorzenia wiekszo$ci informacji i tresci zawartych we wcze$niej-
szym artykule opublikowanym we Frontiers in Microbiology:

Martinez-Rossi, N.M., Bitencourt, T.A., Peres, N.T., Lang, E.A., Gomes, E.V.,, Quaresemin, N.R.I wsp.
oraz Rossi, A. (2018). Dermatophyte resistance to antifungal drugs: mechanisms and prospectus. Frontiers in
Microbiology, 9, 1108.

4. Sebastian Gnat, Dominik Lagowski, Aneta Nowakiewicz: Zastosowanie techniki MALDI-TOF MS do identy-
fikacji dermatofitow. Postepy Mikrobiologii, 2020, 59, 3, 315-324. DOI: 10.21307/PM-2020.59.3.23
Praca zespotu S. Gnat i wsp. zawiera rozleglte fragmenty tekstu tozsame z trescig wczesniejszej publikacji, ktora
ukazala si¢ w periodyku Mycopathologia:
LOllivier, C., & Ranque, S. (2017). MALDI-TOF-based dermatophyte identification. Mycopathologia, 182(1),
183-192.

5. Sebastian Gnat, Dominik Lagowski, Mariusz Dylag, Aneta Nowakiewicz: Ludzki mykobiom w stanach normo-
biozy i dysbiozy - charakterystyka i metody analizy. Postepy Mikrobiologii, 2021, 60, 1, 31-46. DOI: 10.21307/
PM-2021.60.1.04
Przedstawiona publikacja jest praktycznie tozsama z ponizej wymieniong praca, wydang przez czasopismo
Mycopathologia:

Tiew, P. Y., Mac Aogain, M., Ali, N, Thng, K. X., Goh, K., Lau, K. ]., & Chotirmall, S. H. (2020). The mycobiome
in health and disease: emerging concepts, methodologies and challenges. Mycopathologia, 185(2), 207-231.



Wroctaw, 11. sierpnia 2022 r.
Szanowna Redakcjo,

W odpowiedzi na otrzymane w dniu 03.08.2022 roku drogg e-mailowa zawiadomienie o wykryciu praktyk pla-
giatowych w pracach pogladowych opublikowanych w czasopi$mie Postepy Mikrobiologii o nastepujacych danych
bibliograficznych: 2019.58.4.; 2020.59.1. i 2021.60.1 kieruje do Redakcji Postepéw Mikrobiologii (PM) niniejszy
list zawierajacy obszerne wyjasnienie. Ufam, zZe zamieszczenie niniejszego Listu do Redakcji w najblizszym nume-
rze Postepéw Mikrobiologii pozwoli dostrzec nawet nieznajacym sprawy czytelnikom, Ze moja osoba nie miata
nic wspoélnego z wykrytymi w tych pracach naduzyciami, co wiecej z racji podjetego wspoétautorstwa statem sig
mimowolnie ofiarg ujawnionego procederu. Z pelng odpowiedzialno$cia oswiadczam, ze w kazdej z wymienio-
nych wyzej trzech publikacji moja rola ograniczatla si¢ wylacznie do korekty i edycji nadsylanych przez pierwszego
(gléwnego) i zarazem korespondencyjnego autora kompletnych pierwszych wersji manuskryptéw. Wspomniane
juz prace pogladowe opublikowane w zeszytach PM o numerach: 2019.58.4., 2020.59.1. i 2021.60.1 w pierwszej
wersji (pierwotne maszynopisy) otrzymatem odpowiednio: 14.06.2019 1., 25.09.2019 r. i 27.07.2020 r. Kazdorazowo,
po wprowadzeniu niezbednej (w moim przekonaniu) korekty jezykowej, sprawdzeniu pracy pod katem stosowa-
nej terminologii i wartosci merytorycznej prezentowanych zagadnien oraz opatrzeniu tekstu pracy stosownymi
komentarzami odsylalem manuskrypty gléwnemu autorowi, ktéry odpowiadat za ich finalny ksztatt i kontakty
z Redakcjg PM. Manuskrypty opublikowane w wymienionych wyzej zeszytach PM odestalem wspomnianemu juz
autorowi korespondencyjnemu odpowiednio w dniach: 19.06.2019 1., 27.09.2019 1. i 26.08.2020 r. Dla zapewnienia
pelnej transparentnosci wyjasnien odnoszacych sie do mojej roli w powstaniu wspomnianych trzech publikacji
do wiadomosci Redakcji PM zalaczytem oryginalne maszynopisy przestane mi przez gléwnego autora oraz wersje
manuskryptow po wprowadzonej przeze mnie korekcie. Pragne zauwazy¢, ze kazdy z zalaczonych plikow (wersji
pracy) zostal dokladnie opisany tj. zostat opatrzony numerem zeszytu PM, data i godzing wptywu manuskryptu na
moja skrzynke e-mailowg oraz datg odestania pracy po korekcie do autora korespondencyjnego. Z uwagi na fakt,
ze nad kazdym z trzech manuskryptéw pracowatem w trybie §ledzenia zmian, w odsylanych pracach, nietrudno
zauwazy¢ jakie konkretnie zmiany w pracy stanowig o moim udziale i warto$ci dodanej. Ilo$¢ i jako$¢ wprowa-
dzonych przeze mnie poprawek $§wiadcza o moim zaangazowaniu i dbatosci o ostateczny ksztalt kazdej z nadsy-
tanych prac. Juz sam ten fakt $wiadczy o tym, Ze bylem gteboko przekonany, ze pracuje nad edycja oryginalnych
manuskryptéw pisanych na wysokim jakosciowo poziomie. Osobiscie jestem gleboko przekonany, ze poddanie
analizie z wykorzystaniem tego samego programu anty-plagiatowego iThenticate obydwu wersji manuskryptow
(przed i po moich korektach) pozwoli jednoznacznie wykaza¢, ze przeprowadzona przeze mnie edycja tekstu nie
zawyzyta, a jedynie mogta obnizy¢ wartosci wspoiczynnikéw podobienstwa wskazujacych na znamiona plagiatu.
Ufam, ze dostarczony przeze mnie Redakeji material dowodowy oraz ztozone obszerne i konkretne wyjasnienia
s3 wystarczajace, pozwolg dostrzec moj rzeczywisty udzial w powstaniu tych prac oraz beda stanowi¢ podstawe
do oczyszczenia mojej osoby z zarzutu udziatu w rzekomych praktykach plagiatowych. Wyrazam tez nadzieje, ze
osoba(y) odpowiedzialne za ujawnione naduzycia wykaza sie odpowiedzialno$cia cywilna i uczciwosciag wobec
pozostalych osdb, ktore tak jak ja pracowaly rzetelnie i w dobrej wierze nad przesylanymi pierwszymi wersjami
manuskryptéw. Transparentnos¢ i rzetelno$¢ w pracy naukowej jest wartoscig nadrzedna, dlatego tez kazdemu
badaczowi uczciwie pracujagcemu na swoj dorobek naukowy powinno zaleze¢ na doglebnym wyjasnieniu tego
typu spraw godzacych w jego dobre imie.

Niestety, w trakcie pracy nad otrzymanymi wersjami maszynopisow, nie zwrdcilem uwagi na aktualnie ujaw-
niony przez Redakcje problem braku oryginalnosci prac. Wynika to z faktu, ze nie dysponuj¢ odpowiednimi
programami anty-plagiatowymi, przez co nie bylem nawet swiadomy tego typu nieprawidtowosci i w dobrej
wierze pracowalem nad edycja manuskryptow.

Szanowna Redakcjo dziekujac za mozliwos¢ ztozenia stosownych wyjasnien nie ukrywam, ze bardzo licze na
uczciwe dla wszystkich rozwigzanie tej sprawy i zamieszczenie na tamach czasopisma noty adekwatnej do roli
poszczegolnych autoréw. Pragne zauwazy¢, ze nie jednemu dobrze juz znanemu w $rodowisku naukowym bada-
czowi mogla zdarzy¢ si¢ podobna sytuacja, gdzie nieswiadomy swej roli po pewnym czasie odkrywa, ze pracowat
nad dzietem, ktore jest obcigzone brakiem oryginalnosci.

Z wyrazami szacunku,
Mariusz Dylgg
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Lublin, 17. sierpnia 2022 .
Szanowna Redakcjo,

W zwigzku z otrzymaniem wiadomosci dotyczacej podejrzenia plagiatow w pracach, w ktdrych jestem wspot-
autorem, a mianowicie:

 Taksonomia dermatofitéw — systemy klasyfikacyjne si¢ zmieniaja, problemy identyfikacyjne pozostaja te
same. Postepy Mikrobiologii 2019.58.1

o Prewalencja symptomatycznych dermatofitoz u pséw i kotéw oraz patomechanizm infekcji dermatofitowych.
Postgpy Mikrobiologii 2019.58.2

Chcialbym si¢ ustosunkowa¢ do przedstawionych zarzutow.

Osobiscie potepiam w calej rozcigglosci wszelkie formy plagiatu.

Nieznane mi sg przestanki kierujace autorem Panem Sebastianem Gnatem, ktore sklonily go do umieszcze-
nia mojego nazwiska w obu tych publikacjach. O moim udziale jako wspolautora dowiedzialem si¢ na dlugo
po opublikowaniu obu prac. Wnoszg, ze byla to grzecznosciowa forma podzigkowania mi za wspolprace jaka
realizuje z Zakltadem Mikrobiologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w zakresie konsultacji o charak-
terze diagnostycznym w zakresie medycyny weterynaryjnej oraz wspotpracy w zakresie dydaktyki. Jednoczesnie
nadmieniam, Ze jestem pracownikiem laboratorium diagnostycznego nie jednostki naukowej, a w instytucji tej,
publikacje nie sa wliczane do jakiejkolwiek okresowej oceny pracownika, czy tez nie warunkuja awansu zawo-
dowego oraz nagrod finansowych.

Z powazaniem,
Przemystaw Zieba

Lublin, 25. sierpnia 2022 r.
Szanowni Paristwo,

W zwiazku z otrzymanym dnia 03.08.2022 roku droga e-mailowa zawiadomieniu o wykryciu praktyk plagia-
towych w artykule opublikowanym w 2019.58.2 zeszycie Postepéw Mikrobiologii, ktérego jestem wspdtautorem,
przesytam wyjasnienie dotyczace mojej roli w powstaniu manuskryptu.

Oswiadczam, ze w pracy o nastepujacych danych bibliograficznych: ,,Prewalencja symptomatycznych derma-
tofitoz u pséw i kotéw oraz patomechanizm infekcji dermatofitowych”. Lagowski D., Gnat S., Nowakiewicz A.,
Osinska M., Zigba P. Postepy Mikrobiologii. 2019 T.58 z.2 s.165-176, DOI: 10.21307/PM-2019.58.2.165 mJj
udzial polegal na uczestnictwie w zbieraniu pozycji literaturowych do powstania pierwotnej wersji manuskryptu
oraz na zapoznaniu sie¢ z ostateczng wersja manuskryptu bez wprowadzania istotnych zmian majacych wplyw na
jego warto$¢ merytoryczna.

Z wyrazami szacunku,
Marcelina Osiniska
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Lublin, 2. wrzeénia 2022 r.

Szanowni Panstwo,

w zwigzku z otrzymaniem od Pafistwa w dniu 3 sierpnia 2022 r. informacji, jakoby w odniesieniu do wskazanych
w tej wiadomosci prac (dalej rowniez jako ,,Prace naukowe” lub ,, Artykuly naukowe”), ktorych jestem wspot-
autorem, miato doj$¢ do plagiatu (przypisania sobie autorstwa cudzego utworu) o$wiadczam niniejszym, Ze
zaprzeczam w calo$ci mojej odpowiedzialno$ci za taki czyn i wskazuje co nastepuje.

L.

II.

II1.

Iv.

Wiréd materialdéw przestanych przez Pafistwa na mojg prosbe w dniu 8 sierpnia 2022r. (wiadomo$¢ od Pana
Radostawa Stachowiaka), majacych rzekomo potwierdza¢ zaistnienie plagiatu, brak jest wystarczajacych
dowoddw na to, ze rzeczywiscie doszlo do plagiatu. Wynika to w szczegolnosci z tego, ze w odniesieniu
do Artykuléw naukowych nie zostala dokonana ich poglebiona i prawidlowa weryfikacja za pomocg
dostepnych w tym zakresie srodkéw. Ponadto, opinie dotyczace rzekomego wystapienia plagiatu w niniej-
szej sprawie budzg réwniez szereg watpliwosci merytorycznych, co zostalo przeze mnie opisane szeroko
w wiadomosci skierowanej wytacznie do wiadomosci Redakeji czasopisma Postepy Mikrobiologii.

Ze wzgledu na to, iz tematyka spornych Artykutéw naukowych nie stanowi gtéwnego nurtu mojej dziatal-
nosci naukowej, méj wkiad w powstanie przedmiotowych Prac naukowych nie miat charakteru wiodacego,
lecz akcesoryjny. Moja rola w ich powstaniu ograniczyta si¢ bowiem co do zasady do kwestii pomocniczych
(zebranie literatury i merytoryczna korekta), a jednocze$nie nie bytam autorka kwestionowanych przez
Panstwa fragmentéw Prac naukowych.

Podkreslam, ze otrzymujac przygotowang przez pozostatych wspdtautoréw wersje publikacji poszczegdl-
nych Artykuléw naukowych, dziatatam w zaufaniu, ze wersje manuskryptu przekazane mi przez te osoby
(wsrod ktorych sg rowniez samodzielni pracownicy naukowi) nie zawierajg w jakimkolwiek zakresie nie-
dozwolonych zapozyczen (ergo nie stanowig plagiatu).

Niezaleznie od ostatecznej oceny sprawy, tj. niezaleznie od tego, czy rzeczywiscie w zakresie Artykulow
naukowych mamy do czynienia z plagiatem (czemu na ten moment stanowczo zaprzeczam), pragne pod-
kregli¢, ze od samego poczatku swojej kariery naukowej potepiatam plagiat i wszelkie jego przejawy. Stad
tez, wyrazam ubolewanie, ze zaistniata jakakolwiek potrzeba rozwazania tego, czy Prace naukowe ktérych
jestem wspolautorem, w jakimkolwiek zakresie moga by¢ w ogole rozwazane w kategoriach plagiatu.

Z powazaniem,
Aneta Nowakiewicz
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Lublin, 7 wrzesien 2022 .
Szanowna Redakcjo,

Nawiazujgc do wiadomosci oraz informacji z dnia 27 czerwca 2022 r. zawierajacej stwierdzenie, ze zgodnie
ze zdaniem Redakcji w pracy ,, Mechanizmy powstawania opornosci dermatofitow na substancje przeciwgrzybicze”
autorstwa D. Lagowski, S. Gnat, A. Nowakiewicz, Postepy Mikrobiologii 2020, 59, 2, 153-165 wykryto znamiona
plagiatu, co w konsekwencji prowadzi¢ ma do dokonania retrakcji przedmiotowego artykutu oraz w kontynuacji
watku poruszonego w pdzniejszych pismach, w ktérym przedstawiono mozliwos¢ odniesienia sie do calej sytuacji
niniejszym w liscie do Redakgji oraz Czytelnikéw, we wlasnym imieniu chcialem odnie$¢ sie do przedmiotowej
sprawy.

Aby mozliwie skutecznie wyjasni¢ wszelkie watpliwosci, ktore narosty nalezy odnies¢ sie do stanu faktycznego
z jakim mamy do czynienia.

W pierwszej kolejnosci postanowitem ustosunkowac si¢ do sprawy artykutu ,, Mechanizmy powstawania opor-
nosci dermatofitow na substancje przeciwgrzybicze”.

Redakcja dopatrzyla sie, ze ww. artykul miatby zosta¢ zaczerpniety z publikacji autorstwa Martinez-Rossi et al.
2018. Dermatophyte resistance to antifungal drugs: mechanisms and prospectus, Frontiers in Microbiology z 2018 r.
(doi.org/10.3389/fmicb.2018.01108)

Wyjatkowo zaskoczony i zaniepokojony tym faktem zwrécitem si¢ do pelnomocnika, ktéry to w moim imieniu
uzyskal od Redakcji materialy, ktore miaty przesgdzaé o przypisania artykutowi ww. negatywnych cech.

Oficjalny komunikat kwartalnika informowat o wykryciu cech noszacych znamiona plagiatu w opublikowa-
nych pracach réznych autoréw w tym m.in. mojej, ale réwniez innych pracownikéw - dr hab. Sebastiana Gnata,
mgr inz. Marceliny Osinskiej, prof. dr hab. Anety Nowakiewicz, dr Mariusza Dylaga, dr Przemystawa Zieby.

Okreslenie ,,znamiona plagiatu” jakie zostalo uzyte nie oznacza, ze takowy plagiat zostat faktycznie popetniony,
ajedynie, ze dzieto wedle oceniajacych zawiera cechy, ktore identyfikuja je jako plagiat. Jesli zas takowe naruszenia
prawa autorskiego faktycznie wystepuje to nie zostalo ustalone kto jest za niego odpowiedzialny.

Aktualnie prezentowane stanowisko jest niczym innym jak wewnetrznym przekonaniem Redakcji o tym, ze
taki plagiat zostat dokonany.

Czytajac wszystkie te informacje wychodzitem z zalozenia, ze z racji powagi zarzutéw, ale réwniez ze wzgledu
na renome jaka cieszy si¢ Redakcja, sprawa zostata potraktowana niezwykle powaznie. Po uzyskaniu materialow
dot. analizy tekstow w kierunku plagiatu w toku sprawdzenia zebranej dokumentacji ujawnily sie daleko idace
watpliwosci, zardwno odno$nie miary starannosci, jaka dofozono przy zbieraniu materialu dowodowego, jak
i przede wszystkim samej jego oceny.

Analiza oraz ocena zgromadzonych materialdw pomimo, Ze zostata dokonana wedle twierdzen Redakeji bez
pospiechu zawiera w sobie informacje, ktore istotnie przecza wysnuwanym i rozpowszechnianym tezom.

Krytyczna ocena Redakgji zostata wywolana na podstawie anonimowej recenzji zawierala niemal dogmatyczne
twierdzenia odnosnie rzekomego plagiatu. Jednocze$nie stwierdzono, ze do tlumaczenia poréwnania tekstu uzyto
aplikacji Google Translator, co stusznie jest wskazywane jako narzedzie obarczone duzym marginesem btedu.
Recenzja anonimowego autora nie odniosta si¢ do charakterystycznych cech wskazujacych na plagiat, co wigcej
nie nosita znamion profesjonalizmu, zawierala zas jedynie przeswiadczenie jej anonimowego autora o tym, ze jego
postrzeganie faktu jest obiektywne i znajdujace pokrycie w prawdzie. Mozna pokusi¢ sie o pytanie, czy analiza
innych tekstow przez tegoz recenzenta spotkalaby sie z tozsamym stwierdzeniem.

Pan dr hab. Marek Wronski, ktory weielil sie w role eksperta przedstawil na polecenie Redakcji swoja opinie
oraz raporty pracy programow antyplagiatowych.

Program antyplagiatowy iThenticate, ktorego Pan dr hab. Marek Wronski jest wiernym oredownikiem i ktéry
zgodnie z trescig pisma od Redakeji bedzie stosowany do oceny artykuléw jest niewatpliwie niezwykle przydatnym
narzedziem informatycznym dedykowanym do zwalczania negatywnych zjawisk.

Sam dobor narzedzia nie przesadza o tym, ze dochowane zostang standardy starannosci przy jego uzyciu oraz
ze wyniki beda interpretowane obiektywnie i z poszanowaniem wytycznych twércow aplikacji.

Raporty wskazujg jednoznacznie, ze sprawdzajacy nie zastosowal przy pordwnywaniu opcji wykluczenia biblio-
grafii (exclude bibliography), a takze nie zastosowal opcji wykluczenia zrodet (exclude sources), co prowadzito
w prosty sposdb do zawyzenia skali podobienstwa prac.

Warto nadmieni¢, ze w przypadku jakichkolwiek tekstéw zgodnie z informacjami zawartymi na stronie pro-
ducenta programu indeks podobienistwa na poziomie 10% jest naturalnym poziomem dla dowolnego tekstu
poréwnywanego tekstu — stosownej wzmianki oraz wspomnienia w przedmiotowych opiniach nie wystepuja.
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Ocena eksperta, ktora zawazyla zapewne na opinii Redakcji zawarta w jednostronicowych opiniach pisemnych
catkowicie nie pokrywa si¢ z danymi oraz raportami wygenerowanymi przez program — cz¢sto wrecz stojgc wobec
nich w oczywistej sprzecznosci. Oceniajacy nie zadal sobie réwniez wymaganego przy formowaniu tak powaznych
oskarzen trudu weryfikacji z jakich artykuléw pochodza fragmenty, ktore sg zblizone do wczesniejszych prac
- w wiekszosci s3 to publikacje autorstwa tych samych oséb. Jesli stosowany jest dany program to jego wyniki
powinny zosta¢ zinterpretowane oraz przedstawione w odniesieniu do skali.

Celem unaocznienia skali zjawiska wyniki raportéw programu iThenticate zawarte zostaly w tabeli ponizej.

iThenticate iThenticate
Indeks Indeks Data, czas opracowania
Lp. Nazwa artykulu podobienistwa | podobienstwa oraz
(zasoby (poréwnanie gléwna teza z opinii
internetu) | dokumentow)
1 |Mechanizmy powstawania 34% 19% Opinia z 27.06 dot. materiatow
opornosci dermatofitéw na przekazanych 24.06-
substancje przeciwgrzybicze »...polscy autorzy przejeli prawie caty tekst,
tgcznie z kontekstem i planem przettuma-
czonego artykutu.
Jest to niewgtpliwe powazne naruszenie
prawa autorskiego i plagiat naukowy.”
2 |Prewalencja symptomatycz- 39% 2% b.d
nych dermatofitoz u pséw
i kotow oraz patomechanizm
infekcji dermatofitowych
3 |Molekularne metody diag- 19% 5% Opinia z 13.07 dot. materialow
nostyki dermatymykoz przekazanych 5.07.
- przeglad dostepnych technik »Jest to naruszenie prawa autorskiego
oraz ocena ich zalet i wad i stanowi plagiat naukowy w publikacji”.
w implementacji do rutyno-
wego stosowania
4 |Nowe syntetyczne i naturalne 29% b.d. b.d
antymykotyki w kontekscie
terapii dermatomykoz
5 |Zastosowanie techniki 41% 31% Opinia z 12.07 dot. materiatow
MALDI-TOF MS do przekazanych 5.07
identyfikacji dermatofitow »Jest to powazne naruszenie prawa autor-
skiego i stanowi plagiat naukowy pracy
Zastosowanie techniki MALDI-TOF MS
do identyfikacji dermatofitow”.
6 |Ludzki mykobiom w stanach 18% 15% Opinia z 11.07 dot. materialéow
normobiozy i dysbiozy przekazanych 5.07
— charakterystyka i metody »Jest to powazne naruszenie prawa
analizy autorskiego i stanowi plagiat naukowy
dotyczacy publikacji...”

Dodatkowo, celem lepszego wskazania wiarygodnosci wynikdow, zlecitem werytikacje wybranych artykutow
przy pomocy innego programu antyplagiatowego Antyplagiat. Na marginesie nalezy wyraznie podkresli¢, ze
program 6w byl uprzednio niezwykle dobrze oceniany jako doskonate narzedzie do zwalczania zjawiska plagiatu
wlasnie przez dr hab. Marka Wronskiego,

Zgodnie z zaleceniami producenta wysokie wartosci wspotczynnikéw podobienstwa nie oznaczajg automa-
tycznie plagiatu. Raport powinien zosta¢ przeanalizowany przez kompetentng i upowazniona osobe. Uznaje si¢
jednak, ze wyniki wysokie wymagajace szczegétowej analizy, to takie, ktorych, jesli WP 1 wynosi ponad 50%,
a WP 2 ponad 5%.
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Lp. Tytul pracy Wsp(’)l.czynnik Gléwne 'z'rédlo.p(')tencjalnego Uwagi
podobienstwa zapozyczenia i procent
1 | Mechanizmy powstawania Wartos¢ A | 12,56% Niski wspotczynnik
opornosci dermatofitow na 9,45% Mechanisms Of Dermatophyte | wynikaja z faktu
substancje przeciwgrzybicze Warto$¢ B | Resistance To Antifungal uznania podobienstwa
20,78% Substances tresci do artykutow
autorstwa: Dominik Lagowski, | autorstwa tych samych
Sebastian Gnat, autorow.
Aneta Nowakiewicz
2 | Molekularne metody Wartos¢ A | 63,23 % Wysokie czynniki
diagnostyki dermatymykoz 67,42% The Prevalence Of wynikaja z faktu
- przeglad dostepnych Wartos¢ B | Symptomatic Dermatophytoses | uznania podobienstwa
technik oraz ocena ich zalet 39,13% In Dogs And Cats And tresci do artykutéow
i wad w implementacji do The Pathomechanism autorstwa tych samych
rutynowego stosowania Of Dermatophyte Infections autordw.
autorstwa: Dominik Lagowski,
Sebastian Gnat,
Aneta Nowakiewicz,
Marcelina Osinska
Przemystaw Zigba
3 |Lekoopornos¢ rodzaju Wartos¢ A | 43,01% Przyktadowy artykut
enterococcus — aktualny 45,00% Lekooporno$¢ rodzaju innych autoréw opubli-
problem wsrod ludzi Warto$¢ B | enterococcus - aktualny kowany w Postepach
i zwierzat 22,26% problem wsrdd ludzi i zwierzat | Mikrobiologii
autorstwa: w roku 2018 r., ktory
Katarzyna Talaga-Cwiertnia, | ma zblizone wyniki
Malgorzata Bulanda jak artykul uznany
jako plagiat.

Krzyzowe sprawdzenie innym programem nie wykazalo réwniez istnienia plagiatu — opinia eksperta jest jednak
catkowicie odmienna i sprzeczna z raportami.

Artykuly, ktérych bylem autorem byly uprzednio recenzowane, czytane przez licznych ludzi nauki oraz byly
jednym z elementéw dorobku naukowego nie tylko mojego, ale rowniez innych autoréw. Prace powinny zosta¢
sprawdzone przy pomocy innych programéw antyplagiatowych.

Co wigcej chciatbym zwrdci¢ uwage, Ze nie jest znany mi stosunek Redakeji do tego jak wygladaja wewnetrzne
procedury analizy tekstow przesytanych oraz publikowanych w czasopismie a takze jaka jest procedura ich recenzji.
Na przyktadzie moim oraz z korespondencji wylania si¢ obraz, ze bazowano na o$wiadczeniach autoréw ale nie
prowadzono wewnetrznej kontroli przy pomocy programéw antyplagiatowych. W takim razie jakie jest kryterium
oraz prog podobienstwa ktory Redakcja uzna za dopuszczalny a jaki za niedopuszczalny? Czy Redakeja bedzie
kierowac sie zaleceniami producenta takiego programu czy tez pozostawi wolna reka recenzentowi lub innej
formy kontroli wewnatrz redakcyjnej. W przypadku kiedy program nie uznaje danego dzieta za zapozyczone
z innego a recenzent przedstawia odmienne stanowisko to jak taki problem bedzie rozstrzygany? Nietrudno sobie
wyobrazi¢ sytuacje kiedy jedna praca oceniana przy pomocy tych samych programéw przez kilku recenzentow
zostanie uznana za prawidlowa a inny o niezwyklej wrazliwosci bedzie uznawat kazdg za plagiat oraz ciezkie
naruszenie prawa domagajgc si¢ ich retrakgji.

Rozwazenie tych kwestii oraz przedstawienie sposobu postepowania w takich sprawach ma istotne znaczenie
réwniez dla renomy oraz funkcjonowania calego czasopisma.

Che¢ eradykacji tekstow, ktore s owocami nieuczciwosci jest dziataniem, ktore dziala z korzyscig dla sro-
dowiska naukowego - nie nalezy jednak zapomina¢ o tym, ze publiczne oraz dogmatyczne kreowanie oskarzen
moze prowadzi¢ do pokrzywdzenia oséb, ktérym nie mozna przypisa¢ winy. Aprioryczne uznawanie za jedyne
wlasciwe opinie jednego z ekspertdw nie powinny w mojej opinii zosta¢ tak potraktowane, tak jak sie to stalo
w przedmiotowej sprawie.
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Plagiat zgodnie z normg art. 115 ust. 1 ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych
o tresci ,,Kto przywlaszcza sobie autorstwo albo wprowadza w blgd co do autorstwa catosci lub czesci cudzego utworu
albo artystycznego wykonania, podlega grzywnie, karze ograniczenia wolnosci albo pozbawienia wolnosci do lat 3 to
czyn stanowigcy przestepstwo, a wiec kategorie zachowania, ktdra jest zabroniona ustawg, karalna, o szkodliwosci
spotecznej wigkszej niz znikoma, zas osoba, ktora si¢ go dopuszcza jest powszechnie okreslana jako przestepca.

Ostroznos¢ w formowaniu takich tez jest wysoce wskazana i pozadana szczegélnie w ramach sfery publicz-
nej, gdzie chociazby podejrzenie powoduje daleko idace negatywne zjawiska oraz niedogodnosci. Ten aspekt
funkcjonowania czlowieka jest na tyle istotny, Ze obrona czci i dobrego imienia jest mozliwa nie tylko na gruncie
prawa cywilnego w kwestii o ochrone¢ débr osobistych, ale réwniez na gruncie prawa karnego, ktéry przewiduje
odpowiedzialno$¢ karng za falszywe oskarzenie.

Moge wyrazi¢ swoje glebokie ubolewanie, ze pewne kwestie zostaly przeniesione do dyskursu publicznego,
a sam ponosze z tego powodu daleko idace konsekwencje, facznie z aktualnie dokonanym wstrzymaniem przy-
znanej uprzednio nagrody naukowej PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka I stopnia za cykl monotematyczny
6 prac opublikowanych w latach 2020-2021 dotyczacy dermatofitoéw najczesciej izolowanych od zwierzat oraz
z przypadkow zoonoz w krajach europejskich tj. Trichophyton verrucosum i Trichophyton mentagrophytes.

Jednocze$nie przyznano jednoznacznie, ze nagroda zostala przyznana za cykl innych artykutéw, ktorych ani
autorstwo ani wartos¢ nie jest kwestionowana, ale na ocene o ,,cofnieciu” nagrody wplynely i przesadzity kwestie
moralne.

Poza ww. konsekwencjami w tym utratg wyrdznienia i nagrody pieni¢znej, a takze bedgca niejako uzupel-
nieniem sankcji rozproszonej jest kwestia artykutu, ktdry pojawit sie w czasopismie Forum Akademickie Nr FA
7-8/2022 pt. ,,Plagiatowe problemy na UP w Lublinie” autorstwa dr hab. Marka Wronskiego, w ktérym w sposéb
catkowicie autorytarny przedstawil wing, wskazujac imiennie mojego Mocodawce, stanowi na chwile obecng
powazne naruszenie dobr osobistych. Od eksperta, ktéry zajmuje si¢ tematyka oraz ktérego opinia wywolala catg
sytuacje mozna by oczekiwa¢ wigkszej wstrzemiezliwosci w formulowaniu osagdow.

Odnoszac sie ostatecznie do pytania ze strony Redakeji odnoénie tego jaka role mialem w kazdej z wymienio-
nych w korespondencji prac informuje uprzejmie, ze prezentuje sie nastepujaco:

Ludzki mykobiom w stanach normobiozy i dysbiozy - charakterystyka i metody analizy (Human myco-
biome in normobiosis and dysbiosis states characteristics and analysis methods). [Aut. koresp.] Sebastian Gnat,
[Aut.] Dominik Lagowski, Mariusz Dylag, Aneta Nowakiewicz. Postepy Mikrobiol. 2021 T. 60 z. 1 s.31-46, il.,
bibliogr., sum.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na dodaniu bibliografii w manuskrypcie pierwotnym oraz po otrzy-
maniu recenzji oraz wykonanie Ryciny 1 i 2.

Zastosowanie techniki MALDI-TOF MS do identyfikacji dermatofitow (Application of the maldi-tof ms technique
for identification of dermatophytes). [Aut. koresp.] Sebastian Gnat, [Aut.] Dominik Lagowski, Aneta Nowakiewicz.
Postepy Mikrobiol. 2020 T. 59 z. 3 5. 315-324, il., bibliogr., sum. DOI: 10.21307/PM-2020.59.3.23

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na dodaniu bibliografii w manuskrypcie pierwotnym oraz po otrzy-
maniu recenzji, a takze wykonaniu Ryciny 11 2.

Mechanizmy powstawania opornosci dermatofitow na substancje przeciwgrzybicze. [Aut.] Dominik Lagowski,
[Aut. koresp.] Sebastian Gnat, [Aut.] Aneta Nowakiewicz. Postepy Mikrobiol. 2020 T. 59 z. 2's. 153-165, il., bibliogr.,
sum. DOI: 10.21307/PM-2020.59.2.012

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na przygotowaniu konspektu manuskryptu, opracowaniu bibliografii
w manuskrypcie pierwotnym oraz po recenzji, wykonaniu Ryciny 1 oraz pierwotnej wersji Tabeli I. W trakcie
powstawania tego manuskryptu byt on wielokrotnie poprawiany przez mojego promotora dr hab. Sebastiana
Gnata. Dotyczylo to zaréwno wersji pierwotnej, jak i wersji po recenzjach.

Nowe syntetyczne i naturalne antymykotyki w kontekscie terapii dermatomykoz (Clinically used and poten-
tial antimycotics in the context of therapy of dermatomycoses). [Aut. koresp.] Sebastian Gnat, [AUT.] DOMINIK
LAGOWSKI, Aneta Nowakiewicz, Mariusz Dylgg. Postepy Mikrobiol. 2020 T. 59 z. 1 s. 63-74, il., bibliogr., sum.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na dodaniu bibliografii w manuskrypcie pierwotnym oraz po recenzji,
a takze wykonaniu Ryciny 1.

Molekularne metody diagnostyki dermatomykoz - przeglad dostgpnych technik oraz ocena ich zalet i wad w imple-
mentacji do rutynowego stosowania (Molecular methods for diagnostics of dermatomycoses - review of available
techniques and evaluation of their advantages and disadvantages in implementation for in routine use). [Aut. koresp.]
Sebastian Gnat, [Aut.] Dominik Lagowski, Aneta Nowakiewicz, Mariusz Dylgg. Postepy Mikrobiol. 2019 T. 58 z. 4
5. 483-494, il., bibliogr., sum.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na dodaniu bibliografii w manuskrypcie pierwotnym oraz po recenzji.
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Prewalencja symptomatycznych dermatofitoz u pséw i kotéw oraz patomechanizm infekcji dermatofitowych (The
prevalence of symptomatic dermatophytoses in dogs and cats and the pathomechanism of dermatophyte infections.)
[Aut.] Dominik £agowski, [Aut. koresp.] Sebastian Gnat, [Aut.] Aneta Nowakiewicz, Marcelina Osiriska, Przemystaw
Zigba. Postepy Mikrobiol. 2019 T. 58 z. 2 s. 165-176, il., bibliogr., sum. DOI: 10.21307/PM-2019.58.2.165

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na przygotowaniu konspektu manuskryptu, opracowaniu biblio-
grafii w manuskrypcie pierwotnym oraz po recenzji, wykonaniu pierwotnej wersji Tabeli 1. Byl to moj pierwszy
samodzielny artykul. W trakcie powstawania tego manuskryptu, byl on wielokrotnie poprawiany przez mojego
promotora dr hab. Sebastiana Gnata, tak samo w wersji pierwotnej oraz wersji po recenzjach. Pierwotny zarys
manuskryptu zaczal powstawac od 6 stycznia 2019 r.

Wersja manuskryptu, ktéra miata zosta¢ wystana do PM, zostata mi przestana przez dr hab. Sebastiana Gnata
29 stycznia 2019 r. Calg korespondencje zwiazang z wystanie manuskryptu, optatg za publikacje i kontaktem z PM
prowadzil wylacznie dr hab. Sebastian Gnat.

Ufam, ze calo$ciowe przedstawienie tematu w tymze liScie w taki sposéb pozwoli na pelniejsze wyjasnienie
przedmiotowej sprawy i rzuci przynajmniej nowe $wiatto na caly tryb postepowania w przedmiotowej sprawie,
a sama sprawa zostanie wyjasniona w sposob aprobowany w srodowisku naukowym bez toczenia niepotrzebnych
sporow, ktdry nie stuzy dobru polskiej nauki.

Dominik Lagowski
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POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

INFORMACIJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW

Od ostatniej informacji o dziatalnosci Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, zamieszczonej w zeszy-
tach nr 2 z 2022 r. kwartalnikéw Advancements of Microbiology — Postepy Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology,
ZG PTM zajmowal sie nastepujacymi sprawami:

1.

Krakowski Oddzial PTM wraz z Polskim Towarzystwem Mykologicznym zaprosil na wykfad pod tytulem: ,Wtasciwosci
dietetyczne ilecznicze grzybow jadalnych’, ktory w dniu 30.06.2022 r. wyglosita on-line prof. dr hab. Bozena Muszyniska
z Katedry i Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum.

. Krakowski Oddzial PTM przekazal smutng wiadomos¢ o §mierci w dniu 20.06.2022 r. Pani prof. dr hab. Jadwigi Szostak-

-Kot, cztonka PTM, bylej kierownik Katedry Mikrobiologii Wydziatu Terenoznawstwa Uniwersytetu Ekonomicznego
w Krakowie.

. Z duzg satysfakcjg informujemy, ze wspotczynniki Impact Factor JCR obliczone za 2021 r. dla obu czasopism PTM

wzrosly:
Polish Journal of Microbiology z IF (2020) = 1,280 do IF (2021) =2,091
Advancements of Microbiology — Postepy Mikrobiologii z IF (2020) =0,947 do IF (2021)=1,118.

. Wystosowano pismo do MEiIN w sprawie zwi¢kszenia punktacji obu czasopism PTM na liscie MEiN.

5. Ze smutkiem zawiadamiamy, Ze w dniu 13 wrze$nia 2022 r. zmarla Pani prof. dr hab. Zofia Tynecka, Cztonek Hono-

rowy Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw. Pani profesor przez wiele lat kierowata Katedra i Zakladem Mikrobiologii
Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Lublinie. Prowadzita pionierskie badania z zakresu proceséw bioenergetycz-
nych na modelu Staphylococcus aureus i mechanizmu obronnego tych bakterii przed toksycznym dziataniem kadmu.

6. Podjeto Uchwale nr 21-2022 w sprawie przyjecia nowych Czlonkéw Zwyczajnych PTM.

7. Podjeto Uchwale nr 22-2022 w sprawie retrakcji z kwartalnika Postepy Mikrobiologii — Advancements of Microbiology,

10.

11.

5 publikacji: PM 2021, 60 (1) 31-46; PM 2020, 59 (3) 315-324; PM 2020, 59 (2) 153-165; PM 2019, 58 (4) 483-494;
PM 2019, 58 (1) 49-58. Podstawa decyzji o retrakcji bylo stwierdzenie w ww. 5 publikacjach obecnosci istotnych frag-
mentdw tekstow skopiowanych z publikacji zagranicznych, po przeprowadzeniu analizy podobienstwa tekstow oraz
zapoznaniu si¢ z opiniami prof. Marka Wronskiego — specjalisty od patologii w nauce, w tym plagiatow.

. W zwigzku ze stwierdzonymi przez Redaktora Naczelnego kwartalnika Postepy Mikrobiologii plagiatami publikacji

zamieszczonymi w tym czasopismie PTM, w nawigzaniu do Uchwaly Nr 20-2022, podjeto Uchwale nr 23-2022 w spra-
wie wykluczenia Pandw: dr hab. Sebastiana Gnata prof. Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie i lek. wet. Dominika
Lagowskiego czlonkéw zwyczajnych PTM Oddzialu Terenowego PTM w Lublinie z Polskiego Towarzystwa Mikro-
biologdw ,,za czyny nie licujace z godnoscia cztonka Towarzystwa’, Statut PTM, par. 15, ust. 1, p. 4 na podstawie opinii
Komisji ds. etyki cztonkéw PTM i zalaczonych do niej materiatow.

. Podjeto Uchwale nr 24-2022 w sprawie objecia patronatem honorowym PTM Konferencji Naukowo-Szkolenio-

wej: XVIII Regionalne Forum Medycyny Zakazen - od teorii do praktyki” organizowanej w dniach 05-07.10.2022 r.
w Etku przez firme ,,Pro-Medica” Sp. z 0.0., Zaklad Mikrobiologii Collegium Medicum UJ w Krakowie, Polskie Towa-
rzystwo Zakazen Szpitalnych, Zaktad Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii Infekcyjnej UM w Bialymstoku
oraz firme¢ Medicare.

Podjeto Uchwale nr 25-2022 w sprawie objecia patronatem honorowym PTM miedzynarodowej konferencji naukowej
z okazji 200-lecia urodzin Ludwika Pasteura ,,The last word belongs to microbes”, ktéra odbedzie si¢ 29-30.11.2022 .
w Warszawie, organizowanej przez Uniwersytet Warszawski i Oddziat PTM w Warszawie,
(https://www.pasteur2022.com/).

Podjeto Uchwale nr 26-2022 w sprawie objecia patronatem honorowym PTM Konferencji ,,Swiatowy Dzieri Gruzlicy
2022” z uroczysta sesja naukowa z okazji Jubileuszu Pani Profesor dr hab. Zofii Zwolskiej, Cztonka Honorowego PTM.
Konferencja organizowana jest przez Polskie Towarzystwo Chordb Pluc, Instytut Gruzlicy i Chordéb Pluc, Polskie Towarzy-
stwo Mikrobiologéw i Krajowa Izba Diagnostéw Laboratoryjnych, 14 pazdziernika 2022 r., w Patacu Staszica w Warszawie.
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12. Podjeto Uchwale nr 27-2022 w sprawie objecia patronatem honorowym PTM Seminarium Naukowego ,,Biopreparaty
mikrobiologiczne w przemysle, rolnictwie i srodowisku” organizowanego 29.09.2022 r. przez Katedre Biotechnologii
Srodowiskowej, Wydzialu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lédzkiej.

13. Podjeto Uchwale nr 28-2022 w sprawie przyjecia nowych Czlonkéw Zwyczajnych PTM.

14. Najwazniejszym wydarzeniem w omawianym okresie byl XXIX Ogolnopolski Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikro-
biologéw, ktory odbyl sie w dniach 15-17 wrze$nia 2022 r. w Warszawie.

Ten Zjazd, ktéry miat odby¢ sie 2 lata temu przysporzyl nam bardzo wiele klopotéw. Trzykrotnie zmienialismy loka-
lizacje Zjazdu i termin oraz okres trwania. Ze wzgledu na niebywale trudnoséci w pozyskiwaniu $rodkéw finansowych
musieli$my skroci¢ zjazd z planowanych 4 do 3 dni. Okres pandemii, warunki lokalowe i finansowe spowodowaly takze
ograniczenie liczby uczestnikéw, chociaz pierwotnie planowali$my Zjazd na 800 osdb.

Cieszymy sie jednak, ze nasz Zjazd wreszcie doszedt do skutku. Naszym pierwotnym zalozeniem bylo, aby Zjazd
odbywat si¢ nie w formie on-line, czy hybrydowej, ale tradycyjnej umozliwiajacej bezposredni kontakt uczestnikow, aby
zlokalizowany byl w jednym miejscu, bez koniecznosci przemieszczania sie po miescie. Ostatecznie z sukcesem udato sie
zorganizowaé XXIX Zjazd PTM w hotelu Arche Krakowska — wobec tego w jednym miejscu wygtaszane byty wyklady
i prezentacje ustne, prezentowane plakaty, odbyla sie wystawa firm, istniala mozliwo$¢ positkéw i noclegéw. Dla 0séb
o skromnych mozliwosciach finansowych wprowadzilismy forme e-uczestnika i e-plakatow.

Podkreslamy, Ze jedynym organizatorem merytorycznym Zjazdu byl Zarzad Glowny Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw. Nie byto zadnych wspotorganizatoréw Zjazdu - instytucji, uczelni, organizacji naukowych, panstwowych
i terytorialnych. Uwazamy, Ze jest to nasze §wieto, odbywajace si¢ co 4 lata, tym razem po 6 latach. Wsparcie finansowe
otrzymali$émy z Ministerstwa Edukacji i Nauki, Federacji Europejskich Towarzystw Mikrobiologicznych - FEMS oraz Mie-
dzynarodowego Towarzystwa Ekologii Drobnoustrojéw — ISME, a takze od Firm - Sponsoréw, za co bardzo dziekujemy.

Komitet Naukowy Zjazdu obejmujacy wszystkich czlonkéw Zarzadu Gléwnego PTM opracowal program Zjazdu sku-
mulowany w 16 sesjach tematycznych, sesji dotyczacej prac doktorskich i habilitacyjnych, sesji sponsorowanej przez firme
Berlin-Chemie/Menarini oraz wykladéw i warsztatow firmowych (bioMérieux, Pall Poland, Becton Dickinson, Roche
Diagnostics oraz Diasorin). Zarejestrowanych byto 508 uczestnikow Zjazdu, w tym 43 e-uczestnikéw i 80 przedstawicieli
firm. Wygloszono 58 wykladow, 76 doniesien ustnych, przedstawiono 155 plakatow i 72 e-plakatéw. Strona zjazdowa
(https://zjazdptm2022.pl/).

Szereg 0sOb, zwlaszcza Pani dr hab. Agnieszka E. Laudy Sekretarz Zarzadu Giéwnego PTM i Sekretarz Komitetu Orga-
nizacyjnego Zjazdu oraz Panie Renata Dyka i Agnieszka Chmielarska-Wojtczak, z firmy Medicare Spétka Cywilna jako
Organizator Logistyczny, staralo si¢ odpowiednio zaplanowac¢ i zorganizowaé Zjazd w tym pozyskaé sponsoréw, a takze
opracowa¢ materialy organizacyjne, informacyjne i naukowe, za co sktadamy im szczegélne podziekowanie.

Gorgce podziekowania sktadamy wszystkim cztonkom Komitetéw Naukowego i Organizacyjnego za trud i czas poswie-
cony przygotowaniu tego Zjazdu. Sktadamy réwniez wielkie podziekowanie sponsorom i wystawcom firm powigzanych
z mikrobiologig, zwlaszcza firmie bioMérieux — Sponsorowi Gtéwnemu Zjazdu, ktérzy uczestniczyli w Zjezdzie i wsparli
jego organizacje.

Materialy zjazdowe sa dostepne na stronie https://zjazdptm2022.pl/materialy-zjazdowe/.

W ramach Zjazdu odbyly si¢ takze dwie specjalnie zorganizowane dla uczestnikéw zjazdu bezplatne wycieczki po
Warszawie w dniach 15-16.09.2022.

W drugim dniu Zjazdu odbylo si¢ Walne Zgromadzenie Delegatow PTM, podsumowano trudna, 6. letnig kadencje
dotychczasowych wladz Stowarzyszenia oraz przeprowadzono wybory nowych wladz Stowarzyszenia na kadencje 2022-2026.

Nowe Wladze Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw na kadencj¢ 2022-2026 wybrane na Walnym Zgromadzeniu
Delegatow PTM w dniu 16 wrze$nia 2022 w Warszawie:

Prezydium ZG PTM:

Prezes PTM - Prof. dr hab. Stefan Tyski

I Wiceprezes PTM - Prof. dr hab. Elzbieta Anna Trafny
IT Wiceprezes PTM - Prof. dr hab. Jacek Migdzobrodzki
Sekretarz ZG PTM - Dr hab. Agnieszka Ewa Laudy

Czlonek - Dr hab. Beata Sadowska, prof. nadzw. UL
Czlonek - Dr hab. Elzbieta Stefaniuk, prof. nadzw. UL
Czlonek - Dr Joanna Jursa-Kulesza

Gléwna Komisja Rewizyjna PTM:
Przewodniczaca - Prof. dr hab. Alina Malgorzata Olender

Sekretarz - Dr hab. Urszula Kosikowska, prof. nadzw. UMLub
Czlonek - Prof. dr hab. Beata Gutarowska
Czlonek - Dr hab. Tomasz Jarzembowski

Czlonek - Dr Jacek Grzyb
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W ramach obrad Walnego Zgromadzenia Delegatéw, ktore trwato ponad 6 godzin, przedstawiono sprawy i problemy,
a takze Uchwaly podejmowane w trakcie 6. letniej kadencji wtadz PTM. Podsumowujac w skrocie co udato si¢ osiagna¢
w kadencji 2016-2022:

1) W Krakowie w dniach 22-23.09.2017 r. zorganizowano ,,Konferencje Naukowg 90 lat Polskiego Towarzystwa Mikro-
biologéw, PTM wczoraj — dzi§ - jutro’, w ramach ktérej zwotano pierwsze w historii PTM Nadzwyczajne Walne
Zgromadzenie Delegatow, na ktérym dokonano aktualizacji Statutu PTM i wprowadzono poprawki;

2) Uporzadkowano liste czlonkéw zwyczajnych PTM;

3) Utworzono po raz pierwszy konto PTM w mediach spofecznosciowych - facebooku;

4) Opracowano nowg strone internetowa PTM;

5) Pozyskano Cztonkéw Wspierajacych PTM;

6) Na biezgco, co kwartal, w czasopismach PTM zamieszczano informacje o pracach Prezydium i ZG PTM;

7) Wypracowano stanowisko PTM w sprawie przyznania absolwentom uniwersyteckich studiéw magisterskich na kie-
runku Mikrobiologia prawa wykonywania zawodu Diagnosty Laboratoryjnego;

8) Wplynieto na rozwdj czasopism PTM i ich finansowanie co zaowocowalo dynamicznym zwigkszeniem ich wartosci
parametrycznych;

9) Zorganizowano po raz pierwszy w Polsce obrady FEMS Council;

10) Udzielano wsparcia i patronatu honorowego kilkudziesieciu konferencjom i sympozjom;

11) Opracowano cztery Regulaminy wazne dla statutowej dzialalnosci Towarzystwa;

12) Oddzialy Terenowe PTM uzyskaly mozliwo$ci finansowe, a zasady postgpowania zostaly okreslone w opracowanym
»Regulaminie wydatkowania i rozliczania srodkéw pienieznych przez Oddzialy Terenowe PTM”;

13) Zorganizowano dla mlodych cztonkéw PTM trzy edycje 2016-2017, 2018-2019 i 2020-2021 konkursu o Naukowa
Nagrode PTM im. prof. Edmunda Mikulaszka;

14) Rozwigzano OT PTM w Putawach z powodu malej liczby cztonkéw;

15) Powotano nowy OT PTM w Rzeszowie;

16) Zostaly powolane i rozpoczely swoja dziatalno$¢ dwie sekcje w ramach PTM, tj. Sekcja Mikrobiologii Farmaceutycznej
oraz Sekcja Mikrobiologii Srodowiskowejs

17) Juz w pierwszym tygodniu trwajacej napasci Rosji na Ukraing zajeto zdecydowane stanowisko w sprawie wojny na
Ukrainie i przekazano je do FEMS, IUMS i ESCMID. W opracowanym stanowisku takze wnioskowano o blokade
artykutéw, w czasopismach wydawanych przez FEMS/IUMS, nadsylanych przez autoréw z Rosji i Bialorusi az do
zakonczenia wojny

18) Spowodowano zorganizowanie po raz pierwszy nadzwyczajnego posiedzenia FEMS Council w kwietniu 2022 r. po$wie-
conego podjeciu sankcji wobec towarzystw mikrobiologicznych z Rosji i Biatorusi;

19) Wprowadzono blokade artykutéw, w czasopismach PJM i AM-PM (wydawanych przez PTM), nadsytanych przez
autoréw z Rosji i Bialorusi az do zakonczenia wojny;

20) Po raz pierwszy w historii PTM usunigto z grona czlonkéw PTM osoby za ,,czyny nie licujace z godnoscia czlonka
Towarzystwa’.

21) Zorganizowano XXIX Ogdlnopolski Zjazd PTM (15-17.09.2022 r. w Warszawie) i w jego ramach Walne Zgromadzenie
Delegatéw PTM.

W sprawozdaniu ze wspotpracy PTM z FEMS, zwrdcono uwage na niedostateczne wykorzystywanie mozliwosci korzy-
stania z grantéw przyznawanych przez FEMS oraz innych korzysci jakie cztonkowie PTM moga uzyska¢ z FEMS. Zache-
camy do wnikliwego zapoznania sie ze strong FEMS: https://fems-microbiology.org/ i korzystania z dostepnych mozliwosci.

Na Walnym Zgromadzeniu Delegatéw PTM podjeto uchwaly w sprawie nadania siedmiu osobom zastuzonym dla
Towarzystwa godnosci Czlonka Honorowego PTM:

Pani Prof. dr hab. Ewie Augustynowicz-Kope¢

Pani Prof. dr hab. Malgorzacie Bulanda

Pani Prof. dr hab. Eugenii Gospodarek-Komkowskiej
Pani Prof. dr hab. Barbarze Zawiliniskiej

Panu Prof. dr hab. Wlodzimierzowi Doroszkiewiczowi
Panu Prof. dr hab. Wiestawowi Kacy

Panu dr Zbigniewowi Pote¢
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W koncowej cze$ci WZD rozpatrzono odwotanie, jakie radca prawny mec. Bartosz Dabek przedstawit w imieniu lek. wet.
Dominika Lugowskiego, dotyczace Uchwaly nr 20-2022, odnosnie nie przyznawania lek. wet. D. Lagowskiemu Nagrody
Naukowej PTM im. Prof. Edmunda Mikulaszka ze wzgledu na plagiat. Po odbytej dyskusji z udzialem mec. B. Dabka
i szeregu cztonkéw PTM, Delegaci na WZD uznali Uchwale Nr 20-2022 za stuszng i tym samym lek. wet D. Lagowski nie
otrzyma tej prestizowej dla PTM nagrody.

Pan mec. Bartosz Dabek przedstawit réwniez odwolanie od decyzji Prezydium ZG PTM dotyczacej wykluczenia
lek. wet. Dominika Lagowskiego z Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw ,za czyny nie licujace z godnoscig czlonka
Towarzystwa’, Statut PTM, par. 15, ust. 1, p. 4., zawartej w Uchwale nr 23-2022.

Przypominamy, ze juz w Uchwale nr 20-2022, Prezydium ZG PTM zobowiazalo Redaktora Naczelnego PM-AM, aby
spowodowat wnikliwe sprawdzenie pod katem ewentualnych plagiatéw 7 publikacji wspoétautorstwa dr hab. Sebastiana
Gnata prof. nadzw. Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie (pierwszy autor w 5 i autor korespondencyjny we wszystkich
7 publikacjach) i lek. wet. D. Lagowskiego (pierwszy autor w 2 publikacjach i wspotautor w 4 kolejnych publikacjach),
ktore w ciggu 3 lat (2019-2021) opublikowano w PM-AM w jezyku polskim. Wnioskowali$émy, aby pelne materiaty doku-
mentujace plagiaty zostaly przekazane Komisji ds. etyki cztonkéw PTM.

W opinii Prezydium ZG PTM zamieszczanie plagiatow prac w czasopismach, jest niedopuszczalne i naganne,
aw tym przypadku jest dzialaniem na szkode zaréwno Stowarzyszenia jak réwniez niszczy dobra renome czasopisma
PTM. Prezydium uwaza, ze gldwna odpowiedzialno$¢ za jakos¢ manuskryptu wysylanego do redakcji czasopisma
ponosi pierwszy autor i autor korespondencyjny.

Prezydium ZG PTM zwrdcito si¢ do Pani prof. dr hab. Stefanii Giedrys-Kalemby Przewodniczgcej Komisji ds. etyki
cztonkéw PTM, o rozpatrzenie postepowania cztonkéw PTM - dr hab. S. Gnata prof. nadzw. UPLub i lek wet. D. Lagow-
skiego w kontekscie plagiatow i dzialania tych oséb na szkode Stowarzyszenia, w tym czasopisma PTM.

Po rozpatrzeniu sprawy, Komisja ds. etyki cztonkéw PTM rekomendowata ZG PTM usuniecie z grona cztonkéw zwy-
czajnych PTM zaréwno dr hab. Sebastiana Gnata jak i lek. wet. D. Lagowskiego zgodnie z par. 15 Statutu PTM ,,Czlonkostwo
zwyczajne ustaje na skutek: ust. 4: wykluczenia z Towarzystwa za dziatalno$¢ na szkode Towarzystwa, za czyny nie licujace
z godnodcig czlonka Towarzystwa’

Pomimo jednoznacznego stanowiska Prezydium ZG PTM i Komisji ds. etyki czlonkéw PTM, po odbytej dyskusji,
z udziatem mec. B. Dabka oraz szeregu cztonkéw zwyczajnych i honorowych PTM, Delegaci na WZD postanowili jednak
uchyli¢ decyzje zawarta w Uchwale nr 23-2022 w zakresie lek. wet. D. Lagowskiego i pozostawi¢ go w gronie cztonkéw PTM.

Drugi z wymienionych w Uchwale nr 23-2020, dr hab. Sebastian Gnat prof. nadzw. Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie, czlonek zwyczajny PTM Oddziatu Terenowego PTM w Lublinie nie odwolywat si¢ od wykluczenia z Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw ,,za czyny nie licujace z godnoscia czlonka Towarzystwa’, Statut PTM, par. 15, ust. 1, p.4 itym
samym nie jest juz cztonkiem PTM.

Warszawa, 23.09.2022 r.

SEKRETARZ EZES
Polskiegg Towarzystwa Mikrobiologow Polskiego/fowarzystwa b .
j Levedll, — 3/ T
efiﬁ“?’_fwki

dr hab. n. farm. Agm'ef{a E. Laudy prif. dr hab.
L
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CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

Cztonek Wspierajacy PTM - Srebrny
od 12.09.2017r.

ECOLAB

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

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 12.09.2017r.

MRRCOK

Merck Sp. z o.0. jest cze$cig miedzynarodowej grupy Merck KGaA z siedziba w Darmstadt, Niemcy i dostarcza
na rynek polski od roku 1992 wysokiej jako$ci produkty farmaceutyczne i chemiczne,
w tym podfoza mikrobiologiczne
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